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Summary

21 WKH PDVWshslwignt. WKBIVLED .ettii®dR Y L U

REGENERATION OF ISTRIAN ECOTYPES OF GARLIC THROUGH SOMATIC
EMBRYOGENESIS

Garlic (Allium sativuni.) is an agricultural crogvhich is propagated vegetativelyhis
makesgarlic moresusceptible to various diseases, esily viruses that are transmittehd
accumulatedthrough the infected material to the next generatlanthe study of garlic
regeneration by somatic embryogenesis two Istrian ecotypes (12 and 13) obtained from the
Institute of Agriculture and TourismQ 3RUHp ZHUH XVHG &ORYH EDVHV ZF
and placed on two nutrient media of different compositions (MS and modified MS). Both media
had also two different growth regulator compositions. Callogenesis was achieved on both
ecotypes and all foureatments. The percentage of embryogenesis was higher for ecotype 13,
but not significantly different than for ecotype 12. The number of regenerated plants differed
significantly (0,05) between treatments. MS 2,4 D treatment had the highest number of
regenerated plants per callus in both ecotypes. Successfully were planted and acclimatized 239
regenerated plants, of which 70% survived. Laboratory detection of four viruses was performed
using the ELISA method, which included: onion yellow dwarf virus D, leek yellow
stripe virus (LYSV), garlic common latent virus (GCLV) and shallot latent virus (SLV). Plants
regenerated by somatic embryogenesis were compared with mother plants. Of the 82
regenerated plants tested, 16 were completely virus free (191%#)results of this study
indicate that it is possible to obtain viffiee plants by somatic embryogenesis.

Keywords: garlic, regeneration, somatic embryogenesis, virus free



1. Uvod

y H & Q(MiDnNsativurri.) je poljoprivrednakultura iz rodaAllium kojem pripadaju i
luk, poriluk, vlasac Pripada jednosupnicama ¢gmokotiledona pLML MH JODYQL HNRQRF
lukovica VDVWDYOMHQD RG OMXVNRP RPRWDQLEBKURNROQMHYD
rasprostranjen u svijetave RG XPMHUHQLK GR VXSV WIRN V. NEKUFD®UIM KM §
(Hanelt1990). 'DQDV VH pHE&QMDN SURL]YRGL QDMYL&HNiLVWRpPQ
-XaQRM $PHULFL WH X VMHYHUQR®OB)ILMHOX $IULNH :KLWH I

YyHEAQMDN VH ]JERJ LOQWsadPDIHY QRUIRMWXIVDDR SRYUUH X XaHF
]IDpLQ L GRG B tebjbh kdOljeldlta billka.OHGLFLQVND XSR&tAldED pHAaC
preko 4,000 godina Bhagyalakshmi sur. 2005). Allium vrste u svom kemijskom sastavu
VDGU&H VXPSRUQH VSRMHYH NRML LP GDMN.S dbironDidaWHULV W
daima sterilno sjemeu poljoprivrednoj prizvodnji raznm R & Ds¥\&getativno, lukovicama.

8 YHJHWDWLYQRP UD]PQR&DYDQMX &S/BRIInergeNe yeMetsked SRW
varijabilnostj niska brzina multiplikacieWH ]DUD&HQRVW VMHPHQVMNRJ PDWI
viro UHIHQHUDFLMD VRPDWVNRP HPEULRJHQH]RP LPD PRJXIUC
RGQRVX QDURDDYR MDY D Q Mid vitBor&ybheradipeRoVisho tipu eksplantata,

sastavu hranjivog medija te genotifiiassan i sur2014).

Zbog vegetativnogp ]PQR&DYDQMD JGUDYVWYHQR VWDQMH pHAH
i sekundanim virusnimLQIHNFLMDPD NRMH VH SUHQRVH X Me&btaMH G H U X
i sur. (2013 navode dajsNRUR VDY VMHPHQVNL PDWHULMDO pHaQMELC
YLSEBDWRIHQD YHULQVNL YLUXVLPD NRML LJUDMXOS@DYQX X
WRJD ]DUDAHQRVW YLUXVLPD UHGXFLUD VSRVREB@®RVW L G
YLUXVD NRML QDM pH & eety@rs STadrivskAllpxdvErGMDM YN X RSDVQR
SUHGVWDYOMDMX YLUXV @ianHealthDdwarfNicid @M Y R Y MULX @ XaNKDWV +
prugavosti porilukal(eek yellow stripe virus /<69 RELPQR ODWHQGAGAL YLUXV
common latent virys<GCLV) te latenti virus kgaka Shallot latent virusSLV).

Kod nekih biljnih vrsta je osim toplinskim postupkom i kulturom meristema postignuto
RVORERYyHQMH RG YLUXVD L VRPDWVNRP HPEULRJHQH]RP
UHIJHQHUDFLML pHEAQMDND VRPDWWN RV OHRAERYIHRQIMD H RRGP
Optimizacijom protokola za pojedine ekotipove, somatska embriogdriezengla postati
metodom izbora.



