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Sazetak

Protokole krioprezervacije potrebno je testirati za autohtone sorte na zarazenom i zdravom
sadnom materijalu, jer zarazenost moze predstavljati problem u kulturi tkiva. Antioksidansi
mogu potaknuti rast biljaka. Cilj rada bio je uspostaviti regeneraciju biljaka inficiranih
genotipova u in Vvitro uvjetima, te na njima testirati standardni protokol krioprezervacije za
vinovu lozu. Pupovi inficiranih genotipova veli¢ine 1,5 mm postavljeni su na razlic¢ite MS
(Murashige i Skoog) medije uz dodatak 0,5 mg L' 6-benzilaminopurina (BAP) i 0,05 mg
L' indol-3-octene kiseline (IAA) sa antioksidansima (M1: 0,1 mM salicilne kiseline, M2: 1
mM askorbinske kiseline, M3: 1 mM glutationa i M4:kombinacija tri antioksidansa
navedenih koncentracija), te je prac¢en njihov rast in vitro. Iz potjeralih biljaka izolirani su
vr$ni meristemi, te je proveden pokus krioprezervacije (LS-20", 2 PVS2-30'1 PVS2-50°
kontrola i smrzavanje). Najve¢i rast in vitro postignut je na mediju sa dodatkom glutationa
(M3). ZaraZzenost je imala utjecaj u regeneraciji biljaka in vitro, ali nije utjecala na
regeneraciju nakon krioprezervacije.

Kljuéne rije¢i: rast in vitro, inficirani genotipovi, antioksidansi, regeneracija,
krioprezervacija

Uvod

Vinova loza je najrasprostranjenija voéna vrsta u svijetu, koja svojom ukupnom
proizvodnjom dominira nad ostalim kulturama (Maleti¢ i sur., 2008). 'Plavac mali crni' je
autohtona sorta srednje i juzne Dalmacije (Mirosevi¢ 1 Karoglan Konti¢, 2008). Po
zastupljenosti u sortimentu Republike Hrvatske je na treCem mjestu, iza GraSevine i
Malvazije istarske. Kakvoca najviSe ovisi o poloZaju, a za uzgoj ove sorte isticu se polozaji
Dingac, Postup, Sv. Nedjelja, Ivan Dolac (Maleti¢ i sur., 2015). "PoSip bijeli' je autohtona
sorta otoka Kor¢ule (Mirosevié i Karoglan Kontié, 2008). Na otoku Koréuli, Carskom i
Smokvickom polju ima najviSe 'PoSipa bijelog', a nalazi se i na susjednim otocima te
priobalju. Danas je jedna od najpoznatijih bijelih sorata Dalmacije (Maleti¢ i sur.,
2015).Brzo klonsko razmnozavanje u in vitro uvjetima, odli¢an je nac¢in dobivanja velike
koli¢ine biljnog materijala bez patogena. Virusom inficirani biljni materijal, slabije reagira
na uvjete kulture tkiva. Uz brzo klonsko razmnozavanje, moguée je u in vitro uvjetima
smrznuti biljni materijal, te ga na taj nacin pohraniti na duzi vremenski period. Nova metoda
bazirana je na pohrani biljnog materijala u teku¢em dusiku (liquid nitrogen, LN) pri niskim
temperaturama (-196 °C) koje uvjetuju potpuno zaustavljanje metabolickih funkcija
bioloskog materijala, te na taj na¢in omogucuju ¢uvanje uzoraka na duzi period (Reed,
2008). Postoji nekoliko protokola za krioprezervaciju vinove loze, ali ne postoji standardni
protokol koji je u¢inkovit u svakom istrazivackom laboratoriju za vec¢i broj sorata vinove
loze. Sorte vinove loze razli¢ito reagiraju na krioprezervaciju te je potrebno prvo ispitati
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protokol kako bi se postigla visoka stopa regeneracije. Antioksidans je svaka tvar koja
odgada ili sprjecava oksidaciju spojeva koji su podlozni oksidaciji, poput lipida, proteina,
deoksiribonukleinske kiseline (DNK) 1 ugljikohidrata. Funkcija antioksidansa u bioloskim
sustavima je onemogucavanje djelovanja slobodnih radikala (Halliwell i sur., 1995). Cil;
ovog rada je pokazati kako virusima inficirani genotipovi rastu u in vitro uvjetima, te kako
reagiraju na osnovni standardni protokol krioprezervacije.

