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Uvod

Preucevanje genskih virov je pomembno za ugotavljanje uporabnosti
rastlin laskega smilja in omogoca izbor najprimernejsih genotipov za pri-
delavo v kmetijskem prostoru. Za raziskave genskih virov so, poleg preiz-
kusanja ter morfoloskega in biokemijskega vrednotenja genskih virov v
kolekcijskih nasadih, potrebna tudi u¢inkovita molekularna orodja. Razli-
kovanje genotipov laskega smilja na osnovi morfologije je zaradi njegove
fenotipske raznolikosti in spontanega krizanja med podvrstami na obmo-
¢jih, Kjer se njihova rasti$¢a prekrivajo, izjemno tezavno (Galbany-Casals
idr. 2006). Natan¢na karakterizacija in identifikacija laskega smilja na
ravni genoma sta pomembni tudi v postopkih identifikacije za kontrolo
identitete vrste, podvrste, za dolocanje geografskega izvora ter za zagota-
vljanje sledljivosti sadilnega materiala na trgu (Baruca Arbeiter idr. 2021).

Uporabnost mikrosatelitskih oznacevalcev

Oznacevalci DNA predstavljajo pomembno orodje v raziskavah raznoli-
kosti genskih virov. Za namene razlikovanja posameznih rastlin znotraj
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in med populacijami sorodnih vrst se razvija vrstno specificne, kodomi-
nantne mikrosatelitske oznacevalce. Mikrosateteliti ali SSR (iz angl. Sim-
ple Sequence Repeats; ponovitve enostavnih zaporedij) so kratka zapo-
redja z osnovnim motivom dolzine od enega do $est nukleotidov (Gupta
idr. 1996), ki se nahajajo v kodirajocih (angl. EST-SSR - Expressed Sequ-
ence Tag derived SSR; SSR, pridobljeni iz oznak izrazenih zaporedij) in
nekodirajoc¢ih regijah ter v kloroplastnem (Chung idr. 2006) in mitohon-
drijskem genomu (Rajendrakumar idr. 2007). Zaradi kodominantnega
dedovanja omogocajo sledenje materinim in ocetovim alelom na lokusu,
ki jih pomnoZimo v veriZni reakciji s polimerazo (angl. Polymerase Cha-
in Reaction - PCR). S pomocdjo mikrosatelitov pridobimo profile DNA ali
prstni odtis DNA (angl. DNA fingerprinting) posamezne rastline. Rastline
med seboj lo¢imo na osnovi prisotnosti razli¢nih, pomnozenih alelov na
vec lokusih. Mikrosatelite odlikuje izjemna variabilnost, zato se kot ozna-
Cevalski sistem uvrscajo v sam vrh glede uporabnosti v genetskih raziska-
vah. Pri rastlinah so se izkazali kot zelo primerno orodje za genotipiza-
cijo ali identifikacijo osebkov oz. sorodnih taksonov, za karakterizacijo
rastlinskih genskih virov, za preucevanje raznolikosti ter za filogenetske,
populacijske in evolucijske raziskave. Poleg tega so nepogresljivo orodje
v programih zlahtnjenja rastlin (Varshney idr. 2005; Zalapa idr. 2012; Vie-
ira idr. 2016; Taheri idr. 2018).