1.1.Hipoteza i dljevi rada

Hipotezaovog radaMH GD UH SRVWRMDWL VLJQ LehbKNdyent¢ee® H UD]C
L UHJHQHUDFLMH ELOMDND QD UD]OLpLWLP WUHWPDQLPD

Ciljevi rada

1.IspLWDWL XVSMHAQRVW NDOXVLUDQMD NDORJHQHI]H
GYDMX HNRWLSRYD pHaAaQMDND QDinpfdy LUL UD]JOLpPpLWD WUHYV

2.Dobiti bezvirusneELOMNH pHaAaQMDND SRPRUX VRPDWVNH HPEL



2. Pregled literature

2.1.Padrijetlo i klasifikacij a

RodAllium XNOMXpXMH QHNH RG QD K. ¥aibr bM & QANENY LY LU D Q
(luk), A. schoenoprasunivlasac),A. ampeloprasunssp. porrum (poriluk), A. tuberosum
(kineski gomoljasti vlasg¢Block 201Q). Allium MH aLURNR UDVSUR&MIKDDQMHQ >
umjerenim zonama sjeverne polutleepojavljujesei u borealnoj zoni (Stavelikova 2008
Unutar rodallium se nalazi preko 750 vrstdelik broj vrsta indicira da se mnogo evolucijske
diferencijacije pojavilo od nastanka roftéanelt199Q). Dok seu nekim navodima tvrdi da je
PHAQMDN SUY RWQEEB®HN 'NHDIRQD LVWUDALYDQMD XND]XMH
centralne Azije(White i Zellner 2009. 7 R p Q $jéMdflozapadnstrara planine Tien Shan
(Kirgistani Kazahstanye navodkao vjerojatncentarSRGULMHWOD pH&EQMDND (WRI
TamojH SURQDYHQ L IHUWLODQ pHAQMDN

yHAQMDN OXN L SRULOXN RGXYLMHN VX ELOL SRSXOL
KineskizaSLVL XND]XMX QD WR GD MH NXOWLYDFLMD pHaAaQMDN
Mezopotamiji (Block 2010 YyHAQWPNDWHDR KUDQRP ]D MDpDQMH LG
YHVODpH L YRMQLNH 5LPOMDQL VX LQWURGXFLUDOL pHAC
Sjevernoj EuropiU ERWDQLPpNRP QD]!satixunyD] @BIEIQ MXO®WLYLUDQL X
pLQMHQLFRP "& BativuHi r@phoYr@tidlgo se matralo da stA. longicuspisili A.
tuncelianumP RJX UL SUHFL PHyXW L BpoyrnDeQddelO surk2008X. W R

Tablica2.1.1.6 LVWH P D W L Rliunp $4&QrL.[p N D

TAKSONOMIJA

Carstvo Plantae
Divizija Magnoliophyta
Razred Liliopsida

Red Asparagales
Porodica Alliaceae

Rod Allium

Vrsta A. sativum

Izvor: White i Zellner(2008)



,DNR VH YHIJHWDWhrMEOBRMDIIN PFRREIOXMH YHOLNXMZEDULMDE
NRML VX SUL O linkaisKk® tegliphvh@énfalja u kojima se uzgdpmmesticirane
vrste su umjetno seleloniraneprvenstveno kako bi zadovoljile ljudske potrels#oga su
domestikacig i selekcip ] D Y Hukdvice te XNODQMDQMH FYMHWDMXULK EI
sterilnostipHjaka. -Ra8 MHGDQ pLPEHQVNNWMXWIO QBMGRWRUVLOQRVWL
AHWYD pHAQMDND X YODAaQLP SRGUXpMLPD SULMH FYMHWD
Y O D & Q BRck\201R).

22MRUIROR&NH NDUDNWHULVWLNH

S obziromnatodaMiLQD NXOWLYDUD L HNRWLSRYD pHaAaQMDN
UHSURGXNWLYQL RUJD @ikp 2.2.Q)M OkhvViza deHsastofi dR ML F ibalih
OXpLFD pHEAaQMHYD X WRWEVUXNREPROMPRHVHHRDVWRP ELMHOR
juskomaNRMLK VYDNL PRaHM&®an 2003 RN XLE LOWINKQXWDU pHaAQM
se nalazi klica sastavljena odt3 zametnuta lista.

Slika IXNRYLFD pHaAaQMDND
Izvor: Stavelikova (2008

8 SRYUALQVNRP VORMX WOD VH UD]YLMD VODER UD]JU

2004). Prvi list je bez plojke dok seisM HGHuUL OLVWRYL VDVWRMH RG OLQHD
Lisni rukavi tvore" O D A Q X V'WUljire 20 330 dvixdoKisne ploke mogu dosgnutivisinu
ido50cm.8 SD]XKX QDMPODYHJ OLVWD VH SUL, &4D §nuvé@akspgotl X UD V'V
njega pa sve do 4. lista po 1 do 6 pupova. Broj zametnutih pupova se smanjuje prema starijim
OLVWRYLPD yHaAaQWBYIR AN RRVR LDADIMPXODWL SUHPLMHAWDM:;
/HALO L VXURG QHNLK HNRWLSRYD VH IRUPLUD FYMHWQD V)
GR FP L |IDYUADYD aWLWDVWLP FYDWRP NRMMétoMst X SRpH
stQL D VDVWRMH VH RG SUDAQLND L WURJUDGQR QDGUD\
3ORG pHAQMDND MH WRERODF 6M}HtnélspNdjeokitghdte vild XJODY C
sitne



