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Sazetak

Diplomskog rada studentice Valentina Rohrbacher, naslova

In vitro metode ozdravljenja tradicijskog kultivara krumpira 'Brinjak' od M-virusa krumpira

'Brinjak' je tradicijski kultivar krumpira koji se generacijama uzgaja u Lici. Otporan je na
plamenjacu i obi¢nu krastavost krumpira, no zbog zaraze virusima u proizvodnji ne moze
postic¢i svoj puni potencijal rodnosti. M-virus krumpira (eng. potato virus M, PVM) moze
smanjiti prinos gomolja od 11-45%. Primjenjujudi tri razliCite in vitro metode pokusali smo
eliminirati M-virus krumpira kojim je ovaj kultivar zarazen. Koristene su metode kulture
izoliranih meristema bez prethodne terapije, kulture meristema nakon termoterapije na 37 °C
i kulture meristema nakon elektroterapije. Metodom ELISA ispitana je prisutnost M-virusa
krumpira u listovima krumpira 'Brinjak' tretiranih trima navedenim metodama. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je najveci postotak biljaka oslobodenih od M-virusa krumpira
dobiven nakon tretmana termoterapijom u kombinaciji s kulturom meristema (94,1 %).
Elektroterapijom u kombinaciji s kulturom meristema oslobodeno je 64,7 % uzoraka krumpira,
a izolacijom meristema bez prethodnih tretmana 53,8 % prethodno zarazenih uzoraka
kultivara 'Brinjak’.

Kljucne rijeci: Brinjak, PVM, ELISA, in vitro, termoterapija, elektroterapija, kultura meristema



Summary

Of the master’s thesis — student Valentina Rohrbacher, entitled

In vitro methods of elimination of potato virus M from traditional potato cultivar ‘Brinjak’

‘Brinjak’ is a traditional potato cultivar that has been grown in Lika for generations. It is
resistant to late blight and common potato scab. However, due to virus infection during
production, it cannot achieve its full yield potential. PVM (Potato virus M) can reduce tuber
yield by 11-45%. Applying three different in vitro methods, we tried to eliminate the PVM with
which this cultivar was infected. The methods that were used were isolated meristems
without previous therapy, meristems after thermotherapy at 37 °C and meristems after
electrotherapy. Then, the presence of PVM virus, in the leaves of cultivar ‘Brinjak’, was
determined by using the ELISA method. The results showed that the highest percentage of
virus-free plants of potato ‘Brinjak’ was obtained after treatment with thermotherapy in
combination with meristem culture (94.1%). Electrotherapy in combination with meristem
culture eliminated viruses from 64.7% of treated plants, while by the culture of isolated
meristems without prior treatment PVM was eliminated from 53.8% of the plants.

Keywords: Brinjak, PVM, ELISA, in vitro, thermotherapy, electrotherapy, meristem culture



1. Uvod

Krumpir je gospodarski vazna agroindustrijska kultura koja se razmnoZava vegetativno
putem gomolja. Veliko ograni¢enje kod proizvodnje i zadovoljavajuéih prinosa krumpira
predstavlja potencijalni prijenos virusa kroz sjemenske gomolje iz generacije u generaciju.
Razvijeno je nekoliko in vitro postupaka eliminacije virusa krumpira koje se danas koriste u
svrhu dobivanja zdravih kultivara krumpira. Kultura meristema se koristi sama ili u kombinaciji
s metodama kao Sto su termoterapija, elektroterapija, krioterapija i kemoterapija. Odabir
najbolje metode uvelike ovisi i o kultivaru krumpira, kao i tipu virusa kojim je zarazen (Gong i
sur., 2019). U ovom radu opisan je postupak i rezultati oslobadanja tradicijskog kultivara
krumpira 'Brinjak' od M-virusa krumpira (eng. potato virus M, PVM) koristenjem triju metoda:
metode kulture meristema, kulture meristema u kombinaciji s termoterapijom i kulture
meristema u kombinaciji s elektroterapijom. Kultivar 'Brinjak' jedan je od mnogobrojnih
tradicijskih kultivara koji se vrlo malo koristi u proizvodnji i to uglavnom za vlastite potrebe na
podrucju Like, a vrijedi ga oCuvati zbog njegove prirodne otpornosti na plamenjacu i obi¢nu
krastavost krumpira (Keresa i sur., 2022). Kako bi dosao do izrazaja puni potencijal rodnosti
kultivara 'Brinjak', potrebno ga je takoder osloboditi od virusa. Tim ¢e se steci preduvjet za
njegovo Sirenje u proizvodnji, posebice ako bude uvrsten na listu ¢uvanih sorti. Ocekivanja
kroz provodenje eksperimenta su da ¢e se jednom ili viSe navedenih metoda uspjeti osloboditi
tkivo krumpira od M-virusa krumpira. Uspjesnost eliminacije virusa trima metodama bit ce
ispitana metodom ELISA.

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj istrazivanja je osloboditi tradicionalni kultivar krumpira 'Brinjak' od M-virusa
krumpira kojim je zarazen koristenjem triju metoda eliminacije virusa. Provodit e se terapija
strujom, toplinom i izoliranim meristemima.



2. Pregled literature

2.1. Proizvodnja krumpira

Krumpir (Solanum tuberosum L.) treca je kultura po vaznosti za ljudsku prehranu nakon
rize i pSenice. Ukupna svjetska proizvodnja krumpira iznosi 359 milijuna tona godisnje. Najvedi
svjetski proizvodaci krumpira su: Kina (78,1 milijuna tona), Indija (51,3 milijuna tona), Ukrajina
(20,8 milijuna tona), Rusija (19,6 milijuna tona) i Sjedinjene Ameri¢ke Drzave (18,8 milijuna
tona). Od ukupne svjetske proizvodnje krumpira 21,8% se proizvodi u Kini, a 14,3% u Indiji. U
Europskoj uniji je najvedi proizvoda¢ Njemacka (21,2%), a zatim Poljska (16,4%) pa Francuska
(15,7%) (EUROSTAT, 2021). Najvedi se dio trosi za ljudsku prehranu, zatim za hranidbu stoke,
za preradu i kao sjeme, a ostalo su gubitci. U svijetu raste potroSnja polupreradevina i
preradevina (Cips, pomfrit..). Krumpir se proizvodi u oko 130 zemalja svijeta i prema analizama
daje najvisSe hrane prema utroSenoj litri vode Sto je vazan podatak uoci sve ekstremnijih
klimatskih promjena i porastu povrsina pod utjecajem stresa suSe. Potrebno je napomenuti
da dok je koli¢ina vode koju zahtjeva niZa, potrebna je konstantna opskrba za pravilan razvoj
gomolja. S obzirom na prije spomenute klimatske poteskoée, krumpir se kao poljoprivredna
kultura isti¢e i prema potrebama za gnojidbom koje su manje od spomenutih vodecih kultura
(Buturac, 2013).

2.2. Proizvodnja krumpira u Hrvatskoj

U Hrvatskoj postoje dva proizvodna podrucja uzgoja sjemenskog krumpira i oba se nalaze
u kontinentalnom dijelu drzave. U brdskom se podruéju sjemenski krumpir proizvodi u Lici,
dok se u ravnicarskom podruéju proizvodi na podruéju Slatine. Sjemenska proizvodnja
krumpira u RH u razdoblju od 1998. do 2008. godine Cinila je samo 20-25% hrvatskih potreba
za sjemenskim krumpirom (Matjaci¢, 2009). Proizvodnja konzumnog krumpira pokriva i
jadransku regiju Hrvatske gdje se najviSe uzgaja rani krumpir (Istra, Ravni kotari, podrucje oko
Metkoviéa). Kontinentalni dio Hrvatske ima visoku zastupljenost proizvodnje krumpira za
prehranu. U panonskoj regiji prednjaée Medimurska, Varazdinska i Bjelovarsko-bilogorska
Zupanija dok u brdskom podrucju prednjace Gorski kotar i Lika (Korunek i Paji¢, 2007).
Samodostatnost krumpira u Hrvatskoj u periodu od 2008. do 2012. godine varira izmedu 81-
90% (Gugic¢ i sur., 2014). Proizvodnja krumpira u Hrvatskoj oscilira iz godine u godinu, a
povrsine pod krumpirom se svake godine smanjuju. Prinos krumpira po hektaru krumpira
uvelike ovisi o vremenskim prilikama, odnosno godini. Godine 2016. zabiljeZzen je porast
priroda po hektaru mnogih poljoprivrednih kultura, kao i krumpira, poglavito zahvaljujudi
povoljnim vremenskim prilikama. Ve¢ 2017. uzrokovano vremenskim nepogodama biljezimo
znacajan pad u proizvodnji (Tablica 2.2.1.).