Materijal i metode

Odabrane su dvije autohtone sorte 'Plavac mali crni' i 'PoSip bijeli'. Biljni materijal sorata
'Plavac mali crni' i 'PoSip bijeli' za unos u in vitro kulturu je dobiven prikupljanjem virusom
zarazenih i zdravih reznica iz vinograda sa pokusalista Jazbina. Potjerali izdanci, sterilizirani
su po standardnom protokolu (ispiranje teku¢om vodom, potapljanje u 70 % etanolu 20
minuta, izlaganje 5 % otopini natrijevog hipoklorita 15 minuta, te tri puta ispiranje sterilnom
vodom u laminaru) te su koristeni za postavljanje pokusa u predkulturi mikroreznica. Za
postavljanje na hranjivi medij koristeni su nodijski odsjecci veli¢ine 1,5 cm sa jednim pupom
tzv. mikroreznice. Nakon postavljanja na medije, mikroreznice su rasle u uvjetima klima
komore (Aralab Fitoklima PL 1200) na konstantnih 26+0,5 °C pod bijelim LED svjetlom u
intenzitetu od 100 pmol sm™ uz fotoperiod od 16 sati svjetla i 8 sati mraka. U ovom
istrazivanju je koristen hranjivi medij laboratorijske oznake B inicijalni medij sastava MS
(Murashige i Skoog, 1962.) medij uz dodatak biljnih hormona citokinina 6-benzilaminopurin
(BAP) u koncentraciji od 0,5 mg L' i auksina indol-3-octena kiselina (IAA) u koncentraciji
0d 0,05mg L', 30 gL' saharoze, 8 g L' agaraipH podesSen na 5,8 prije autoklaviranja. U
B inicijalni medij za postavljanje pokusa su dodani antioksidansi u koncentracijama kako je
navedeno u tablici 1. Nakon provedene krioprezervacije eksplantati su postavljeni u
Petrijeve zdjelice (90 mm) po 15 eksplantata na regeneracijski medij (RM) i na osnovu toga
je napravljena statisticka obrada podataka.

Tablica 1. Prikaz oznaka medija i naziva medija sa koncentracijama antioksidansa koriStenih
u istrazivanju

Oznaka medija Naziv medija i koncentracija antioksidansa
M 1 B inicijalni + 0.1 mM salicilna kiselina (SA)
M 2 B inicijalni + 1 mM askorbinska kiselina (AA)
M 3 B inicijalni + 1 mM glutation (GSH)
M 4 B inicijalni + 0.ImM SA+1mM AA+1mM GSH

RM MS medij + 0,25 mg L"'BAP-a

Koristene su 2 sorte, odnosno njihovi klonovi ( 'Plavac mali' (PMC) i 'PoSip bijeli’ (POS)),
te su uzorci uzimani sa nekoliko trseva (PMC sa 6 trseva, a POS sa 2 trsa). U testiranju
predkulture mikroreznica, svaki pojedini trs je promatran pojedinacno, dok se u testiranju
protokola krioprezervacije zanemarilo podrijetlo materijala 1 uzorci su testirani na razini
sorte. Nakon uzimanja materijala provedeno je testiranje na viruse. Sanitarni status
koristenih klonova tj.trseva je prikazan u tablici 2. Prisustvo virusa GFLV, GFLaV-1 1
GFLaV-3 je utvrdeno ELISA testom. Mikroreznice su postavljene na medije sa
antioksidansima (salicilna kiselina, askorbinska kiselina 1 glutation, te njihova kombinacija).
Na jedan medij je postavljeno 10-12 mikroreznica sa svakog pojedinog trsa, kada je bilo
dovoljno potjeralog materijala. U slucaju ogranic¢ene koli¢ine potjeralog materijala, prvo su
postavljane mikroreznice na medije M_1 1 M_4 (sa salicilnom kiselinom i kombinacijom
antioksidansa) pa na medij M_2 1 na kraju na medij M_3.
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Tablica 2. Prikaz klona i broja trsa sorata 'Plavac mali' i 'PoSip bijeli', koriStenih u
istrazivanju 1 njihov sanitarni status

Sorta Klon i broj trsa Sanitarni status
PMCI16-12 bez virusa
PMC16-3 (LR3)
'Plavac mali crni’' PMC16-8 (GFLV+LR1)
PMC16-18 (LRT)
PMC19-13 bez virusa
PMCI19-15 (GFLV)
'Posip bijeli' P0OS089-3 bez virusa
POS089-11 (LR1+LR3)