2.3. Kemijski sastav

yHAQMDN VH VWROMHULPQ@MNMRBYDWRMH NPRIGLWDQVYY DM V'V
danas *ODYQD NRPSRQHQWD DOLFLQ arMRWILLY MoHH § Q MO XIdD @ H D6 |
obrana protiv insekatapatogenal DNRQ R]J]OMHGH ELOMQL HQ]JLPL SURL]Y|
]DAWLWD LSYURQY LK @aoned NMabhmMID6B Louis Pasteur je 1858odine otkrio
DQWLPLNUREQD VYRMVWYD pHaAaQMDND 3DVWHXU MH SRND]IL
LQKLELUDWL UDVW SDW ReiaptybdtoceBiieptatattudBRCiNDI Ribiiav RV X
cholerasp., ali i kvasaca i drugih gljivica (White i Zellner 2008®o0kazano je da alicin reducira
koncentracije kolesterola, triglicerid® LSRSURWHLQD Q keMritidiral cdad/aizdgmiaH X N U®
neophodnih za sintezu kolesterola.

8 pHAQWHDDXOOD]L SUHNR ELRORANL 2D02MIuNa@®@iL K VSR M
VSRMHYL XNO MiXP-HistiKddksD)O/DF XV YUYHQL NDR JODYQH DNWL
OXNRYLFL pHAQMDND. O0HH/KWRM®L MX) NDR WDNDYMBNXHY®DOIL
se brzo sintetizira iz prekur®ra aliina djelovanjem alinaze nakon drobljenja tkiva
(Bhagyalakshmi sur. 2005). 8 JUDPD VYMHaH PDVH pHAQMDND JUD
zatim proteini (4,4 g). Od minerala je je bogat fosforom (44 MNgp OFLMHP PJ L aHO

J 7 D N Rd HeUi viidninima poput riboflaving0,03 mg), tiamina (0,24 mg),
nikotinske kiseling0,9 mg)i vitamina C.U njegovom kemijskom sastad R4 VH €@BPiOD]H V
germanij(Bhagyalakshmi sur. 2005).

Alicin iPD aLURNL MKRHANWKUL EIDRJPDNRORANLK GMHORY
DQWLNRDJIJXODQWQD DQWLKLSHUWHQILYQD DQWLPLNUREQ
antivirusna, antitumorska, antioksidativitig@lovanja (Amagase 2006

2.4 (NRQRPVND NB&QRBWRKoji svijetu

PremaposljednjimpodacimaFAOSTAT-a za 2017. godinu, u svijetu je proizvedeno
YLaH PLOLMXQD WRQD pHaQMDND QD SRYU4ALQDPD RG S|
VYMHWVNL SURL]JYRYDp MH .LQD V SURL]JYHGHQLK PLOLMN
ukupne svjetske proizvodnj®o proizvedenojNROLPpLQL VOLMHGH ,Q&@LMD %D
Unijai (JLSDW 8 (XURSL VX QDMYHUL SURL]JYRyYDpL 5XVLMD 8N

Prema zadnjem) RGLAQWHMH AU X 'UADY QRJ ]DW2R18. Poddri aW D W L V \
proizvodneSRYU&LQH VI HAG@FRMNIKk@) a taj broj iznosl 205has ukuprom
proizvodnjom o22831ttha OHYXWLP SURFMHQMXMH VH GD VHdVDP pHa
naoko300 KD X] SURVMHPp@AR/RULQRYV RG



25 %LRWHKQR O R@D H HPEHYWRDGHK

Primjenametodamikropropagacg, kulture meristema somaklonsk varijabilnosti i
J H Q HhANrarsformacih SRPUDpd UD]PQRADYDQM X R$OR EHRG Vi@ M L
RS OHPHQM jaKkdiRpbedopdzialQvar-Soto2012). 3SRpHWNRP VWROMHUD +
(1902 MH GHPRQVWULUDR NDNR SRMHGL Qot¢nQijelrézvo@a M QH VWL
kompletnu biljku direktno ili indirektno preko faze kalusa. Taj fenomen se naziva
"totipotentnost (Lee i sur. 2009. U novije vrijeme termirfregeneracijau kontelstu kulture
biljnog tkiva R ] Q D pd2wo[xijele biljke iz stanicekiva ili nekog biljnogorganain vitro.

2.5.1 Kultura tkiva i m ikropropagacija

. XOWXUD W N LnmidroREIBXHKSOEgD fBinica, tkiva, organa ili cijelih biljaka
u kontroliranim uvjetima (Thorpe 2007Sidhu 2010 5H]XOWDW VX NORQRYL NRI
odabranom genotipWw teoriji, kulturatkiva PRa@H VH SULPLMHQLWL QD ELOR NF
biline staniceu svojemgenomusadraDYDMX VYH SR W UJWDE R G UL@NRL@PND H LOIMIL
funkcija u umjetnom mediju (Diasisur. 2006 RQWUROLUDQL XYMHWL RPRJXUD
pogodan za njihov rast i multiplikacijte RPRJXUXMH S bilRag MER&i@ld1 dez
patoge@a. 7L XY MHW LpravNnO MpskrbuMibanjivim tvarimaR G J R'Y DaHDnéoKji L
RGJRYDUDMXUXSWH®BMUWDN R X.UWHUSaI HurR201PXT &hihiReMktdture
tkiva suposljednjin godinapsim NDR D O D Wan@ HL VSRRWMADLFH RG YHOLNH LQG
X SRGUXpMX UD]PQRADYDQMD dpledvijavjabiljakaNip@ivbbBj@ M D E R (
sekundarnih metabolif@gdusain i sur. 2012 0D OL N R P D Gdjiisk nAzNdjurkBpantat)
mogu se koristitizaprb ]YRGQMX VWRWLQD L WLVXUD ELOMDND X NR(
eksplatat VH PRaH UD]JPQRALWL X QHNROLNR WLVXiUD ELOMDNI
razdobljuimalomSURVWRUX EH] RE]LU ERn@m3kd ®/etb&iQ-MowueRED L YU
2009).