Tablica 2.2.1. PoZnjevena povrsina i proizvodnja krumpira u Hrvatskoj (rani, kasni i

sjemenski)

Godina PoZnjevena povrSinau ha  Prirod po ha, t Proizvodnja, t
2013. 10234 15,9 162 501
2014. 10310 15,6 160 847
2015. 10 047 17 171179
2016. 9 866 19,7 193 962
2017. 9 833 15,9 156 089
2018. 9272 19,66 182 261
2019. 9387 18,4 173 149
2020. 9325 18,70 174 279
2021. 9000 14,5 128 000
2022. 8000 14,1 107 000

Izvor: Statisticki ljetopis Republike Hrvatske, DrZzavni zavod za statistiku RH (2022).

Prema podacima iz tablice 2.2.1. moZemo vidjeti da su povrsine pod krumpirom u posljednjih
10 godina pale s 10 234 ha na samo 8000 ha. Isto tako ukupna proizvodnja biljezi znacajan
pad. Niski prinosi po hektaru se mogu pribiljeZiti malim ulaganjima u suvremene tehnologije,
izostanku navodnjavanja, usitnjenim poljoprivrednim povrsinama i potencijalno nedovoljnom
znanju proizvodaca (Pospisil, 2020).

2.3. Tradicijski kultivari krumpira

U Hrvatskoj postoji prema nekim procjenama ¢ak 150 razli¢itih kultivara krumpira,
medutim u praksi se sadi dvadesetak kultivara (Agroklub, 2011). Moderni kultivari krumpira
imaju viSe prinose i otpornost na neke bolesti te se zato i koriste u intenzivnoj proizvodnji za
industrijski kao i za konzumni krumpir. Unato¢ tome, potrebno je obratiti pozornost na
tradicijske kultivare krumpira. Ocuvanjem tradicijskih kultivara odrzavamo i ¢uvamo
bioraznolikost. Intenzivna supstitucija tradicijskih kultivara modernim visokoprinosnim
kultivarima u poljoprivrednoj proizvodnji proslog stolje¢a rezultirala je erozijom gena iz
razloga Sto su tradicijski kultivari izvor genetske varijabilnosti za mnoga svojstva (Raggi i sur.,
2022). Pohranom zdravih jedinki takvih kultivara u gen banke ¢uvamo izvor potencijalnih
otpornosti na bolesti, Stetnike i okoliSne stresove (susa). Takvi se kultivari u Hrvatskoj ve¢inom
odrZavaju na manjim obiteljskim gospodarstvima.

2.3.1. Tradicijski kultivar 'Brinjak’

'Brinjak' je tradicijski kultivar krumpira koji potjece iz Like. Lokalni uzgajivaci s tih
podrucja tvrde da pokazuje prirodnu otpornost na plamenjacu (Phytophtora infestans) i na
obi¢nu krastavost krumpira (Streptomyces scabies). Predstavlja dobar izvor gena otpornosti
na ove bolesti i temeljem toga postoji interes za stavljanjem 'Brinjaka' na listu ¢uvanih sorata.
Ovo ¢e omoguciti komercijalni uzgoj i prodaju ovog krumpira u Republici Hrvatskoj. Godine



2018. je unesen u Hrvatsku bazu podataka o biljnim genetskim izvorima pod brojem primke
INDO0068. Lokacija sigurnosne kolekcije nalazi se u OPG Kosteli¢ Sre¢ko u Ogulinu (CPGRD
HAPIH, 2023). 'Brinjak' pripada kasnim sortama krumpira. Krumpir ima kratke uspravne
stabljike (Slika 2.3.1.1.) te proizvodi manje gomolje okruglog oblika i beZ boje koZice. Meso
gomolja je srednje Zute nijanse (Slika 2.3.1.2.) te pri punoj zrelosti gomolj sadrZi visok udio
suhe tvari (Keresa i sur., 2022).

Slika 2.3.1.1. Brinjak u komori rasta na Agronomskom fakultetu u Zagrebu

Slika 2.3.1.2. Gomolj krumpira Brinjaka
Izvor: Hrvatska baza podataka o biljnim genetskim izvorima https://cpgrd.hapih.hr/gb/ind/



https://cpgrd.hapih.hr/gb/ind/

2.3.2. Kategorije i certifikacija sjemenskog krumpira

Sistem certifikacije sjemenskog krumpira u Europskoj uniji podrazumijeva odrzavanje
kultivara krumpira u kulturi tkiva kao mikropropagiranih biljaka. Prvotne biljke, najceSc¢e zvane
matic¢nim biljkama, testiraju se na patogene krumpira ukljucujuci sve glavne viruse krumpira,
bakterijske i gljivicne patogene (Frost i sur., 2013) te moraju biti apsolutno slobodne od svih
patogena na koje su testirane. Maticne biljke spadaju u kategoriju predosnovnog sjemena u
kulturi tkiva PBTC (Pre Basic Tissue Culture) (Slika 2.3.2.1.). U istu kategoriju (PBTC) spadaju i
mikrogomolji dobiveni u kulturi tkiva od eksplantata mati¢nih biljaka, kao i minigomolji koji se
dobiju sadnjom u zastiéenom prostoru od biljaka krumpira in vitro razmnoZenih od matic¢nih
biljaka. Proizvodnja minigomolja ograni¢ena je na jednu generaciju.

PBTC
predosnovno u kulturi tkiva Generacija 1
Predosnovno l
sjeme PB

predosnovno sjeme uzgojeno u polju Generacija 2-4

S

super super elita

|

Osnovno SE ; Generacija 6
) super elita
sjeme l

Generacija 5

E Generacija 7

original Generacija 8/9
Certificirano l’

sjeme

. Generacija 8/9
prva reprodukcija

Slika 2.3.2.1. Kategorije certificiranog sjemena krumpira u Europskoj uniji

Inovativni trend proizvodnje minigomolja u kategoriji PBTC sjemena je aeroponski uzgoj
biljaka koji daje velike prinose po jedinici povrsine (Slika 2.3.2.2.)



Slika 2.3.2.2. Aeroponski uzgoj krumpira
(lzvor: Calori i sur. 2018)

Minigomolji se zatim sade u polje te se u tim uvjetima razmnozZavaju narednih nekoliko
generacija (Frost i sur., 2013). Ova kategorija sjemena naziva se predosnovno sjeme ugojeno
u polju (PB) (Slika 2.3.2.1.). Predosnovno sjeme se takoder zove i izvorno sjeme te to moraju
biti gomolji proizvedeni u skladu s prihvacenom praksom za odrzavanje sorte i zdrastvenog
stanja te moraju odgovarati uvjetima za predosnovno sjeme.

Iduca kategorija u certifikaciji je osnovno sjeme (Slika 2.3.2.1.) koja poti¢e od
predosnovnog sjemena te podlijeze istim zahtjevima o zdravstvenom statusu biljke kao i
predosnovno sjeme. Primarno je namijenjeno kao sjeme za proizvodniju certificarnog krumpira
te se moZe umnazati u tri generacije pri ¢emu prva generacija nosi oznaku S (super super elita),
druga generacija nosi oznaku SE (super elita) i tre¢a generacija umnazanja koja nosi oznaku E
(elita). Zadnja kategorija sjemena je certificirano sjeme (Slika 2.3.2.1.) koje poti¢e od
osnovnog sjemena krumpira te se primarno koristi za proizvodnju merkantilnog krumpira, a
ne vise siemenskog. MozZe se umnazati u dvije generacije pri ¢emu prva generacija nosi oznaku
razred A (original), a druga generacija nosi oznaku razred B (prva reprodukcija). Sluzbeni
nadzor utvrduje da certificirano sjeme ispunjava minimalne uvjete (Animal and Plant Health
Agency, 2023 ; Medved, 2022 ; Pravilnik o prometu sjemenskog krumpira, 2015).