Zarazvoj mikrosatelitskega oznacevalskega sistema je potrebno pozna-
vanje zaporedja DNA tarcne vrste, in v primeru, ¢e zaporedij ni na voljo,
je potrebno predhodno sekvenciranje genoma ali transkriptoma preu-
Cevane vrste. Sledita identifikacija regij s prisotnimi mikrosatelitskimi
motivi ter razvoj zacetnih oligonukleotidov, ki se prilegajo na obrob-
no regijo mikrosatelita. Novorazvite zaCetne oligonukleotide je treba
predhodno testirati glede uspesnosti pomnozevanja v PCR. Iz nabora
vecjega Stevila uspesno pomnozenih mikrosatelitov se nato za nadalj-
nje raziskave izbere le visoko informativne, polimorfne mikrosatelitske
lokuse. Pridobljena nukleotidna zaporedja genoma in transkriptoma
omogocajo $e Stevilne druge aplikacije. Mednje sodijo asociacijske
raziskave celotnih genomov (angl. Genome-Wide Association Studies -
GWAS), ki povezujejo genotip s fenotipom in vkljucujejo iskanje genet-
skih variacij po celotnem genomu ter njihovo povezovanje z dolocCeni-
mi lastnostmi (Guo idr. 2021). Prav tako omogocajo tudi identifikacijo
genov, odgovornih za dolocene lastnosti (npr. za odpornost rastlin ali
sintezo biolosko aktivnih spojin), ter ekspresijske raziskave (Lovén idr.
2012).
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Slikal Genetske raziskave laskega smilja na UP FAMNIT: razvoj genoma in
transkriptoma ter treh nizov mikrosatelitskih oznacevalcev (HiUP,
cpHiUP, EST-HiUP)

Mikrosateliti laskega smilja in njihova uporabnost v genetskih
raziskavah

Raziskovalci Univerze na Primorskem, Fakultete za matematiko, naravo-
slovje in informacijske tehnologije (UP FAMNIT) smo prvi v svetovnem
merilu razvili mikrosatelitske oznacevalce laskega smilja. K odlocitvi za ra-
zvoj je prispeval pregled genetskih raziskav in podatkovnih zbirk nukleo-
tidnih zaporedij za laski smilj v letu 2020, s katerim smo ugotovili, da so in-
formacije zanj izjemno skromne in omejene ter da ni razpolozljivih vrstno
specificnih molekulskih oznacevalcev. Mikrosatelite smo razvili iz zapore-
dij, ki smo jih pridobili s sekvenciranjem genoma (DNA) in transkriptoma
(RNA) ter jih uspe$no uporabili za identifikacijo genotipov in preu¢evanje
genetske raznolikosti naravnih populacij laskega smilja (slika 1).
Sekvenciranje genomske DNA smo opravili s tehnologijo Ion Torrent. Iz
pridobljenih 17.025.076 kakovostnih zaporedij s povprecno dolzino 245
baznih parov (bp) smo pridobili 450.590 daljsih zaporedij ali kontigov v
skupni dolzini 258,6 Mbp, kar predstavlja 15,9 % predvidene celotne veli-
kosti genoma lagkega smilja (Baruca Arbeiter idr. 2021).

Zlozena nukleotidna zaporedja smo uporabili za razvoj mikrosatelit-
skih oznacevalcev. Mikrosatelitske motive je vsebovalo 8,19 % kontigov
(36.882), med katerimi so prevladovali dinukleotidni motivi (71,2 %;
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Slika2 Pogostost dinukleotidov, trinukleotidov in tetranukleotidov (a) ter
pentanukleotidov in heksanukleotidov (b) v genomu laskega smilja

30.673), sledili so trinukleotidi (24,4 %; 10.519) in tetranukleotidi (2,9 %;
1.243), penta- in heksanukelotidi pa so skupno predstavljali najmanjsi
delez (1,4 %) v genomu lagkega smilja. Najpogostejsi dinukleotidni mo-
tivi so bili TA/AT (36,1 %), AT/AT (31,3 %), TG/CA (10,1 %) in AC/GT
(8,8 %), medtem ko so bili najpogoste;jsi trinukleotidni motivi ATT/AAT
(17,4 %), ATA/TAT (15,7 %) in TAA/TTA (13,5 %) (slika 2). V nadaljevanju
smo pregledali zloZena nukleotidna zaporedja z mikrosatelitskimi motivi
po izbranih kriterijih in izbrali 60 zaporedij, primernih za razvoj zace-
tnih oligonukleotidov. Od 60 regij z razvitimi zacetnimi oligonukleotidi
sta bila dva uspe$no pomnozena lokusa monomorfna (0,9 %), preostalih
24 (41,8 %) pa polimorfnih. Kon¢ni niz vkljuc¢uje 24 genomskih mikrosa-
telitskih oznacevalcev z oznako HiUP, katerih podatki so prosto dostopni
v podatkovni bazi GenBank (Baruca Arbeiter idr. 2021).