Nakon sadnje na medij sa antioksidansima, a u svrhu dobivanja materijala za pokuse
krioprezervacije, pratili su se rast i razvoj biljaka. Cetiri tjedna nakon sadnje, zabiljeZen je
postotak regeneriranih biljaka. Regenerirane biljke su one koje su razvile dva do tri listi¢a i
s mnjth  su uzimani vegetacijski  vrSci, tehnikom  disekcije, za  pokus
krioprezervacije.Vegetacijski vrSci veli¢ine 1 - 1,5 mm su disekcijom izdvojeni s
mikroreznica postavljenih na medije sa antioksidansima. Vegetacijski vrsci stavljeni su na
medij za pretkulturu (M4) i zatim je nakon 72 sata proveden postupak krioprezervacije.
Postupak krioprezervacije zbog ogranicene koli¢ine materijala proveden je za svaku na
razini dviju sorata ('Plavac mali' i 'PoSip bijeli') koriste¢i se pri tome svim mikroreznicama
dobivenim u prethodnom pokusu. Krioprezervacija je provedena po metodi droplet-
vitrifikacije prema Bettoni i sur., (2019). U postupku krioprezervacije prvi tretman je
uranjanje eksplantata u LS otopinu (eng. loading solution) u trajanju od 20 minuta pri sobnoj
temperaturi. LS otopina sadrzi 2 M glicerola i 0.4 M saharoze u MS mediju. Postupak
dehidracije je izveden 50 % -tnom otopinom PVS2 pri sobnoj temperaturi u trajanju od 30
minuta i 100 %-tnom otopinom PVS2 pri temperaturi od 0 °C u trajanju od 50 minuta.
Sterilna petrijeva zdjelica s otopinom i eksplantatima je bila smjesStena u posudici sa ledom
kako bi se odrzala temperatura od 0 °C. Nakon toga su kapljice PVS2 otopine u volumenu
0d 0.01 mL dodane pipetom na komadi¢ aluminijske folije. Eksplantati su stavljeni u kapljice
PVS2 otopine. Zatim su se komadi¢i aluminijske folije sa eksplantatima stavili u tekuci dusik
na 50 minuta. Eksplantati su stavljeni u US otopinu nakon vadenja iz tekuceg dusika. US
otopina (eng. unloading solution) sluzi za vracanje stani¢ne tekucine i temperature
eksplantata u stanje kakvo je bilo prije postupka krioprezervacije, a sadrzi 0,2 M saharoze.
Eksplantati su u US otopini bili 20 minuta. Nakon provedenog postupka eksplantati su
stavljeni na regeneracijski medij (RM). OpaZzanje regeneracije je provedeno 8 tjedana nakon
postupka krioprezervacije. Utjecaj svih nezavisnih varijabli vezanih uz prvi dio pokusa za
dobivanje mikroreznica (medij, genotip, sanitarni status) te utjecaj sorte (u pokusu
krioprezervacije) testirani su odvojeno jednosmjernom analizom varijance. Usporedba
srednjih vrijednosti provedena je pomocu Duncan's multiple range testa. Sve analize
provedene su koriStenjem statistiCkog softvera XLSTAT 2022.1.1. (Addinsoft).

Rezultati i rasprava

Utjecaj medija sa dodatkom razli¢itih antioksidansa, genotipa i sanitarnog statusa prikazan
je u tablici 3. na regeneraciju mikroreznica u predkulturi. Najve¢i postotak regeneriranih
razvio se na mediju sa dodatkom glutationa (94,44 %), Sto je statisticki znacajno u odnosu
na medij sa dodatkom salicilne kiseline (61,76 %) koji je ostvario najmanji rezultat. Uspjeh
regeneriranih biljaka na medijima sa askorbinskom kiselinom i kombinacijom antioksidansa
je priblizno jednak. Regeneracija biljaka na razini genotipa ostvarila je priblizno jednake
vrijednosti (70,19 — 85,92 %). Sanitarni status dao je Siroki raspon ostvarene regeneracije,

57t Croatian & 17" International Symposium on Agriculture | June 19 - 24, 2022, Vodice, Croatia 577



08 | Vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo

gdje je sanitarni status GLRaV-1 ostvario najviSu regeneraciju (89,58 %), statistiki
znacajno razli¢itu od sanitarnog statusa GLRaV-3 (45,83 %). Jedino je sanitarni status
GLRaV-3 rezultirao samostalno nizim uspjehom regeneracije na razini svih genotipova. Ista
¢injenica je ranije potvrdena kod testiranja utjecaja sanitarnog statusa na svim trsevima
genotipa PMC-16 (rezultati nisu prikazani), a uzrok mogu biti razli¢ite mutacije ili utjecaj
razli¢itih genotipova koriStenih u istrazivanju. Slabiji uspjeh rasta u in vitro uvjetima
inficiranih genotipova sorata u istrazivanju, ali i drugih sorata ranije je takoder potvrden
(Markovi¢ et al., 2015). Stoga je potrebno definirati protokol za in vitro uvjete za svaku
pojedinu sortu, da bi se biotehnoloski postupci ozdravljivanja mogli primijeniti.