2.4. Virusi krumpira

Virusi krumpira odgovorni su za vise od 50% gubitaka prinosa i uzrokuju velike ekonomske
Stete (KereSa i sur., 2022). Na krumpiru se javlja veéi broj gospodarski vaznih virusa. Vecina
njih prenose se lisnim usima na neperzistentan nacin. Slucajevi mjesSovitih zaraza su cesti.
Simptomi koji se javljaju na biljkama su manje ili viSe karakteristi¢ni, ovisno o vrsti i soju virusa,
sorti krumpira i uvjetima okoline. Virusi op¢enito znac¢ajno utje¢u na prinos i kakvocu prinosa
krumpira. Zajednic¢ko im je da se u pravilu svi mogu prenositi zarazenim gomoljima. U proslosti,
kada su proizvodaci koristili iskljucivo vlastiti sjemenski krumpir, poznata je bila pojava zvana
,degeneracija” ili ,izrodivanje” krumpira. Ta pojava bila je vezana uz nagomilavanje i
prenosSenje virusa gomoljima koji su sluzili kao sjeme. Najvaznijim virusima na krumpiru
smatraju se Y-virus krumpira (eng. potato virus Y, PVY), X-virus krumpira (eng. potato virus X,
PVX), M-virus krumpira (eng. potato virus M, PVM), S- virus krumpira (eng. potato virus S, PVS),
A-virus krumpira (eng. potato virus A, PVA) i virus uvijenosti lista krumpira (eng. potato leaf
roll virus, PLRV). Kako se ¢esto javljaju u mjeSovitim zarazama i prenose se istim vrstama lisnih
usiju, na sjemenskom krumpiru ti su virusi regulirani zajednicki, kao skupina (HAPIH, 2022).
Komercijalno vazni virusi krumpira uzrokuju smanjenje udjela Skroba u gomolju i druge
biokemijske i fiziolosSke promjene koje se ocituju smanjenjem sadrzaja suhe tvari, vitamina i
smanjenjem skrobnih zrnaca (Kolychikhinaisur., 2021).

2.4.1. S-virus krumpira (PVS)

S-virus krumpira Siri se lisnim usima ili kontaktom zarazene biljke sa zdravom biljkom. Kod
S-virusa simptomi su veéinom slabo izraZeni. Pojavljuje se blago svijetla boja lis¢a ili lis¢e
postaje hrapavo s blago udubljenim Zilama na plojci listova. (HAPIH, 2022). Zbog slabe
izrazenosti simptoma virus je otkriven tek 1950-ih. Dominantan nacin prijenosa zaraze je
koristenje zarazenog sadnog materijala iz razloga Sto se krumpir sadi iz gomolja, odnosno
razmnozava vegetativno. Posljedica zaraze krumpira ovim virusom ogleda se na smanjenom
prinosu i to do 20% (Voncina, 2013).

2.4.2. M-virus krumpira (PVM)

M-virus krumpira jedan je od najproSirenijih virusa krumpira u cijelom svijetu. Prenosi se
lisnim usima ili kontaktom zarazene biljke sa zdravom biljkom. Na vecini suvremenih sorata
krumpira ne uzrokuje simptome, no katkada moze uzrokovati blagi mozaik na lis¢u (Slika
2.4.2.1.). Bez obzira na izostanak simptoma, zaraza tim virusom moze znacajno utjecati na
prinos (HAPIH, 2022). PVM moZe uzrokovati smanjenje prinosa krumpira do 45%, a u nekim
regijama kultivari mogu biti i u potpunosti zarazeni. Simptomi bolesti zaraze ovim virusom
sli€ni su zarazi s S-, X- i Y- virusima krumpira, a intenzitet pojave simptoma ovisi o kultivaru
krumpira i kombinaciji zaraze jo§ nekim virusima. Kontrola ovog virusa podrazumijeva



koriStenje zdravih sjemenskih gomolja krumpira. Dominantni postupak dokazivanja
prisutnosti ovog virusa je metoda ELISA (Xu i sur., 2010).

y i b 3 a0 "'j;i" .' J " .'l '
Slika 2.4.2.1. Zdrava biljka krumpira (lijevo) i biljka krumpira zarazena M-virusom

krumpira (desno)
Izvor: The french seed potato http://frenchseedpotato.com/index/potato-virus-m#prettyPhoto
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2.5. Metode ozdravljenja od virusa

Zbog gospodarske i ekonomske vaznosti krumpira kao prehramebene i industrijske kulture
imamo interes proizvoditi krumpir slobodan od virusa kako bi imao $to bolji prinos. S obzirom
na koristenje gomolja kao sjemena za reprodukciju krumpira, potrebno je isti osloboditi od
svih bolesti i virusa. In vitro metode su se pokazale iznimno ucinkovite u oslobodenju krumpira
od virusa. Koristi se kultura meristema koja se ¢esto kombinira s metodama termoterapije,
elektroterapije, kemoterapije i krioterapije. Odabir najbolje metode ili najbolje kombinacije
metoda ovisi o kultivaru krumpira, antivirusnim sredstvima, vrsti virusa kojim je biljka zarazena
i trajanju primijenjenih metoda (Gong i sur., 2019).

2.5.1. Kultura meristema

Prema Quaku (1987), meristem je kupola stanica koje se aktivno dijele, prosjecne velicine
0,1 mm u promjeru i duljine 0,25 mm. lzrezivanje i regeneracija tako malih meristema in vitro
je teSka. Kultura meristema podrazumijeva kultiviranje na hranidbenom mediju in vitro
meristema veli¢ine 0,1-0,5 mm. Meristemi se najcesce izoliraju iz vegetativnog vrha, pupa u
pazuscu lista ili od korijena. Ova se metoda vodi kao standardna za oslobodenje tkiva biljaka
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od virusa (Sastry i Zitter, 2014). Kod uzimanja meristema krumpira za kulturu bitna je velicina
uzorka. Obrnuto je proporcionalna Sansa oslobodenja tkiva od virusa i veli¢ina izoliranog
vegetacijskog vrska (meristem s nekoliko primordijalnih listica). Potrebno je uzeti iznimno
male meristeme $to predstavlja velik izazov. Takoder kod meristema malih dimenzija postoji
opasnost od somaklonske varijacije koja nam u ovom slucaju nije poZeljna. Iz ovog se razloga
kultura meristema ¢esto kombinira s drugim metodama oslobodenja biljnog tkiva od virusa
(Wang i sur. 2008).

2.5.2. Termoterapija

Termoterapija jedna je od konvencionalnih metoda oslobodenja biljnog tkiva od virusa
zbog negativnog utjecaja povisene temperature na virusnu RNA (Wang i sur. 2008). Tretman
biljnog tkiva visokim temperaturama znacajno smanjuje replikaciju mnogih biljnih virusa
ometanjem sinteze virusne jednolancane, ssRNA i dvolancane, dsRNA. Vise temperature (35-
37°C) uzrokuju poremecaj u proizvodnji i/ili aktivnosti virusnih proteina za kretanje
(movement proteins, MP) i proteina kapside (coat proteins, CP). MP sudjeluju u kretanju virusa
od stanice do stanice kroz plamodezme i vaskularni sustav biljaka, dok CPs igra ulogu u
rekonstrukciji ~ virusnih  estica iz repliciranih  virusnih  nukleinskih  kiselina
(http://14.139.61.83/Ebook_SeedProductionTechniques/Thermotherapy.htm).

Termalna osjetljivost velikog broja virusa visa je od termalne osjetljivosti tkiva biljke pa se
ova metoda uspjesno koristi za eliminaciju virusa iz biljnog tkiva bez velikog oSteéenja tog istog
tkiva. Uspjesnost ove metode ovisi o kultivaru krumpira, vrsti virusa te trajanju primjene ove
metode na biljno tkivo. Moguée je koristiti ovu metodu u kombinaciji s ostalim metodama za
bolje rezultate (Gong i sur., 2019).

2.5.3. Kemoterapija

Jednostavnost kombiniranja ove metode s kulturom meristema, a i ostalim metodama
eliminacije virusa u biljnom tkivu rezultirala je njenom ¢estom uporabom u eliminaciji virusa
krumpira PVX, PVY, PVM i PLRV (Cassells i Long 1982). Ucinkovitost ove metode ovisi o
koncentraciji kemijskog spoja koji se koristi i obliku u kojem se primjenjuje. Ribavirin ima
antivirusna svojstva te se pretpostavlja da negativno utje¢e na dodavanje kape na virusnoj
RNA (Bougie i Bisaillon, 2004). Dodavanje kape (zapravo 7-metilguanozina, m’G) jedna je od
modifikacija pre-mRNA nakon transkripcije. . Ribavirin je sinteticki derivat guanozina koji je
sintetiziran 1972. godine i pokazao se kao najucinkovitije antivirusno sredstvo u eliminaciji
virusa krumpira. Provedena istraZzivanja pokazala su razli¢ite rezultate eliminacije virusa iz
tkiva krumpira ovisno o tome je li zarazen jednim ili kombinacijom virusa. Poveéanje doze
ribavirina u mediju pozitivno je utjecalo na eliminaciju svih virusa iz tkiva. Regeneracija i daljnji
rast izdanaka pokazali su se dobrim kod primjene ribavirina u hranidbenoj podlozi (Yang i sur.
2013).