Mikrosatelitske oznacevalce smo uporabili v preliminarni raziskavi za
preucevanje genetske raznolikosti 27 rastlin laskega smilja z vzhodne
jadranske obale in rastlin, ki smo jih vzgojili iz kupljenega certificirane-
ga semena laskega smilja na trgu. Na lokusu HiUP-21 smo odkrili le dva
alela, najve¢ alelov (15) pa smo odkrili na lokusu HiUP-23. V povpre¢ju
smo z nizom HiUP 24 oznacevalcev pomnozili 8,5 alela na mikrosatelit-
ski lokus. Na podlagi analize nekaterih parametrov variabilnosti ($tevilo
efektivnih alelov, opazena in pri¢akovana heterozigotnost, informacijska
vrednost polimorfizma, verjetnost enakosti genotipov) smo izbrali deset



Slika3 Kloroplastni genom laskega smilja

mikrosatelitskih oznacevalcev (HiUP-04, HiUP-05, HiUP-07, Hi-UP-13,
HiUP-14, HiUP-18, HiUP-19, HiUP-20, HiUP-22, HiUP-24), ki so se izka-
zali kot zelo informativni in primerni za preucevanje genetske strukture
ter raznolikosti laskega smilja. Omogo¢ili so tudi razlikovanje med popu-
lacijami laskega smilja s severnega in z juznega dela vzhodnojadranske
regije. Genotipizacija z mikrosateliti je razkrila tudi napac¢no identifika-
cijo vrste na deklaraciji certificiranega semena. Z genetskimi profili, pod-
prtimi z edinstvenimi aleli, smo potrdili, da certificiran sadilni material
ne pripada vrsti Helichrysum italicum, kar smo podprli $e z morfoloski-
mi meritvami, temvec gre za vrsto Helichrysum angustifolium (Lam.) DC
(Baruca Arbeiter idr. 2021) oz. po novem predlogu poimenovanja za vrsto
Helichrysum litoreum Guss (Aghababyan idr. 2009; Baruca Arbeiter idr.
2021; Hladnik idr. 2023). PomnoZevanje z novimi oznacevalci je bilo us-
pesno tudi pri vrsti pe$ceni smilj (Helichrysum arenarium (L.) Moench)
(Kramberger idr. 2021; Van Rossum idr. 2024). Prvi niz mikrosatelitskih



oznacevalcev laskega smilja predstavlja dragoceno orodje za nadaljnje
selekcijske programe, karakterizacijo genskih virov in zaradi prenoslji-
vosti omogoca tudi raziskave sorodnih vrst laskega smilja.

Nukleotidno zaporedje genoma laskega smilja smo uporabili tudi za
sestavo celotne kloroplastne DNA (angl. Chloroplast DNA - cpDNA)
(Hladnik idr. 2019). Velikost kloroplastnega genoma laskega smilja je
152.431 bp in vsebuje 131 genov, od tega 85 protein kodirajoc¢ih genov,
36 genov za prenasalno RNA (angl. Transfer RNA - tRNA), osem genov za
ribosomsko RNA (angl. Ribosomal RNA - rRNA) in dva delna gena (ycfI,
rps19) (slika 3). Dolzina regije LSC (angl. Large Single Copy; vedja enojna
kopija) znasa 84.445 bp, regije IR (angl. Inverted Repeats; inverzni oz. na-
sprotno orientirani ponovitvi) 24.773 bp in regije SSC (angl. Small Single
Copy, manj$a enojna kopija) 18.440 bp. V kloroplastu adenin predstavlja
31,3 %, citozin 18,3 %, gvanin 18,8 % in timin 31,5 %.