Medij za kultun tkiva L VWDQLFD PRUD VDGUADYDWL VYH KUDRQI
razvoj biljaka. Uglavnom se sastoji od makronutrijenata, mikronutrijenata, vitamina, drugih
organskih komponenthiljnih regulatora rasta, izvora ugljika i geliralL K VUHGVWDYD X V
krutog medija (Saad i Elshahed 201pH medija XWMHpPpH QD UDVW ELOMDND L D
UDVWD ELOMDND L XJOD¥MPRIHIOQWLWR U] PHFXWD ELOMDND
ELOMQRJ WNLYD MHU Eldrgdeiv ® DYWL KK O'RUXQKFD WURSL]H
dominaciji Auksini, citokinini i gibereim QDMpHauoH VH NRULVWH NDR UHJX
(Hussaini sur. 2012). Visoka koncentracija auksina uglavnom pogoduje stvaranju korijena,

GRN YLVRND NRQFHQWUDFLMD FLWRNLQLQD SRWLpPpH UHJF
citokinina dovodi do razvoja kalusa (Hussaisur. 2012). Murashige i Skoog (MpBmedij

(1962) sH QDMpHA&UHINNRUBMWRADY DQMH PQRJLRremaaMiQLK YUV
Elshahed2012 Q D M pah@ibdni Kedijuz MS medijsu White medij,Linsmaieri Skoog

(LS), Gamborg (B5inedij te Nitschi Nitsch (NN) nedij.



%LOMNH SRND]XM3posbhrio®Ri NregdrieMSj&® Qnutporodice vrsta |
genotipova iste vrste. kotiledore RELPQR UHJHQH UL UdkdMilEdapeD N ®HN RQyHIWR P R
vegetativnidijelovi ELOMDND ODN&H VH UHJHQHULUDNMsp@rttaliR JHQH
koji se koriste zan vitro regeneraciju trebaju biti izolirdwod zdravih biljaka.& W Rképlantat
stariji, manji mu je kapacitetegeneraciel DGDOMH Y RIORKS®®itE U_donorskoj
ELOMFL VX Y Di&QUL MNHRWM H NLYP? B DX @bEnihXzalih|a ko jrio@QuXe de hiebrxi
i biti manje ovisni o hranjivim tvarima medija (Yildiz 2012). U in vitro uvjetima WDNRYHU L
bakterije i gljiviceimaju RSWLPDOQR RNUX&HQMH ]D UDVW WDNR GD
zbog kontaminacije SUULMBHIWQHUDFLMX WNLYD 3RYUALQVND VWHL
sve mikroorganizme, s druge strane koncentracija, vrijeme primjene i temperatura
dezinfekcijskog sredstva mogu utjecati na kapacitet regeneracije (Yildiz 2012

,VWUDALYDQMNLPMBEQR RLNURSURSDJDFLMM®NQD® pHAQM
ovom tehwlogijom VH PR&H UHSUR G X biljakaDAVnality frth@mieNata &ivaRdd
pHIJDLPD SUHGQRVW QDG NODVLpQRP PHWRGRP UD]PQT
MikropropagacijaP R & H pEokétfdn&roz 2 morfogenetska pupRPRUX RUJDKPpRIJHQH ] H
rezultira formacijom organa (korijena itabljike ili somatske embriogeneze kojom se
formiraju strk WXUH PRUIROR&ANL VOLPpQH LOL MHRaDMHSIloJRWV NR
2012). Nawedeni procesi mogsge odvijati direktno ili indirektno preko kalus&tarenjem
NDOXVD PRUIRJHQHWVND VSRVREQRVW pHaAaQMDND RSDGD |
(Novak 1990. ,] WRJD UD]J]ORJD SUHIHULUD VH UHJHQHUDFLMD I
kalusa. Sata i sur. (2001 navode kako embriogeneza ima nekoliko prednosti nad
organogenezomY HUL SRWHQFLMDOIif@y EURMIYEGQMBRDY HQmh AL DKW
VQDJRP L QLAL WURA&GNRYL 8VSRVWDYO WSQRBRDVMHMQAMIEBNROLN
NRULVWHUL RED QDpLPRWRR MRUIBRWIR D NWNYIZEDPD QM B WBRW RN
baziralo na organogenezi (RobleHazi TovarSoto2012).