2.5.4. Termoterapija u kombinaciji s kemoterapijom

UcCinkovita eliminacija virusa iz biljnog tkiva ovisi o vrsti virusa. Sferi¢ni virusi imaju
djelomi¢nu otpornost na termoterapiju, a niske doze antivirusnog sredstva pokazale su se
ucinkovite za oslobodenije biljnog tkiva od virusa. U takvim je situacijama poZeljno kombinirati
ove metode za najbolje rezultate. Pod kemoterapijom se primjerice podrazumijeva prije
spomenuto koristenje ribavirina u mediju na kojem ¢e rasti biljno tkivo. Metoda se provodi
tako da se male in vitro biljke primjerice podvrgnu termoterapiji u trajanju 2-4 tjedna, a nakon
toga se izoliraju vegetacijski vrsci (ili meristemi) koji se poloze na medij s dodatkom ribavirina.
Ova se kombinacija metoda pokazala dosta ucinkovitom u eliminaciji Y-virusa krumpira (PVY)
(Aliisur.2014).

2.5.5. Elektroterapija

Elektroterapija je metoda pri kojoj se koristi elektri¢na struja kako bi se tretiralo biljno tkivo
i ciljano ostetio nukleoprotein virusa kojim je biljka zarazena (Sastry i Zitter, 2014).
Ucinkovitost ove metode ovisi o jaCini elektri¢ne struje i trajanju primijenjenog tretmana.
Pokazala se ucinkovitom u eliminaciji virusa krumpira i povoljnom za daljnju regeneraciju
tretiranih izdanaka. Medutim, nije jednako ucinkovita za svaki genotip biljke i strukturu virusa.
Posebno je ucinkovita pri eliminaciji virusa PLRV i PSTVd (Gong i sur., 2019).

2.5.6. Krioterapija

Vrhovi izdanaka zarazene biljke izlazu se tekuéem dusiku (-196 °C). Metoda se pokazala
iznimno ucinkovitom te pokazuje nekoliko prednosti nad termoterapijom i kulturom
meristema u vidu vecih postotaka prezivljavanja tretiranih bilj¢ica i eliminacije odredenih
virusa (Wang i sur. 2006). Prednost metode je i u tome Sto se na ovaj nacin biljno tkivo moze
ocCuvati na dugo vremena i sam postupak ne oduzima puno vremena. Medutim, nije se
pokazala ucinkovitom u eliminaciji virusa iz biljnog tkiva u slu¢aju zaraze viSe virusa
istovremeno, primjerice ako je krumpir zarazen s M-virusom i S-virusom istovremeno. U tom
slu¢aju predlaze se kombinirati krioterapiju s kemoterapijom za ucinkovitiju eliminaciju virusa
(Kushnarenko i sur. 2017; Wang i sur. 2008; Yang i sur. 2013).

2.6. Metode detekcije virusa

Uspjesnost prije navedenih metoda eliminacije virusa potrebno je potvrditi metodama
detekcije virusa u biljnom tkivu. Za detekciju virusa krumpira poZeljne su precizne, brze i
povoljne metode. U biljnoj virologiji postoji vise nacdina za dokazivanje prisutnosti i
identifikaciju biljnih virusa. To su biotestovi na test biljkama indikatorima (mehanicka
inokulacija, indeksiranje), razne mikroskopske tehnike (svjetlosna i elektronska mikroskopija),
seroloSke metode te metode temeljene na analizi nukleinskih kiselina (PCR) (Jureti¢, 2002).
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ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) test temeljen na seroloskim svojstvima i PCR
(Polymerase Chain Reaction) temeljen na nukleinskoj kiselini najéesée se koriste za detekciju
virusa u tkivu krumpira (Wang i sur. 2011).

2.6.1. Metoda ELISA

Metoda ELISA je imunoenzimska metoda koja sluzi za kvalitativno i kvantitativno
odredivanje antigena. Koriste se protutijela odredenog virusa kako bi se detektirale Cestice
poput proteina, peptida i protutijela (Meng i sur., 2017). Analiza se sastoji od imunoloske
reakcije (antigeni i antitijela) i kemijske reakcije (promjena boje supstrata uzrokovana
reakcijom supstrata i enzima) (Butorac i sur., 2013). Metodu ELISA karakterizira specificna
reakcija izmedu antigena i protutijela te se enzimskom reakcijom na kraju testa potvrduje
prisutnost virusa na jasan vizualan nacin (Halassy, 2007). Ovom je metodom moguce otkriti
virusne Cestice i u jako malim koncentracijama. Virus iz uzorka (antigen) se ovom tehnikom
imobilizira na stijenke jaZica plasticne mikrotitarske plocice i onda reagira sa specificnim
protutijelima koja nose enzime (Slika 2.6.1.1.). U tu se svrhu koriste polistirenske mikrotitarske
plocice Cetvrtastog oblika koje obi¢no imaju 96 (12 x 8) jaZica (Runje i Cvrtila, 2006). Ispiranjem
se odnosi visak protutijela s vezanim enzimima. Postoje razliCite izvedbe testa, a najcesce
koriSteni oblici su direktna ELISA, indirektna ELISA, DAS-ELISA (dvostruka protutijelna sendvic;
Double Antibody Sandwich ELISA), DASI-ELISA (dvostruka protutijelna sendvic¢ indirektna;
Double Antibody Sandwich Indirect ELISA) (Butorac i sur., 2013).

Y Y
Y Vezano antitijelo
® ®  Antigen
Yy
' B Detektor antitijelo
)\, vezanoza enzim
E
L s Supstrat
.
Y Y
§
E <
A
®
Y Y

Slika 2.6.1.1. Shematski prikaz metode ELISA

Izvor: Butorac i sur., 2013
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2.6.2. Lancana reakcija polimerazom - PCR

Lancana reakcija polimerazom (Polymerase Chain Reaction, PCR) metoda je kojom se
relativno kratki dio DNA umnoZava u veliki broj identi¢nih kopija (Slika 2.6.2.1.). PCR ima vecu
osjetljivost u usporedbi s metodom ELISA, posebice ako je prag detekcije nizak (Bonwick i
Smith, 2004). PCR moZe koristiti kao predloZzak genomsku DNA ili komplementarnu DNA
(cDNA) dobivenu nakon reverzne transkripcije (RT) virusne RNA (Rubio i sur., 2020). Ciljni dio
DNA molekule koju se Zeli umnoziti odreduje se kratkim oligonukleotidnim sekvencama —
'pocetnicama ili primerima’, koji su komplementarni krajevima ulomka DNA od interesa. Ove
'pocetnice’ su pokretaci serije reakcija pomodéu enzima DNA polimeraze, koja na kalupu jednog
lanca DNA sintetizira novi, komplementarni lanac, pri ¢emu veli¢ina sintetiziranog dijela DNA
molekule odgovara duzini koju omeduju izabrane 'pocetnice'. PCR metoda vrlo je brza i
osjetljiva, no osnovni problem ove metode jest povremeno dobivanje , pozitivho pogresnih“
ocitovanja (uzorak detektiran kao zarazen, a u stvarnosti nije), Sto je posljedica izuzetno velike
osjetljivosti metode i ¢estih kontaminacija prilikom uzimanja uzoraka i u laboratoriju (Maletié
i sur., 2008). PCR produkt se vizualizira elektroforezom.
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Slika 2.6.2.1. Broj kopija DNA molekule u odnosu na broj ciklusa

Izvor: Grahovac, Molekularne metode u patologiji
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3. Materijali i metode

3.1. Biljni materijal

Kao pocetni materijal za postavljanje pokusa koristena je biljka tradicijskog kultivara
'Brinjak'. Tradicijski kultivar krumpira 'Brinjak' ¢uva se u poljskoj kolekciji na Zavodu za
specijalnu proizvodnju bilja u okviru ,,Nacionalnog programa ocuvanja i odrZive uporabe biljnih
genetskih izvora za hranu i poljoprivredu u Republici Hrvatskoj“ kao primka broj INDO0068. U
prethodnom istrazivanju provedenom 2020/2021 (KereSa i sur. 2022) kultivar 'Brinjak'
osloboden je od S-virusa krumpira, ali ne i M-virusa. Jedna od biljaka oslobodena od S-virusa
krumpira uzgojena je iz mini gomolja u komori rasta. Gornji dio stabljike mlade biljke koriSten
je za pripremu nodalnih eksplantata za in vitro kulturu.