Sestavljen kloroplastni genom nam je omogocil identifikacijo in razvoj
kloroplastnih mikrosatelitskih oznacevalcev (angl. Chloroplast Simple
Sequence Repeats - cpSSRs) (Hladnik idr. 2024). V cpDNA smo identifici-
rali 43 regij z mikrosatelitskimi ponovitvami. Najvec je bilo mononukle-
otidnih mikrosatelitov (31; 72,1 %), sledili so dinukleotidni (9; 21,0 %) in
trinukleotidni (3; 6,9 %) (slika 4). 34 mikrosatelitov (79,1 %) smo odkrili
v regiji LSC, sedem (16,3 %) v regiji SSC, dva mikrosatelita pa smo iden-
tificirali v regijah IRA in IRB. Za vse najdene mikrosatelite smo dizajni-
rali pare zacetnih oligonukleotidov in preizkusili uspesnost njihovega
pomnoZzevanja. Izbrani niz 16 polimorfnih kloroplastnih mikrosatelit-
skih oznacevalcev (cpHiUP) smo uporabili za genotipizacijo desetih po-
pulacij laskega smilja s Korzike (Francija) in z rta Kamenjak (Hrvaska).
Populacijsko analizo smo izvedli le z desetimi najbolj$§imi oznacevalci
(cpHiUP-01, cpHiUP-05, cpHiUP-06, cpHiUP-7, cpHiUP-08, cpHiUP-12,
cpHiUP-13, cpHiUP-14, cpHiUP-15, cpHiUP-15) in odkrili kar 38 haploti-
pov (specifi¢na kombinacija alelov na ve¢ kloroplastnih mikrosatelitskih
lokusih), od tega 32 geografsko specifi¢nih ter deset privatnih alelov, zna-
¢ilnih za sedem populacij. Z vsemi desetimi kloroplastnimi mikrosatelit-
skimi oznacevalci je bilo pomnozevanje uspes$no tudi na vzorcih H. lito-
reum in H. arenarium, s ¢imer smo potrdili 100-odstotno prenosljivost na
sorodne vrste. Skupno smo detektirali 56 alelov, od tega sedem unikatnih
za H. litoreum, Sest za H. arenarium in 26 za H. italicum, medtem ko je bil
le en alel skupen vsem trem vrstam.
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Slika4 Pogostost posameznih mikrosatelitskih motivov v kloroplastnem
genomu laskega smilja

Novorazviti genomski in kloroplastni mikrosatelitski oznacevalci pred-
stavljajo nepogresljivo orodje za razlikovanje vrst, ki je pomembno v ta-
ksonomskih in filogenetskih raziskavah, zato so uporabni tudi na podro-
¢ju varstvene biologije. V sodelovanju s skupino Fabienne Van Rossum
idr. (2024) smo raziskovalci UP FAMNIT genomske mikrosatelitske
oznacevalce laskega smilja uporabili za analizo genetske raznolikosti
upadajocih populacij vrste peS€enega smilja z namenom ohranitve edi-
ne naravne populacije v Belgiji. Pristopili smo z idejo, da bi potencial-
ne, genetsko raznolike in neklonsko razmnozene rastline iz populacij v
Nemciji uporabili kot vir rastlinskega materiala za izboljSanje genskega
pretoka zadnje populacije na jugu Belgije. Prenosljivost 12 genomskih
mikrosatelitskih oznacevalcev smo testirali na vzorcih pesScenega smi-
lja treh nemskih populacij ter potrdili uspesno pomnozevanje pri os-
mih lokusih (HiUP-01, HiUP-02, HiUP-05, HiUP-08, HiUP-13, HiUP-16,
HiUP-18 in HiUP-19). Na podlagi parametrov variabilnosti smo za nem-
ske populacije ugotovili visoko genetsko raznolikost in nizek koeficient
samooprasevanja, kljub dejstvu, da je vrsta znana kot samooplodna,
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medtem ko smo v belgijski populaciji ugotovili nizko genetsko raznoli-
kost in klonalnost. V raziskavi smo potrdili domnevo, da so nemske po-
pulacije primerne za translokacijo rastlin v belgijsko populacijo, s ¢imer
bi omogocili povecanje genetske raznolikosti in evolucijske odpornosti
populacij pes¢enega smilja v Belgiji.