2.5.2.Somatska embriogenezéSE)

7LMHNRP HYROXFLMH PQRJH VX #rhtegieQzhl a¥ekisdamii UD]Y
embrioJHQH]X XNOMXpXMXuL L VREDIWNR X LH RERJDIRPHEMY H]RNROL
JHQHWVNH IDNWRUH NRML VSUMHpPDY DM XpojaMjujaV$eOw ]D FL M X
RJUD QL pH QRrgviroBrivirHUvj&tima unutar ovula u vrstPaeonia(von Arnold i sur.
2002). TaNRYyHU X RGUHYHQLP RNROLEDRVYRNH WHW & BHEEERAD RU &HWIR \
biljka Kalanchoéstvara oko svojih listova male bipolarne sturke koje se kasnije razviju u
biljke (Garcés Sinha2009).

Somatska embriogeneza proces regeneracijkoji se sastoji od nekoliko koraka.
Z D SR p L QrivaEijov préebhbriogene mase, zatim formacijom somatskog embrija, zriobom,
desikacijom te na kraju regeneracijom biljke (von Arnold i sur. J00ZE je rezultat
ILJLRORANLK ELRNHPLMVNLK L PROHWW@édeniakded isBRrP MH QD
2019.). Steward i sur. (1958su originalno promatrali regeneracgomatskom embriogenezom
iz kulture stanica mrkve.



Pri somatskoj embriogenezi somatske stanice se razvijaju dijeljenjem da bi formirale
kompletne embrije analogne zigotskembrijma (Lee isur.2009). Somatski embiyi imaju
bipolarru struktumu, to jest razvijaju se satabljikom i korijenom, ali bez vaskularne
povezanosti s roditeljskim tkivom i bez fuzije gamelingnez22001). Tijekom svog azvop
HPEULM SUROD]L NUmmg faZeteCske priogvi Haz\iiawariXghd b Erbie) srcolika
torpedasta faza. Somatski embriji se mogu razviti direktno iz stanica tkiva eksplantata bez faze
NDOXVD OHYXWLP LQGLUHNWr indG&cKani i 3a@weri i% ptofeRmarmygy VNL H
kalusaMH JHQH U (Per® B9 HRashid 198§.

Somatske stanice unutar biiké DGU&H VYX JHQHWVNX LQIRUPDFLMX
kompletne funkcionalne biljke. Indukcija somatske embriogeneze mora se sastojati od trenutne
terminacije ekspresije genadgovornh za organogenezw tkivu eksplantata i njenom
zamjenom sa ekspresijonerga odgovornih za embriogeneaHGDQ RG PRJIXULK PHKD(
zaregulacijuekspresije gena je DNA metilacija koja je uzrokovana auksirflro&chiavoi
sur. 1989). Navodi sel da strev QL XYMHWL NDR &@&WR VX QLVNH LOL YLVR
osmotskiARN L GOrhajy XM GLAQM X X O R 0 HrijghoSaRsighakh GoplavDdD dv
reprogramiranjaekspresije gengNic-Cani sur. 2016, MéndezHernandez sur. 2019). Osim
nave@nog L]YRU GX&4LND NDR L QMHJRYD NRQFHQ@QwsbDadkeiD X PH
embriogeneze€NRG NXOWXUD NDR a@aWR VX PUNYD NUDVWDYDF L C
djelovanaM H MR a X YnatiwéNegHd@dhglez i sur. 2019

Promjene u genetskom programu stanice koje dovode do poticanja razvoja somatske
embriogneneze zahtjevaju regulaciju nekoliko gélendezHernandez i sur. 2019 U
litetaturi se navod8ERK(Somatic Embryogenesis Receptor KinddesC (Leafy Cotyledoi,
WUS(WUSCHE i BBM (Baby Boom) 1DMYD&QLML BERKKoMje KrvridbidH Q
identificiran u Daucus carota (Schmidt i sur. 1997). Ovaj gen je detektiran u ranoj fazi
embriogene kulture u prisutnosti 2géklorofenoksioctene kisela(2,4 D). Dokaz daSERK
VXGMHOXMH X LQGXNFLML 6( MH SURL]DaADBERKI®@DOL]H HN
ekspresiran tijekom formacije embriogenih stanién vitro kulturi Arabidopsisthalianakao
i usvim stanicam UD]YLMDMXUHJ HPEULMD WL grebhkR fazé) Nadh ID]H 6
srcolike faze ekspresiBERK1IQ LM H Y L & HauGehibiijl B MALDUMDIOP X LVWUDALYDQN
sur.(2001) kod transformiranih biljaka kod kojih vereksprimiralBERK1 mRNA pokazuje
300 +400% S R Y Helu2ixaénosti u inicijacijiHPEULRJHQH]H pDN L X NDVQLML
i sur. (2000 QDYRGH GD RYL UH]XOW D WresijX SERKY N IWMMHWX QD]L
embriogenetsku sposobnost stanican witro kulturi. LEC (Leafy Cotyledon WDNRYHU LPD
YDAQX XORJX X UHJX alpialaptipdla skupim frarRkvpcijskih faktgauoi
sur. 2013). LEC NRQWUROLUD UD]OLPpLWH SURFHYV HgildeiRfaZ&dV R VX P
zriobe. Uspostavljanje apikalnog meristema stabljike je nephodno za SE i za regeneraciju
stabljike. Taj proces zahtjevasgkesijuWUS D 9DaQD N D WNSaeHsPgdsvnostN D
kretanja iz jednog tkiva u drugo (Yadav i sur. 201WUSCHE i LEC2 reagiraju na
SULVXWQRVW DNXVLQD latdfeGHjGe tBtifotdnciéVjX BEM. RBM P R4 H
LQGXFLUDWL HPEULRJHQH]X X GLIHUHQFLUDQLP VWDQLFD
embriogenez@rikova i sur 2012).