3.2. Sterilizacija biljnog materijala i uspostava in vitro kulture
krumpira

Segmenti stabljike bez plojki listova (Slika 3.2.1.) sterilizirani su 1 minutu u 70% etilnom
alkoholu, 15 minuta u 4% otopini Izosana G (Pliva) s dodatkom 3-4 kapi okvaSiva¢a Tween 20
u 100 ml otopine. Segmenti stabljike su na kraju isprani 3x4 minute u sterilnoj
demineraliziranoj vodi. Sterilizacija, kao i daljnji postupci pripreme eksplantata, provedeni su
u laminaru s horizontalnim protokom zraka.

Nodalni segmenti izrezani od steriliziranih stabljika poloZeni su u 14 Erlenmayerovih tikvica na
agarni Murashige i Skoog (MS) medij bez regulatora rasta (HF MS) (Slika 3.2.1. desno). Medij
je bio slijedeéeg sastava:

4,4 g/l praha za MS medij s mineralima i vitaminima (Duchefa)
30 g/l saharoze

8 g/ Plant agara (Duchefa)

pH=5,8

Medij je steriliziran u autoklavu 25 minuta pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 1 bara nakon
Cega je izlijevan u sterilne tikvice zatvorene vatom i Al-folijom. Nakon mjesec dana izdanci
izrasli in vitro rezani su na nodalne eksplantate i po Cetiri supkultivirani u veliki broj Magenta
posudica (45 kom) na HF MS medij radi dobivanja velike koli¢ine biljnog materijala za
postavljanje pokusa u tretmanima. Kultura je uzgajana na 23 °Ci 40 uE/m?/s intenzitetu svjetla
uz fotoperiod 16/8 (dan/nog).
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Slika 3.2.1. Segmenti maticne biljke kultivara 'Brinjak' bez plojki oslobodeni od S-virusa
(lijevo) i nodalni segmenti iste biljke na agrarnom mediju (desno)

3.3. Tretmani

Za eliminaciju M-virusa krumpira iz biljnog tkiva koristena su tri tretmana (metode):
1. Termoterapija na 37 °C u kombinaciji s izoliranim meristemima
2. Elektroterapija u kombinaciji s izoliranim meristemima
3. lzolirani meristemi (bez prethodnih terapija)

U sva tri tretmana veli¢ina izoliranih meristema nije prelazila 0,3 mm visine, a imali su 1-2
primordijalna listi¢a. Izolirani su iz aksilarnih pupova. Meristemi ove veli¢ine nisu vidljivi
prostim okom, a izolirani su pod stereomikroskopom uz pomoc skalpela, pincete i iglice.
Izolirani meristemi polagani su na most od dvostrukog filter papira namocenog tekuéim MS
medijem sljedeéeg sastava:

4,4 g/l praha za MS medij s mineralima i vitaminima (Duchefa)

20 g/l saharoze

1 g/l hidrolizata kazeina
0,04 mg/| kinetina

0,5 mg/l GA3

pH=5,8

Epruvete s mostom od filter papira pripremljene su tako Sto su trakice filter papira izrezane,
oblikovane i umetnute u epruvete. Zatim je u njih lagano po stijenci, uz pomo¢ odmjerne
pipete, uliveno 10 ml gornjeg medija. Epruvete su zacepljene celuloznim c¢epovima i
sterilizirane u autoklavu.
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3.3.1. Termoterapija na 37 °C u kombinaciji s izoliranim meristemima

Tri tjedna stari in vitro izdanci krumpira (ukupno 15 Magenti po 4 izdanka) premjesteni su
u komoru rasta najprije na temperaturu od 31 °C radi prilagodbe na vise temperature, ukupno
pet dana, a zatim na temperaturu od 37 °C tijekom dana i nodi. lako je namjera bila drzati
izdanke na termoterapiji oko mjesec dana, nakon 14 dana izdanci su dosta pozutjeli i izgubili
turgor (Slika 3.3.1.1.) zbog Cega se pristupilo izolaciji meristema iz aksilarnih pupova nakon
samo dva tjedna termoterapije.

Slika 3.3.1.1. Izdanci krumpira sorte 'Brinjak' nakon dva tjedna termoterapije

3.3.2. Elektroterapija u kombinaciji s izoliranim meristemima

Za potrebe elektroterapije koriStena je mini-elektroforeza (Slika 3.3.2.1.). Kadica za
elektroforezu je prije upotrebe sterilizirana u otopini 5% lzosana G te isprana 3 puta u sterilnoj
demineraliziranoj vodi.

Kadica je zatim napunjena ohladenom 1 M otopinom NaCl-a koja je sterilizirana tako Sto je
zavrela i kuhala dvije minute u mikrovalnoj pecnici. Za napuniti kadicu bilo je potrebno oko
300 ml otopine NaCl-a.

Elektroterapiji u trajanju od 5 minuta pri jakosti struje od 15 mA bile su podvrgnute stabljike
bez plojki listova duzine 3-5 cm. Stabljike su potom isprane 3 x 3 min u sterilnoj
demineraliziranoj vodi nakon cega su, kao i nakon termoterapije, izolirani meristemi iz
aksilarnih pupova.
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Slika 3.3.2.1. Stabljike bez plojki podvrgnute elektroterapiji u mini-elektroforezi

3.3.3. Izolirani meristemi

Kod ove metode in vitro bilj¢ice zarazene M-virusom nisu prosle nikakvu prethodnu
terapiju vec su meristemi (iste veli¢ine kao i u prethodna dva tretmana) izolirani i polagani u
epruvete na most od filter papira.

3.4. Uvjeti uzgoja i supkultivacije

Kod sva tri tretmana meristemi su kultivirani na 23 °C, prva dva dana pri vrlo slabom
svjetlu, a onda na ja¢em intenzitetu od 40 umol m=2 st uz fotoperiod 16/8 (dan/no¢).
Nakon 25 dana meristemi su supkultivirani pri ¢emu su premjesteni s filter papira u nove
epruvete na agarni medij (8 g/l Bacto agara), a istog sastava kao sto je bio i tekuéi medij za
uspostavljanje kulture meristema.
Meristemi su premjestani tako Sto je iglica bila uronjena u tekuéi medij (da se smoci) nakon
cega je meristem zalijepljen za iglicu premjesten na novi medij.
U sljedecoj supkultivaciji nakon mjesec dana Zivi vegetacijski vrsci (Slika 3.4.1.), koji su tek malo
porasli, premjesteni su na MSHF medij (kao kod uspostavljanja kulture tkiva) i kultivirani 35
dana.
Kako je rast vegetacijskih vrsaka bio vrlo spor, kod sljedece dvije supkultivacije, napravljen je
medij slijedecog sastava i izlijan u Erlenmeyerove tikvice:

4,4 g/l praha za MS medij s mineralima i vitaminima (Duchefa)
25 g/l saharoze

0.3 mg/l zeatin
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0,05 mg/I IAA

0,05 mg/l GAs3

Plant agar7 g/l
pH=5,8

Medij sa zeatinom malo je potaknuo rast izdanaka pa je u iduéim supkultivacijama koristen
MS HF medij s razlikom Sto je sad koristeno 7 g Plant agara/l medija. Na ovaj medij izdanci su
dva puta supkultivirani, s tim da su kod zadnje supkultivacije na MS HF medij po dva nodalna
segmenta, od svake potencijalno ozdravljene biljke, polozena u dvije Erlenmeyerove tikvice.
Kod ove supkultivacije biljkama su dodijeljeni brojevi radi daljnjeg pracéenja.

Slika 3.4.1. Meristemi supkultivirani na agarni medij. Bez tretmana samo kultura meristema
(lijevo), tretman termoterapije na 37° C (sredina), tretman elektroterapijom (desno)

3.5. Sadnja biljaka u supstrat i aklimatizacija

Nakon izduZivanja izdanaka i zakorjenjivanja, ljepsa biljka iz jedne tikvice (za svaki mini
klon) posadena je u supstrat (Kekkila TSM 2 - Kekkild Professional, Vantaa, Finland) u male
posudice, a druga tikvica s istim brojem biljke saCuvana je za rezervu. Prije sadnje supstrat je
bio steriliziran gama zraenjem na Institutu Ruder Boskovié. Nakon 11 dana aklimatizirane
biljke presadene su u veée tegle veli¢éine 10 cm x 10 cm x 20 cm u sterilni Kekkila TSM 3
substrat i uzgajane do zrelosti. Aklimatizacija i daljnji uzgoj biljaka odvijao se je pri 20 °C
intenzitetu svjetla 300 umol m=2 st uz fotoperiod 16/8 (dan/noc).

Mini gomolji vadeni su 4,5 mjeseca nakon presadivanja biljaka u ex vitro uvjete.
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3.6. Metoda ELISA
3.6.1. Uzimanje uzoraka listova za testiranje metodom ELISA

Po dva uzorka listova za testiranje metodom ELISA uzeti su s biljaka krumpira 32 dana
nakon sadnje i uzgoja u ex vitro uvjetima komore rasta. Uzorci su zamrznuti na -20 °C do
analize.