Za genetske raziskave rastlin so, poleg genomskih in kloroplastnih mi-
krosatelitskih oznacevalcev, uporabni tudi genski mikrosateliti ali
EST-SSRs. Primerni so za odkrivanje raznolikosti v izraZenih regijah ge-
noma in so oznadevalci tar¢nih genov (Andersen in Liibbersteedt 2003).
Tako kot genomski mikrosateliti so tudi genski obicajno uporabni za
sorodne vrste (Wohrmann in Weising 2011). Razvoj oznacevalcev EST-
-SSRs je odvisen od razpolozljivosti zbirk EST, zato smo na UP FAMNIT
z uporabo enake tehnologije, omenjene pri sekvenciranju genomske
DNA, razvili transkriptom laskega smilja in prve genske mikrosatelitske
oznacevalce (EST-SSRs) laskega smilja (Gabrovs$ek idr. 2024). Pridobi-
li smo 21.568.881 kakovostnih zaporedij, zdruzenih v 24.806 kontigov s
povprec¢no dolzino 1.832 bp, kar po oceni, pridobljeni z analizo z orod-
jem BUSCO, znas$a 48,6 % popolnega transkriptoma. Nato smo izvedli
funkcijsko anotacijo kontigov, s poudarkom na agronomsko zanimivih
lastnostih, kot so razli¢ni presnovki in biosintezne poti za terpenoide, po-
liketide, glikane ter druge sekundarne presnovke, odpornost na bolezni
in Skodljivce ipd. V anotiranih transkriptih smo identificirali 1.999 popol-
nih mikrosatelitov. Najpogostejsi so bili trinukleotidni motivi (70,03 %,
1.397), sledili so dinukleotidni (24,26 %, 484), tetranukleotidni (2,76 %,
55), heksanukleotidni (2,01 %, 40) ter pentanukleotidni (0,95 %, 19) mi-
krosatelitski motivi. Iz nabora anotiranih transkriptov z mikrosatelitski-
mi regijami smo, upoStevajo¢ domnevno funkcijo, izbrali 79 lokusov za
razvoj zacetnih oligonukleotidov (Gabrovsek idr. 2024). Po konc¢ani opti-
mizaciji protokola pomnozevanja smo pri 31 (39,2 %) EST-SSRs pridobili
kakovostne pomnozke, medtem ko pri ostalih 48 (60,8 %) oznadevalcih
EST-SSRs pomnozevanje ni bilo uspes$no ali pa so se pomnozili nespe-
cifi¢ni produkti. V nizu 31 EST-SSRs je bilo osem lokusov monomorfnih,
preostalih 23 pa polimorfnih, zato so potencialno uporabni za genetske
raziskave.

Raziskave laskega smilja z uporabo drugih oznacevalcev DNA

Pred razvojem vrstno specificnih mikrosatelitskih oznacevalcev so bili
genski viri rodu Helichrysum na obmocju sredozemskega bazena preu-
Cevani z razlicnimi oznacevalskimi sistemi. Mercé Galbany-Casals idr.



(2004) so Zeleli ugotoviti, ali je rod Helichrysum monofiletski, kar pomeni,
da vse vrste v tem rodu izvirajo iz enega skupnega prednika. Med prvi-
mi so preucili vrste rodu Helichrysum z obmocja Sredozemlja ter nekaj
predstavnikov afrikega izvora z analizo nukleotidnega zaporedja regi-
je ITS (iz angl. Internal Transcribed Spacer; notranji prepisni vimesnik).
Uporabili so regiji ITS1 in ITS2, ki se nahajata med geni za rRNA, ki se jih
uporablja za filogenetske in taksonomske analize zaradi njihove variabil-
nosti med vrstami ter znotraj vrst (Mader idr. 2010). Kot zunanjo skupino
so vkljudili vrste iz plemena Gnaphalieae (druzina Asteraceae). Rezultati
raziskave so pokazali, da naj bi bil rod Helichrysum polifiletski. Pleme
Gnaphalieae najverjetneje izvira iz Afrike, od koder se je $irilo v Evrazi-
jo, Avstralijo in Ameriko. Za potrditev te hipoteze so potrebne dodatne
raziskave. Filogenetska raziskava je vrsto H. italicum uvrstila v osrednji
predel sredozemskega bazena. Rezultati so podprli domnevo, da je rod
Helichrysum v Sredozemlju monofiletski. Izjemi sta vrsti H. frigidum in
H. montelinasanum, ki naj bi se razvili iz afri$kih vrst. Razmerja podob-
nosti znotraj vrst iz Sredozemlja ostajajo nerazjasnjena, kar je posledica
nedavnih dogodkov speciacije znotraj rodu ter spontanega krizanja in
genskega pretoka.