Sintetski auksiniSR S XW "'VX SRVHEQR XpLQNRYLWL NRG S
stanice manje metaboliziraju nego druge auksine (von Arnold i sur.)2062 i sur (2009)
navode dat WLMHNRP LQLFLMDFLMH HPEULRJHQLK NXOWXUD YL\
24 D) potaknutiL VW D Q fdr&ziju (®uirRdcla kalusa) i embriogeni put razvofaH y X W L P
dalje navodi kako W VRNH NRQFHQWUDFLMH D Xhnti¢dn@ Bmbriedehezd®V/ HQH S
djeluju inhibitorno na razvogomaskih embrija u kasnijim fazama razjeo Abohatemi sur.

(2017 QDYRGH GD VH SURGXNWLYQRVW |]D HPEULRJHQH]X NR
dodana niska koncentracija 2,4 D u medeneralo se smatraloda se embriogeni put
regeneracijedeterminraYUOR UDQR X HPEURRNMHQRIMR NOOOMu& 8BL X &PV N Y
smatra model biljkonza somatsku embriogenezledan mehanizam, ghtojem DXNVLQ PRaH
regulirati embriogenezu je krazakiseljavaneFLWRSOD]PH L LOL Kuts¢liz@QLpQH V
(1994) te MarquezLépez i sur(2018) QDYRGH GD VX DXNVLQL SRGMHGQDN
stanicama6( GR JOREXODUQH IDJH UDVWD QDNRQ pHJD GROD]L
GLVWULEXFLMH DXNVLQD X VWDQLFH NRM HI rioMijd RijgrRd, UDW L N
SULPMHQD QRYH JHQHUDFLMH UHJXODWRUD UDVWD NDR a
brasinosteroidpostge korismaza poticanjesomatske embriogeneze u mnogim biljnim vrstama

(von Arnold i sur. 2003. Stupanj diferencijacije emipa koji se odvija u prisutnosti auksina
YDULUD NRG U D ]®Q Rridgdinknuyi davse/ &uksd Drizmizimaiz medija tako da
LVFUSOMLYDQMH DXNVLQD X PHGLMX ]D NYWOAMEIYD XSUE RpLQMFE
2002). Medij bez hormona (honone free) 8 p HV W &i 28 Ralzvbj somatskih embrija iz
globularne faze u cijele biljke. Lee i sur. (2008avode kako je niska koncentracija hormona

u mediju za razvoj katkada potrebna, ovisno o vdii bi se promovirao normalan razvoj

embrija.

NizDN S+ MH QHRSKRGDQ ]D RGUADYDQMH NXOWXUH X
perioda spkultivacije, pH medija opada s,8 na oko 4. Kada se kalusi mrk\e. Carota), koji
se nalaze u predglobularnoj faaf X SN X OW LY L U D Mz pbBnoviay pdfidraarPiid @H M
5.8 brzonastayjaju faze razvojgvon Arnold i sur. 2003. Embriogene kulture nekih \esi
neki genotipovi mogu biti sakultiviranikrR] SURG XI&RMGQQ B RHGLMX NRML VDGU:
rasta, D GD L GDOMH |]DGUAaH SXQd jebtRi& UdaRelimau kapaietHz® F L M D C
proizvodnju zrelih somatskihembrij@ Hy XWLP SRMDYD V RiP&NOHR @RN H GYODNDL |
SURGXALYDQMHPINXDWNMWD JXEL HPEULRJHiQ@hangkrRW HQFLMD
potpuno izgubg.

=D LQGXNFLMX VRPDWVNH HPEULRJHQH]H FLWRNLQL
PRQRNRWLOHGRQH YUVWH LPDMX V SdahddepeaddzgmhjgVa/MHY H ]
UD]JOLPpLWD KRUPRQD O Qpvostabifike, D 5 ROW R GKRFU UM QMBI SUL pH
UD]J]OLPpLWD KUZDQa%k €bbribdezd Aiijeva jedan hormonalni signal za

poticanje razvoja bipolare struktu@omati D HPEULRJHQH]D QH |[DKWMHYD UD]
VH Qangehtracije hormonak&®® L XRSUH GD EL VH SURPRYLUDR UD]YRI
biljke (von Arnold i sur. 2002 Zimmerman 1993). Somatska embriogeneza ima potencijal za

brzu i efikasnun vitro regeneraciju. Prinos i kvaliteta somatskih embrija ovise o optimizaciji
sastava hranjivog medija i regulatora rasta (Lee i sur..2009



2.5.3.Somatska embriogenezaQ D UD]J]OLpLWLP NXOWXUDPD

.DSDFLWHW ]D VRPDWVNX HPEULRJHQH]X MHPHHXHWV N L
genotipvima za ovo svojstvo. Biljne vrste koje su sposobne eksmti svoj embriogeni
potencijal bez obzira na tip eksplantatanpr.mrkva (D. carota) i lucerna Medicago sativa
dok se kod mnogih drugih vrsta treba konstinbriogeno ili jako mlado tkivo kao eksplantat
(von Arnold i sur. 2002). U literatur VH PRJX SURQDUL UD]OLpLWL SURYV
embriogenezu mnogih biljnih vrsta.