3.6.2. Postupak testiranja

Kao izvor potencijalno zarazenog biljnog materijala za testiranje metodom ELISA potrebno
je bilo odvagati 0,1 g biljnog tkiva (u ovom slucaju peteljku lista). Izvagana biljna masa stavljena
je usterilizirani tarionik, dodan je ekstrakcijski pufer te je sve skupa usitnjeno. Homogenizirano
biljno tkivo premjesteno je u oznacenu mikroepruvetu od 2 ml. Postupak je ponovljen s
ostatkom uzoraka. Tubice s uzorcima stavljene su u centrifugu kako bi se razdvojila kruta od
tekuée faze. Za analizu koristili smo ekstrakcijski pufer, pufer za oblaganje, pufer za
konjugaciju, supstratni pufer i pufer za ispiranje (Slika 3.6.2.1.). Prije koriStenja puferi su
razrijedeni s destiliranom vodom i podesSen im je pH sukladno uputama dobivenima od
proizvodaca pribora (Bioreba, Svicarska).

Slika 3.6.2.1. Puferi koriSteni prilikom testiranja uzoraka metodom ELISA

ELISA protokol provodi se u slijede¢im koracima:

1. Mikrotitarske plocice oblazu se s protutijelima
a) Specificna protutijela razrijedena su u puferu za oblaganje u omjeru navedenom od
strane proizvodaca
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b) U svaku jaZicu stavlja se 100 pl razrijedenih protutijela
c) Plocice se stavljaju na inkubaciju u trajanju od 2 sata na 37 °C (Slika 3.6.2.2.)
d) Plocice se ispiru 3 puta s puferom za ispiranje uz ¢ekanje od 3 minute nakon svakog

ponovnog punjenja

2.

Stavljanje antigena i inkubacija uzoraka
a) Nanose se uzorci i inkubiraju preko nodi na 4-6 °C
Konjugirana protutijela

a) Dozira se po 100 ul uzorka i kontrola (pozitivnih i negativnih) u svaku jaZicu
b) Konjugirana protutijela razrjeduju se u puferu za konjugaciju u omjeru navedenom od

strane proizvodaca

c¢) U svaku se jazicu stavlja 100 pl razrijedenih konjugiranih protutijela
d) Plocica se inkubira preko noéi na 4 °C
e) Plocica se ispire (drugi dan) 3 puta s puferom za ispiranje uz ¢ekanje od 3 minute nakon

svakog punjenja

4.

Dodaje se supstrat

a) Supstrat se otapa u supstratnom puferu u omjeru 1 mg/1ml

b) U svaku jaZicu stavlja se 100 pl

Inkubira se na sobnoj temperaturi u trajanju od 1-2 sata

Spektrofotometrija — oCitanja najmanje tri puta veéa od prosjecne vrijednosti negativnih
kontrola smatraju se pozitivnima (Slika 3.6.2.2.)

Slika 3.6.2.2. Plocice na inkubaciji na 37 °C (lijevo) i spektrofotometar EL 800 (Biotek, SAD)

koriSten za ocitavanje rezultata (desno)
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3.7. Analiza podataka

Podaci o prezivljavanju meristema nakon razli¢itih tretmana kao i podaci o eliminaciji
virusa iz biljaka krumpira izraZeni su u postocima i prikazani graficki.
Razlike izmedu tretmana u uspjeSnosti preZivljavanja meristema kao i eliminaciji virusa
testirane su hi-kvadrat testom pri éemu je hi-kvadrat (x?) vrijednost izratunata uz pomo¢
formule:

)
v

gdje su x? hi-kvadrat vrijednost’ f, opaZene, a f: ofekivane (teoretske) vrijednosti podataka.
Hi-kvadrat test proveden je pomocu on-line kalkulatora hi-kvadrat vrijednosti
(https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/default2.aspx).
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4. Rezultati

4.1. Uspostava i prezivljavanje meristema u in vitro kulturi

Od ukupno 99 izoliranih meristema u sva tri tretmana, nakon 20 dana kultivacije prezivjelih
je bilo ukupno 53. Prezivjelima su smatrani oni meristemi koji su bili zeleni (Slika 4.1.1.) i malo
se povecali u odnosu na veli¢inu neposredno nakon izolacije (kad su bili gotovo nevidljivi

prostim okom).

A W= ,u\

_——.—-_—’—-4—1.—'0'—9-'=z c— -—-m.— :

Slika 4.1.1. Meristemi na mostu od filter papira uronjenog u tekuc¢i medij 10 dana nakon
izolacije

Kako bi se utvrdilo razlikuju li se tretmani u prezivljavanju meristema, proveden je hi-kvadrat
test pomoc¢u on-line kalkulatora za izracunavanje hi-kvadrat vrijednosti. U tablici 4.1.1.
prikazane su opazene (f,) i oCekivane (teoretske) (f:) vrijednosti Zivih i nezivih meristema 20
dana nakon uspostave kulture meristema. lzracunata vrijednost hi-kvadrata x?=0,3249 manja
je od grani¢ne vrijednosti hi-kvadrata (3,843) za jedan stupanj slobode kod p<0.05 Sto
pokazuje da se tretmani ne razlikuju znacajno po uspjeSnosti prezivljavanja izoliranih
meristema. UspjeSnost prezivljavanja meristema po tretmanima prikazana je na grafu 4.1.1.

Tablica 4.1.1. OpazZene i oCekivane (teoretske) vrijednosti Zivih i nezivih meristema iz tri
tretmana; crveno oznaceno su ocekivane vrijednosti

Tretman Zivi NezZivi Ukupno
37°C+merist 17 (17.67) [0.03] 16 (15.33) [0.03] 33
ElektroT + 19 (17.67) [0.10] 14 (15.33) [0.12] 33
merist
Meristemi 17 (17.67) [0.03] 16 (15.33) [0.03] 33
Ukupno 53 46 99
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Graf 4.1.1. UspjesSnost prezivljavanja meristema u in vitro kulturi u ovisnosti o tretmanu

Kontaminacija nije bila prisutna niti kod jednog eksplantata. Rast i izduzivanje meristema u
izdanke u prvim mjesecima je bio vrlo spor. Na slici 4.1.2. prikazani su mali izdanci razvijeni iz
meristema pet mjeseci nakon inokulacije. Njihova veli¢ina je i nakon tako dugog vremena
manja ili oko 1 cm.

Slika 4.1.2. Mali izdanci na agarnom hranidbnom mediju pet mjeseci nakon izolacije

meristema

Nakon pocetnog izduZivanja izdanci su ipak brZe rasli. Slika 4.1.3. pokazuje male bilj¢ice
razvijene iz meristema sedam i pol mjeseci nakon izolacije. Svaka bilj¢ica (od pojedinacnog
meristema) razmnoZena je u mali klon od barem dvije-tri biljke. Na mediju bez regulatora rasta
biljke su razvile i korijenje te su bile prikladne za presadivanje u supstrat (ex vitro).
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Slika 4.1.3. lzdanci na agarnom hranidbenom mediju sedam i pol mjeseci nakon izolacije
meristema

Po jedna biljka od svakog ,mini“ klona presadena je najprije u male posudice radi
aklimatizacije (Slika 4.1.4.), a 11. dan od prijenosa u ex vitro uvjete u vece tegle za uzgoj do
zrelosti (Slika 4.1.5.). Aklimatizacija (preZivljavanje) posadenih biljaka iznosila je 100%. Nakon
4,5 mjeseca ex vitro uzgoja u supstratu u komori rasta, vadeni su gomolji.