Z namenom izbolj$anja razlikovanja med zelo sorodnimi vrstami so
Merce Galbany-Casals idr. (2009) raziskavo razsirili in oznacevalce ITS
nadgradili z analizo nukleotidnih zaporedij regije ETS (iz angl. External
Transcribed Spacer; zunanji prepisni vmesnik). Tudi regija ETS je del
gena za rRNA in se pogosto uporablja za filogenetske in evolucijske razi-
skave. Analizirali so 36 vrst rodu Helichrysum iz Sredozemlja in Azije, 47
predstavnikov afriskih vrst Helichrysum ter dve vrsti iz Irana in Jemna.
V filogenetskem drevesu ETS so imeli vzorci podvrste H. italicum subsp.
italicum skupno vozlisce s H. italicum subsp. siculum in H. italicum sub-
sp. microphyllum. Podatki nakazujejo, da prednik predstavnikov rodu
Helichrysum izvira iz Sredozemlja, od koder se je razsiril v azijsko regijo.
Tudi Nie idr. (2013) so z analizo regije ITS nakazali sorodnost med sredo-
zemskimi in azijskimi predstavniki iz rodu Helichrysum.

Raziskovalci UP FAMNIT (Hladnik idr. 2023) smo regije ITS uporabili za
analizo genetske raznolikosti naravnih populacij laskega smilja z vzhod-
ne jadranske obale (Hrvagka, Crna gora) ter okrasnih rastlin iz Slovenije
znamenom loc¢evanja rastlin razlicnega geografskega porekla na podlagi
unikatnih nukleotidnih zaporedij regije ITS. Z raziskavo smo pokazali,
da prihaja do velikega prekrivanja v nukleotidnih zaporedjih regije ITS,



kar zmanj$uje moznost uporabe oznacevalcev za razlikovanje med pod-
vrstami in za ugotavljanje geografskega izvora rastlin.

Wilma Sabetta idr. (2006) pa so za preucevanje genetske raznolikosti las-
kega smilja z obmodja Sredozemlja uporabili oznacevalce AFLP (iz angl.
Amplified Fragment Length Polymorphism; polimorfizem dolzin pomno-
Zenih fragmentov), ki omogocajo odkrivanje polimorfizmov v naklju¢nih
regijah genoma. V raziskavo so vkljucili rastline laSkega smilja iz Francije
(Korzika) in Italije (Apulija, Sicilija, Sardinija, Bazilikata, Kalabrija, Toska-
na in Ligurija). Vzorci so se glede na sorodnost razporedili v tri skupine.
V prvi skupini so prevladovali vzorci s Korzike, v drugi z obmocij Apuli-
je in Bazilikate ter nekaj klonov s Korzike, tretjo skupino pa so zastopali
vzorci z otoka Elba, iz Toskane in Ligurije.

Oznacevalce AFLP so uporabili tudi Rosaria Perrini idr. (2009) za razi-
skavo vpliva tehnik rastlinskih tkivnih kultur na genetsko variabilnost
ekotipa H. italicum subsp. microphyllum (po novejsi klasifikaciji subsp.
tyrhennicum) s Korzike. Rezultati analize so pokazali, da je rastlinski ma-
terial pri gojenju in vitro genetsko stabilen, saj so rastline ohranile 99,3 %
podobnosti. Variabilnost na dolo¢enih lokusih bi bila lahko tudi posledi-
ca in vitro induciranih DNA-metilacijskih sprememb, na katere so lahko
obcutljivi restrikcijski encimi, ki so del protokola AFLP.