Tian i sur. (2002) su razvili protokol za regeneraciju lucerne somatskom
embriogenezom5D]YLOL VX SURWRNRO ]D G Xl R prgbRoger aDY D Q
potencijalomKalusi su prvotno bili inducirani na 2 medigshi SH4AK NRML VX MBGUAaDYD
UM 2,4Di 0,9 uM kinetina. (PEULML VX VH IRUPLUDOL GDQD QDNRQ L
samo na B5 mediju, dok na SH4kediju QLMH ELOR HPEULRJHQH]H .DGD VX
SH4K medija na medij bez hormgn@ R §e@ddrpojave embriogenezeéalusi koji su se razlii
na B5h mediju su brzo tijekom gkultivacije izgubili embriogeni potencijaKalusi razvijeni
na SH4K mediju ostalsu jako embriogeni. Embriji na SH4K mediju su pokazali vigor pri
Klijanju. 1z njih su se razvile normale i potpuno fertilne bil{k&ni sur. 2002).

Embriogeni kalusCymbidiumorhidejapotaknuti suz longitudalno seciranih segmenta
tzv. protocormlikebodies(PLBs) kultivara Twilight Moon 'Day Light, hibridne orhideje na
modificiranomVacini Went mediM X N R ML MNAA/(D@ftbéeDoctBria kiselindi 2,4
D sam ili u kombinaciji gidiazuronom(TDZ) kroz jedanmjesecHuan i sur. (2004 u svom
LVWUDALYDQMX QDYRGH NDNR MH RSWLPDOOMINNRRELQDFLM
i 0,01mgL "t TDZ. Embrioger struktue su se formiradtek NDGD VX NDOXVL SUHEDDpH
bez reqgulatorarastd DNRQ PMHVHFD HPEULRJHQD PDVD VH XVSMH?Z
V GREUR UD]YLMHQRP VWDEOMLNRP L NRULMHQRP QDNRQ
SRVWRWNR P& 0H 400¥%OM P X D] DPLMHUHQH jAIDRFLINRKD RERHYXDUL
regenerirane biljke sta20 mjeseci.

.RG pHAQMDNX V BIR6G QdRagens@aswv-D MH WDNRyYyHU UD]YLMH
]D UHJHQHUDFLMX SRP-RRYX DG L=@X)BuddlRiYkalise iz dijelova
korijena koj su bili kultivirani naMS mediju ili Dunstan Shortmineralnoj otopini Mediji su
X VYRP VDVWDYXuM X490 D katd EadjiBEAP (6-benzilaminopurin)kinetinom
(KIN) ili tidiazuronomu konceriracijamaod 1, 5ili 10 uM. 1 D Mufi¢kivenciy kalusa su
postigli na mediju $ pM 2,4 D u kombinaciji S5 uM TDZ ili 10 uM BAP (789% i 78,4%).
Kalusi prethodno uzgajani na medjuM 2,4D u kombinaciji SLOuM BAP ili 10uM TDZ
V X S RN D] D @dstofab figrmatijeLembriogenih kalugb%i 42%) NDR L SURVMHpPDQ
VRPDWVNLK HPEULMD SR NDOXVX 7DNRYHU QRNRMBGRGD P
utjecaja na formaciju kalusa ili embriogeneRodatak kinetina u medp,5, 251 5 uM) u fazi
ral]YRMD HPEULMD ND N | i QbxyoRaZ o EnToR|& KejGsWzakoRenilipresadili
suX VWDNOHQLN WH LK MH SUHALYMHOR
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2.5.4.Somatska embriogenezaQ D pH&AQMDNX

Prva smDWVND HPEULRJHQH]D QD pHaAQMDMK BNl SRVWLJ
primjetio formacije struktura koje je nazvao asembrioidifh@.strukture su se formirale na
kalusima koji su se razviliz vihovastabMLNH OLVWRYD L @EDgtkinethd@MHYD X
MM) i IAA (indol-3-octena kiselinp(10 puM). Optimizacija sastava medija je neophodna za
RVLIXUDQMH EROMHJ SULQRVD L NYD(QéeeWstkv20¥ BRSIM WV NLK
WRJD XVSMHEQDRYHVHQNDR W R M Ho §ebdthw R ekPBNtQDIY HGH Q|
IL]LR @RtamiiRe kombinacij regulatora rasta mediju (Hassan i sur. 2034U ranijim
L VW U D a (Nagi Mur R@LQ, Keles i sur.2011, Khan i sur. 2004 Fereol i sur2002,
Sata i sur2001, Sudarmonowatisur. 2001) su razvijanprotokoi za somatsku embriogenezu
QD pHaQMDHMipmRBHpaenala medija i izborom tipa ekplantdfanavedenim
VWXGLMDPD VX NRULAWHQL UD]BL pdriywr) zaredgerenatijubNak® D QW D\