Slika 4.1.4. Biljke u ex vitro uvjetima Cetiri dana nakon sadnje
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Slika 4.1.5. Biljke u ex vitro uvjetima 35. dan nakon sadnje

4.2. Utjecaj tretmana na oslobadanje biljaka od M-virusa
krumpira

UspjesSnost ozdravljenja biljaka krumpira, provedena trima tretmanima, seroloski je
provjerena metodom ELISA. Vizualna indikacija postotka uspjesnosti ozdravljenja krumpira
'‘Brinjak’ od M-virusa krumpira promjenom boje supstrata dodatno je potvrdena
spektrofotometrijom kao $to je vidljivo na slici 4.2.1.
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Slika 4.2.1. Punjenje jaZica mikrotitarske plocice uzorcima biljnog soka (lijevo) i promjena
boje supstrata uzrokovana djelovanjem enizma kao vizualna indikacija prisutnosti virusa u
uzorku (desno)

Tretman u kojem su nakon termoterapije na 37 °C izolirani meristemi i iz kojih su dobiveni
izdanci bio je uspjesan u eliminaciji virusa iz 94,1 % biljaka dobivenih ovim nacinom (Graf
4.2.1.). U apsolutnim brojevima, od 17 uzgojenih biljaka iz ovog tretmana, 16 ih je bilo zdravo
(Tablica 4.3.1.).
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Graf 4.2.1 UspjesSnost ozdravljenja biljaka krumpira od M-virusa termoterapijom
kombiniranom s izolacijom meristema
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Tretman u kojem su nakon elektroterapije izolirani meristemi i iz kojih su dobiveni izdanci bio
je uspjesan u eliminaciji virusa iz 64,7 % biljaka dobivenih ovim nacinom (Graf 4.2.2.). U
apsolutnim brojevima, od 17 uzgojenih biljaka iz ovog tretmana, 11 ih je bilo zdravo (Tablica
43.1).
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Graf 4.2.2. UspjesSnost ozdravljenja biljaka krumpira od M-virusa elektroterapijom
kombiniranom s izolacijom meristema

Tretman u kojem su bez prethodnih terapija izolirani meristemi i iz kojih su dobiveni izdanci
bio je uspjesan u eliminaciji virusa iz 53,8 % biljaka dobivenih ovim nacinom (Graf 4.2.2.). U
apsolutnim brojevima, od 13 uzgojenih biljaka iz ovog tretmana, 7 ih je bilo zdravo (Tablica
4.3.1)).
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Graf 4.2.3. UspjeSnost ozdravljenja biljaka krumpira od M-virusa izolacijom meristema
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4.3. Usporedba uspjesnosti ozdravljenja biljaka od M-virusa hi-
kvadrat testom

Kako bi se utvrdilo razlikuju li se tretmani znacajno u uspjeSnosti ozdravljenja biljaka
krumpira od M-virusa, proveden je hi-kvadrat test. U tablici 4.3.1. prikazane su opazene (fo) i
ocekivane (teoretske) (f;) vrijednosti ozdravljenih (PVM neg) i zaraZenih biljaka (PVM poz).
IzraCunata vrijednost hi-kvadrata x?=6,7467 veca je od grani¢ne vrijednosti hi-kvadrata
(3,843) za jedan stupanj slobode kod p<0.05 $to pokazuje da se uspjeSnost oslobadanja biljaka
od M-virusa krumpira po tretmanima znacajno razlikuje.

Tablica 4.3.1. OpaZene i oCekivane (teoretske) vrijednosti ozdravljenih i biljaka zarazenih M-
virusom krumpira usporedujuci sva tri tretmana; crveno oznaceno su ocekivane vrijednosti

PVM neg PVM poz Ukupno
37 °C + merist 16 (12.30) [1.11] 1 (4.70) [2.91] 17
ElektroT + merist 11 (12.30) [0.14] 6 (4.70) [0.36] 17
Meristemi 7 (9.40) [0.61] 6 (3.60) [1.61] 13
Ukupno 34 13 47

Kako bismo doznali koji se od tretmana medusobno znacdajno razlikuju, usporedena su
pojedinacno dva po dva tretmana. U tablici 4.3.2. prikazane su opaZene i oCekivane vrijednosti
ozdravljenih i zarazenih biljaka za tretmane termoterapija kombinirana s kulturom meristema
i elektroterapija kombinirana s kulturom meristema. lzraCunata vrijednost hi-kvadrata
X?>=4.4974 veda je od grani¢ne vrijednosti hi-kvadrata (3,843) za jedan stupanj slobode kod
p<0.05 Sto pokazuje da se uspjesSnost oslobadanja biljaka od M-virusa krumpira za ova dva
tretmana znacajno razlikuje.

Tablica 4.3.2. Opazene i o¢ekivane (teoretske) vrijednosti ozdravljenih i biljaka zarazenih M-
virusom krumpira usporedujuéi tretmane termoterapiju kombiniranu s kulturom meristema i
elektroterapiju kombiniranu s kulturom meristema ; crveno oznaceno su ocekivane

vrijednosti
PVM neg PVM poz Ukupno
37 °C+ merist 16 (13.50) [0.46] 1 (3.50) [1.79] 17
ElektroT + 11 (13.50) [0.46] 6 (3.50) [1.79] 17
merist
Ukupno 27 7 34

U tablici 4.3.3. prikazane su opazene i ocekivane vrijednosti ozdravljenih i zarazenih biljaka za
tretmane termoterapija kombinirana s kulturom meristema i kultura meristema. lzra¢unata
vrijednost hi-kvadrata x?=6.6786 veca je od grani¢ne vrijednosti hi-kvadrata (3,843) za jedan
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stupanj slobode kod p<0.05 Sto pokazuje da se uspjesnost oslobadanja biljaka od M-virusa
krumpira za ova dva tretmana znacajno razlikuje.

Tablica 4.3.3. OpaZene i oCekivane (teoretske) vrijednosti ozdravljenih i biljaka zarazenih M-
virusom krumpira usporedujuci tretmane termoterapiju kombiniranom s kulturom
meristema i kulturu meristema; crveno oznaceno su ocekivane vrijednosti

PVM neg PVM poz Ukupno
37°C+merist 16 (13.03) [0.68] 1 (3.97) [2.22] 17
Meristemi 7 (9.97) [0.88] 6 (3.03) [2.90] 13
Ukupno 23 7 30

Zadnja usporedba (Tablica 4.3.4.) prikazuje opazene i ocekivane vrijednosti ozdravljenih i
zarazenih biljaka za tretmane elektroterapija kombinirana s kulturom meristema i kultura
meristema. Izraéunata vrijednost hi-kvadrata x?=0,362 manja je od grani¢ne vrijednosti hi-
kvadrata (3,843) za jedan stupanj slobode kod p<0.05 Sto pokazuje da se uspjeSnost
oslobadanja biljaka od M-virusa krumpira za ova dva tretmana ne razlikuje znacajno.

Tablica 4.3.4. OpazZene i oCekivane (teoretske) vrijednosti ozdravljenih i biljaka zarazenih M-
virusom krumpira usporedujuci tretmane elektroterapiju kombiniranu s kulturom meristema
i kulturu meristema; crveno oznaceno su ocekivane vrijednosti

PVM neg PVM poz Ukupno
ElektroT+ 11 (10.20) [0.06] 6 (6.80) [0.09] 17
mesrist
Meristemi 7 (7.80) [0.08] 6 (5.20) [0.12] 13
Ukupno 18 12 30

Sumirani prikaz razlika u uspjesnosti eliminacije M-virusa krumpira prikazan je na grafu 4.3.1.
Iz grafa je vidljivo da je najuspjesniji tretman u eliminaciji M-virusa krumpira bio tretman
termoterapije kombinirane s izolacijom meristema koji je eliminirao M-virus u 94,1% biljaka
dobivenih iz ovog tretmana. Ovaj postotak eliminacije virusa znacajno se razlikuje od
postotaka eliminacije virusa u druga dva tretmana, elektroterapije u kombinaciji s kulturom
meristema i same kulture meristema. Izmedu zadnja dva tretmana nema znacajne razlike u
uspjesnosti eliminacije virusa.
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Graf 4.3.1. Usporedba uspjesnosti ozdravljenja biljaka od M-virusa krumpira razli¢itim
tretmanima

U tablici 4.3.1. prikazani su brojevi i mase gomolja po biljci krumpira 'Brinjak' ozdravljenog od
M-virusa krumpira svim trima metodama vadeni nakon 4,5 mjeseca ex vitro uzgoja. Uzorci B1-
B17 prosli su tretman termoterapijom, uzorci B18-B34 prosli su tretman elektroterapijom, a
uzorci B35-B47 kulturu meristema bez prethodne terapije. ProsjeCan broj gomolja
ozdravljenih krumpira bio je 9,56, a prosje¢na masa gomolja ozdravljenih krumpira bila je
144,36 grama.