Tablica 3. Utjecaj medija sa dodatkom razli¢itih antioksidansa, genotipa i sanitarnog
statusa na regeneraciju mikroreznica u kulturi tkiva

izvor varijabilnosti razina uspjeh regeneracije
M 3 94.44 a
.. D ) M 2 79.29 ab
Medjj - antioksidansi M 4 72 60 ab
M 1 61.76 b
POS089 85.92 a
Genotip PMC19 78.06 a
PMCI16 70.19 a
GLRaV-1 89.58 a
bez virusa 79.09 a
) . GFLaV1+GFLaV3 76.39 ab

Sanitarni status

GFLV+GLRaV-1 75.00 ab
GFLV 71.03 ab
GLRaV-3 4583 b

Proveden je pokus krioprezervacije na sortama 'Plavac mali' i 'PoSip bijeli' (Tablica 4.).
Kontrola je korak koji prethodni smrzavanju i podrazumijeva izlaganje krioprotektantu
PVS2 50 minuta. Smrzavanje je korak u kojem su eksplantati prosli sve korake protokola i
zavrs$no su potopljeni u tekuci dusik. Kao $to je vidljivo iz prikazanih rezultata, sorta 'PoSip
bijeli' je dala bolje rezultate u oba koraka, medutim bez signifikantno znacajne razlike medu
njima. U kontrolnom koraku sorta 'Plavac mali' je dala slabije rezultate (29.03%) u odnosu
na smrzavanje (34.03%), $to je suprotno od ocekivanog. S obzirom da je prvi put ovaj
protokol testiran na ovim sortama, moze se zakljuciti da su relativno visoke vrijednosti
postignute za kontrolni, kao 1 za korak smrzavanja kod standardnog protokola
krioprezervacije.

Tablica 4. Rezultat krioprezervacije metodom droplet-vitrifikacije na sortama 'Plavac mali'
1 'Posip bijeli’

Tretman Sorta Udio potjeralih eksplantata (%)
Kontrola POS 52.70 a
PMC 29.03 a
S . POS 4720 a
mrzavanje PMC 34.03 a
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Slika 3. Eksplantat sorte 'Plavac mali crni' Slika 4. Eksplantat sorte 'PoSip bijeli’

cetiri tjedna nakon provedene cetiri tjedna nakon provedene
krioprezervacije (kontrola) krioprezervacije (smrzavanje)
Zakljucak

S ciljem postavljanja banke gena vinove loze, na temelju rezultata ovog istrazivanja mozemo
zakljuciti da je moguce testirati protokole krioprezervacije na zarazenom biljnom materijalu,
te da se uz pomo¢ antioksidansa moze pospjesiti rast istih u in vitro uvjetima. Medutim, za
primjenu ovih tehnika potrebno je napraviti daljnja testiranja in vitro uvjeta i protokola
krioprezervacije.

Napomena

Istrazivanja neophodna za ovaj rad dio su hrvatsko-srpskog bilateralnog projekta ,,In vitro
razmnozavanje, krioprezervacija i kvantifikacija bioloske aktivnosti plodova jagodastih
vrsta vocaka 1 vinove loze .
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Influence of antioxidants in preculture of in vitro microcuttings on grapevine
regeneration after cryopreservation

Abstract

Cryopreservation protocols need to be tested for autochthonous cultivars on an infected and
healthy plant material cause virus infection can be difficult in tissue culture. Antioxidants
can improve the plant growth. The aim of this work was to establish the plant regeneration
of infected plants in tissue culture conditions and testing a standard cryopreservation
protocol for grapevine on them. Buds 1.5.mm-size of infected genotypes were inoculated on
different MS (Murashige i Skoog) media with addition of 0.5 mg L! 6-benzilaminopurina
(BAP) and 0.05 mg L indol-3-acetic acid (IAA) with antioxidants (M1: 0.1 mM salycilic
acid, M2: 1 mM ascorbic acid, M3: 1 mM glutathione and M4:combination of three
antioxidants with mentioned concentrations) and in vitro growth was observed. From
shooted plants apical meristems were excised and cryopreservation protocol was performed
(LS-207, % PVS2-30"and PVS2-50" control and freezing). The highest in vitro growth was
achieved on medium with addition of glutathione (M3). Infection has an effect on
regeneration of plants, but has not effect on regeneration after cryopreservation.

Key words: growth in vitro, infected genotypes, antioxidants, regeneration,
cryopreservation
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