Irene Morone-Fortunato idr. (2010) so s pomoc¢jo oznacevalcev AFLP in
analize eteri¢nega olja ugotavljali genetsko in kemijsko variabilnosti 20
genotipov H. italicum subsp. italicum z obmocja Italije in Francije (Kor-
zika). Genotipi so se razvrstili v dve skupini, ki sta odrazali tudi kemijsko
raznolikost.

Na obmodju Sardinije (Italija) so Sara Melito idr. (2013) preucevali genet-
sko in kemijsko raznolikost la§kega smilja. V analizo AFLP je bilo vkljuce-
nih 50 populacij. Razvr§canje v sorodnostne skupine je pokazalo dve gru-
¢i, ki sta se ujemali z geografsko razsirjenostjo in okoljskimi razmerami
Sardinije. Predpostavljajo, da je genetska struktura nastala pod vplivom
prilagoditve okolju, kar se odraza v genetski in kemijski raznolikosti vrste.
Na obmo¢ju vzhodne jadranske obale so Tonka Nincevi¢ idr. (2021) sis-
temati¢no vzorcili 18 naravno rastocih populacij laskega smilja in jih
analizirali z oznacevalci AFLP. Zeleli so preuditi genetsko raznolikost in
strukturo ter identificirati lokuse, ki so potencialno odgovorni za razvoj
lastnosti, pomembnih za prilagajanje rastlin okolju. Vzorci so se razvrstili
v dve sorodnostni skupini glede na geografsko obmodje (severni in juz-
ni Jadran). Identificirali so $tiri lokuse, ki so bili povezani z okoljskimi



lastnostmi (temperatura in padavine), kar nakazuje, da je na nastanek
genetske raznolikosti vplivalo tudi lokalno podnebje.

V nekatere raziskave genskih virov rodu Helichrysum je bilo vkljuCenih
vel razli¢nih oznacevalskih sistemov. Merce Galbany-Casals idr. (2011)
so z oznacevalci AFLP, s kloroplastnimi oznacevalci (regija psbA-trnH)
ter z morfoloskim vrednotenjem raziskovali podvrsti H. italicum subsp.
microphyllum in H. italicum subsp. italicum v sredozemskem bazenu.
Ugotovili so, da se vrsta H. italicum deli na vzhodno in zahodno sre-
dozemsko skupino, delitev pa se ni ujemala glede na podvrsto (subsp.
microphyllum in subsp. italicum). Genetska raznolikost je bila skladna z
morfolosko raznolikostjo, kar so pripisali lokalni selekciji lokusov, ki so
povezani s kvantitativnimi lastnostmi. PrecejSen polimorfizem v nukle-
otidnih zaporedjih kloroplastne DNA so odkrili v zahodnosredozemski
skupini, tako med populacijami kot tudi znotraj njih. Primerjava nukle-
otidnih zaporedij cpDNA H. italicum in drugih vrst rodu Helichrysum pa
je pokazala, da so nekateri haplotipi skupni vsem vrstam.