Tablica 4.3.1. Broj gomolja po biljci i masa gomolja biljaka krumpira 'Brinjak' ozdravljenih od
M-virusa krumpir

UZORAK BROJ GOMOLIA MASA (g)
B2 8 142
B3 5 121,6
B4 10 126
B9 6 133,2

B10 9 165,6
B11 10 147,2
B13 10 158,4
B16 13 150,8
B17 14 179,6
B18 11 154,8
B21 8 138,4
B24 10 141

B26 10 131,4
B34 10 140,4
B39 8 147,4
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5. Diskusija

Prema prethodnom istraZivanju (Keresa i sur. 2022) tretman eliminacije S- i M-virusa
krumpira iz zarazenog tkiva kultivara 'Brinjak' kemoterapijom s ribavirinom pokazao se
neuspjesan za eliminaciju M-virusa krumpira, vjerojatno zbog prekratkog vremena primjene
kemoterapije. Povecanjem koncentracije ribavirina u podlozi inhibirao se rast malih izdanaka
krumpira te je prezivjelo samo 25% izdanaka pri koncentraciji 50 mg/L i samo 12,5% izdanaka
pri koncentraciji 100 mg/L. Kemoterapija se pokazala uspjeSnija u eliminaciji S-virusa
krumpira. Kako bi se krumpir kultivar 'Brinjak' oslobodio i M-virusa krumpira, jedna od biljaka
oslobodena S-virusa krumpira, iz prije spomenutog istrazivanja, koriStena je za uspostavu in
vitro kulture u ovom istrazivanju, za novi pokusaj ozdravljenja od M-virusa. S tim ciljem
postavljen je pokus u tri tretmana: termoterapija na 37 °C u kombinaciji s izoliranim
meristemima, elektroterapija u kombinaciji s izoliranim meristemima te izolirani meristemi
(bez prethodnih terapija).

Postoji i metoda krioterapije zamrzavanjem vegetacijskih vrSaka u tekuéem dusiku na -
196 °C, medutim istrazivanje Kushnarenko i sur. (2017) pokazalo je da se tretmanom
krioterapije uspjelo eliminirati M-virus krumpira u samo 38,6% zarazenih uzoraka. Isto je
istrazivanje pokazalo da se nakon kombiniranog tretmana kemoterapijom u trajanju od 45
dana i krioterapije uzorci krumpira zarazeni s dva virusa (PVM i PVS) nisu oslobodili niti jednog
od navedena dva virusa. Zhang i sur. (2019) koristili su kombiniranu metodu kulture meristema
s krioterapijom na kultivaru krumpira 'Gammelraude' zarazenim kombinacijom M- i S-virusa
te je pokazano da je za M-virus krumpira uspjesnost eliminacije virusa bila 0%. Temeljem
njihovih rezultata odluceno je da krioterapija nece biti koriStena za pokusaj eliminacije M-
virusa iz kultivara krumpira 'Brinjak’.

Kultura meristema provedena u ovom istrazivanju pokazala je da je od ukupno 99
izoliranih meristema u sva tri tretmana, nakon 20 dana kultivacije, prezZivjelo ukupno 53.
Prezivjelima su smatrani oni meristemi koji su bili zeleni. Veli¢ina meristema uzeta s uzoraka
krumpira 'Brinjak' bila je iznimno mala, nevidljiva golim okom i uzeta ispod stereomikroskopa.
U istrazivanju Moses i sur. (2017) uzimani su uzorci veli¢éine 0,1 mm te je stopa prezZivljavanja
uzetih meristema iznosila 20%. U nasem istraZzivanju stopa preZivljavanja uzetih meristema
neovisno o prethodnom tretmanu iznosila je 53,5%.

Prezivljavanje izoliranih meristema tradicijskog kultivara krumpira Brinjak nije se
razlikovalo obzirom na tri metode eliminacije virusa koristene u ovom istrazivanju. U sva tri
slucaja prezivjelo je izmedu 51,5-57,6 % izoliranih meristema.

Unatoc boljem postotku prezivjelih meristema, zbog njihovih malih dimenzija, izdanci su
sporo rasli. Rast i izduZivanje meristema izdanaka u prvim mjesecima je bio vrlo spor. Veli¢ina
izdanaka razvijenih iz meristema je i nakon pet mjeseci bila manja ili oko 1 cm.

Stupanj aklimatizacije prezivjelih izoliranih meristema prilikom sadnje u supstrat bio je
100%. Razlog 100 % prezivljavanja moze biti sadnja biljaka u sterilni supstrat. Al-Taleb i sur.
(2011) proveli su istrazivanje u kojem su kulturom meristema dobili kultivare krumpira 100%
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slobodne od Y-virusa krumpira, ali je stupanj aklimatizacije biljaka dobivenih ovom metodom,
ovisno o kultivaru iznosio 80 do 90%.

U nasem istrazivanju termoterapijom na 37 °C kombiniranom s naknadnom izolacijom
meristema kultivara krumpira 'Brinjak' M-virus krumpira je uspje$no eliminiran u 94,1 %
slucajeva. Termoterapija s naknadnom izolacijom meristema se pokazala najuspjesnijom od
koriStenih metoda u ovom istraZivanju sa znacajnom statistickom razlikom u rezultatima
ozdravljenih uzoraka krumpira u odnosu na ostale dvije koristene metode (elektroterapija s
kulturom meristema i kultura meristema bez prethodnih tretmana). IstraZivanje Bettoni i sur.
(2022) pokazalo je da je termoterapija polucila slab uspjeh (10 %) u eliminaciji PVM virusa u
kultivaru krumpira 'V500'. Bolji rezultat eliminacije virusa u nasem istrazivanju ovim nac¢inom
vjerojatno je posljedica izolacije puno sitnijih meristema (do 0.3 mm visine) u usporedbi s
vegetacijskim vrscima veli¢éine 1 mm koje su nakon termoteapije izolirali Bettoni i sur. (2022).
Istrazivanje Ali i sur. (2014) pokazalo je da je koriStenjem termoterapije na 3 razli¢ite
temperature (27, 30 i 35 °C) u pokuSaju eliminacije Y-virusa krumpira najuspjesnija bila
metoda termoterapije na 35 °C s rezultatom od 43,79 % uzoraka slobodnih od Y-virusa
krumpira.

Elektroterapija u trajanju od 5 minuta pri jakosti struje od 15 mA koja je bila
implementirana u ovom istrazivanju koristena je i u istrazivanju Mahmoud i sur. (2009) u
kojem se tom metodom 100% eliminirao Y-virus krumpira iz biljnog tkiva. U sluc¢aju eliminacije
M-virusa krumpira u kultivaru 'Brinjak' istom tom metodom oslobodili smo 64,7 % uzoraka.
Ovo motze indicirati da je elektroterapija uspjesSnija u procesu eliminacije Y-virusa krumpira u
odnosu na M-virus krumpira. Takoder treba uzeti u obzir da uspjeSnost eliminacije virusa ovisi
i 0 genotipu.

Sama kultura meristema bez prethodnih tretmana koristena je kao jedna od metoda

eliminacije M-virusa krumpira. Meristematske stanice smatraju se slobodnima od virusa:
(1) jer se meristematske stanice dijele brze nego se virusi mogu replicirati; (2) virusi se
opcenito krec¢u u biljci kroz vaskularni sustav (floem). U meristematskim regijama nema
razvijenog floema i virusi se ne mogu kretati i inficirati stanice i (3) jer visoka koncentracija
auksina i citokinina te niska pH vrijednost ne pogoduju virusima. U nasem je istrazivanju sama
kultura izoliranih meristema polucila uspjeh od 53,8 % biljaka oslobodenih od M-virusa. lako
je to najniZza stopa uspjesSnosti od tri koristene metode, ipak, zbog izolacije vrlo sitnih
meristema i ova metoda se pokazala relativno uspjeSnom kad se uzme u obzir da Bettoni i sur.
(2022) izolacijom vegetacijskih vrsaka veli¢cine 1 mm nisu dobili niti jednu biljku oslobodenu
od M-virusa krumpira.

Oslobadanjem tradicijskog kultivara krumpira 'Brinjak' od M-virusa (a prije i od S-virusa
krumpira) stekli su se uvjeti za umnazanje zdravog sjemenskog materijala u svrhu Sirenja
proizvodnje ovog kultivara. To ¢e biti od velike vaznosti jednom kad ovaj kultivar bude uvrsten
i na listu ¢uvanih sorti.
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6. Zakljucak

Provedenim istraZivanjem eliminacije M -virusa krumpira iz zaraZzenog kultivara krumpira
'Brinjak' moze se zakljuciti:

1. Stopa prezivljavanja izoliranih meristema neovisno o prethodnom tretmanu iznosila je
53,5%, a aklimatizacija biljaka nakon sadnje u supstrat 100 %.

2. Najuspjesnija metoda eliminacije M-virusa krumpira bila je kombinacija termoterapije i
izolacije meristema s uspjeSnoséu od 94,1%.

3. Znacajno maniji uspjeh u eliminaciji M-virusa krumpira polucile su metode elektoterapija u
kombinaciji s izolacijom meristema (64,7%) i kultura izoliranih meristema bez prethodnih
tretmana (53,8%). Takoder ove dvije metode se nisu medusobno znacajno razlikovale u
uspjesnosti eliminacije M-virusa krumpira.
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