Merce Galbany-Casals idr. (2014) so za filogenetsko analizo rodu Helich-
rysum uporabili kombinacijo oznacevalcev ITS in regije rpl32-trnL v klo-
roplastu. V analizo so bile vkljucene Stevilne vrste iz rodu Helichrysum,
med drugim tudi H. italicum subsp. italicum in subsp. microphyllum, ter
vrste iz rodov Achyrocline, Anaphalis, Pseudognaphaium in Humeocline.
Filogenetsko drevo z oznacevalci ITS se je nekoliko razlikovalo od filoge-
netskega drevesa s kloroplastnimi oznacevalci, kar je najverjetneje pos-
ledica kompleksnih evolucijskih procesov, kot so spontano krizanje, alo-
poliploidija (pogost mehanizem za razvoj vrst pri rastlinah, do katerega
pride, ko se krizata dve razli¢ni vrsti in ima potomec garnituri kromoso-
mov obeh star$ev, kromosomi pa niso homologni) in hitra radiacija, kar
pomeni hiter razvoj velikega Stevila vrst iz skupnega prednika v kratkem
evolucijskem ¢asu (Galbany-Casals idr. 2014). Raziskava je potrdila, da je
rod Helichrysum filogenetsko zelo kompleksen in §iroko razpr$en znotraj
plemena Gnaphalieae. Izviral naj bi iz juzne Afrike, kjer je tudi sredisce
njegove diverzifikacije. Avtorji so poudarili, da bi bilo za pravilno razu-
mevanje razmerij znotraj rodu Helichrysum in sorodnih vrst kljunega
pomena povezovanje molekularnih, morfoloskih ter biogeografskih po-
datkov.

Genetsko in morfolo8ko raznolikost 12 populacij rodu Helichrysum iz
Toskane so nedavno raziskali tudi Marini idr. (2023) ter uporabili ozna-
¢evalski sistem medmikrosatelitne regije (angl. Inter Simple Sequence



Repeats - ISSR; regije med ponovitvami enostavnih zaporedij) in 27 mor-
foloskih znakov. Raziskava je potrdila visoko genetsko in morfolosko ra-
znolikost, ki je bila izrazitej$a znotraj populacij kot med populacijami.
Za vecino toskanskih vzorcev so potrdili, da pripadajo vrsti H. italicum,
pri nekaterih pa so zaznali potencialno hibridizacijo z vrsto H. litoreum.

Zakljucek

Raziskave laskega smilja in njegovih podvrst z razlicnimi molekulskimi
oznacevalci potrjujejo, da je taksonomija zelo kompleksna in Se vedno
ne povsem pojasnjena, predvsem zaradi izjemne fenotipske raznoliko-
sti, ki je posledica razlik v genotipih in okolju. Zaradi tega je e posebej
pomemben razvoj oznacevalcev EST-SSRs, ki kazejo na splo$no nizji po-
limorfizem v primerjavi z genomskimi SSR (Gupta idr. 2003) in bi bili zato
ucinkovitejsi pri razlikovanju podvrst laskega smilja ter geografsko loce-
nih populacij. Nedvoumna identifikacija zdravilnih rastlin je klju¢nega
pomena za zagotavljanje avtenticnosti in sledljivosti sadilnega materiala
ter s tem varne uporabe rastlin. Z nizom novih oznacevalcev EST-SSRs
nismo povecali le razpolozljivosti oznacevalcev laskega smilja, temvec
bodo ti tudi v pomo¢ pri identifikaciji lokalnih genotipov (za za$¢ito
pristnosti lokalnih proizvodov in geografskega porekla) in razvoju no-
vih sort visoke kakovosti. Kljub Stevilnim aplikacijam, ki jih omogocajo
genomske in transkriptomske raziskave, je razpolozljivost kodirajocih in
nekodirajoc¢ih nukleotidnih zaporedij pri laskem smilju omejena. Poleg
tega prevladujejo raziskave, ki so osredotoCene samo na kemijsko anali-
zo eteri¢nega olja in drugih izvleckov laskega smilja, medtem ko ostaja
genetsko ozadje raznolikosti kemotipov nepojasnjeno.
Zato je izjemno pomembno, da si nenehno prizadevamo za razvoj vi-
sokokakovostnih nukleotidnih zaporedij genoma in transkriptoma ter
visokoinformativnih molekulskih oznacevalcev, s Cimer pomembno
prispevamo k boljSemu razumevanju genetskega ozadja kompleksnih
presnovnih poti in raznolikih kemotipov laskega smilja. To je namrec os-
nova za napredek v zlahtniteljskih programih, ki lahko hitreje privedejo
do razvoja prvih dragocenih sort laSkega smilja za ciljno uporabo v me-
dicini in farmaciji.
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