Haque i su (1998) su koristili vrhove korijena kao eksplantat. Navode da je optimalna
koncentracij®,4D bila0,5pM. .RQFHQWUD HIuM,2,4DHMIB IRREDOD LQKLELWRU
na formaciju kalusa i embrij&Embriji su proklijali i razvili korijenje na MS mediju koji je
sadU & D ¥0uR! kinetina.Hassan isur. (2014 VX X VYRP LW\U NBR HMENQE X
NRULMHQD pHEQMDND MMHR NHINGGODDQ W B WV WMDY PUUWLP NRPE
rastaUWYUGLOL VX GD 061MB¥M2,4M bio VidpBKladri)iv@oticanjekalusa
S regeneracijom od 86 L YHOLpLQRP cN Dppoxhj¢éid Dalje navode da je ova
NRQFHQWUDFLMD WDNRYHU GDOD HPEULMIk NBRKejUjRl NYDOL
V D G U 2D B R kinetina dao bolje reztate u regeneracifiiljaka iz embrijai proizveo
QDMYHUL EU RN McnXséaljike po kalusu. Maksimalno trajanje za indukciju kalusa
i embriogenezu j&7i 10,67 dana.

Sata i sur. (2001 UD]JYLOL GLUHNWQX VRPDWVNX HPEULRJHC
HNVSODQWDW VX SRGLMHOLOL bHaQ gdhske @rbbrijess d®liHOD ED]
samo iz bazep H & Q Mdh driDgi dijelovi nisu pokazali potencijal za &tivara'Maleput
uzgojenom na White medijiNRML MH ¥DEWAHI DR3 uM kinetina S tom
kombinacijom je postignuta direktna somatskabriogenezali 60% e&splantata. Pod ovim
uvjetima svaki eksplantat formirage 20 do 25 embrijg koji su se u prisutnosti visokih
koncentracija kinetina pretvorili u hiperhidriranu masutkiVaD NRyHU XVSRUHGERP :KL
medija navode da White medijim@LaL VDGUADM 'QR&MWNJURWDB RGFQEDQRP RE
AWR MH DhiRIBIZitaMi Kakeih stimuliraju embriogenezu dok nitrati i glutamin inhibiraju
taj proces.Narayanaswamy (1993 navodi da supak minimalne razine intracelularnog
amonijaka iz gitamina neophaw za promociju SE.
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Fereoli sur. (2002) su proizveli somatske embrije i billke od kulitivdRouge de la
Réunion iz kalusa koje su dobili iz vrhova korijena na modificiran@s mediju koji je
VDG UDZ YW RA4D i kinetina 2,3 uM. 75% embriogenih kaka je razvilo globularne
embrije na tom mediju nakon 2 mjeseblvode kako se 30% somatskih embrija razvilo u
ELOMNH NRMH VX XVSMHaGQR DNO L Pepdilsiit. @IDE) tsphistswli D N O H Q |
protokol za regeneciju embrijapHAQMDND NUR] VXVSHQ]JLMX ivdd2QLFD S
GLMHORYH PODGLK OLVWRYD XModrasthh& BEKmed EnthdoQeviiHY D N X
kalusi su postignuti kada su eksplantati bili uzgojehbsiM 2,4D i 0,47 uM kinetina, a zaim
preneeni na modificirani BS medis 2,2 uyM 2,4 D, 1,1 uM IAA, 1,1 pM NAA i 0,4 pM
kineting, plus 175mM saharozeé 2 mM prolina .DOXVL VX ELOL RGUADYDQL QI
mjeseci i potomsubL NRULAWHQL ]D LQLFLMDFLMX VXN6&EdJLMH VW
s1,3uM 2,4 D, 04 uM BAP i 131 mM saharozeProdukcija embja je bila postignuta na
mediju s2,3 UM kinetinai 0,4 uM 2,4 D. Embriji su se razvili u biljke koje su mogle proizvesti
mikroglavicein vitro.

Khan i sur (2004) su razvili protokol zaregeneracy 2 ki WLYDUD pHER MDD
postotak kalusa su didbs kombinacijom5 mgL™ kinetinai 1,5 mgL™2,4 D. Embriogene
kulture su poizvele veliki brojklica QD 06 PHGLMX NRMLmy H' BAPGUADYDF
Zakorijenjivanje individualnihzdanakge bilo postignuto nakon prebacivanja kalusa na medij
bez regulatorarast?& LOMNH VX SRVDYHQH X WOR QDNRQ DNOLPDWL

Keles i sur. (201) su razvili protokol za SE turskogik® X W L 'Y D U,[XastdradpiM D N D
Koristili su 6 tipora ekplantata (dijelove korijena,jeliove mladog lista, pravu stabljiku,
dijelove baze, srednjidic. YUKRYH O D)a®W YWMEDR B Q MAXNKER B djDKelGaH
ili broju embrija po eksplantatu s obzirom na sastav medija i tip eksplaBtateatske embrije
su dobili samo izksplantat&koji su uzeti od korijenan viro SURNOLMDO laffolpHAQ MH Y
formacija kalusa je dob&nanaMS mediy NRML MH ¥y UAR YDRR 124Di2
mg L kinetina. Nakon formacije kalussgrHP MHAWHQL VX QD P$Sb@atdkaEH] KR!
embriogeneza je postignutadz,4% N D O XV D V 13,6dnBrifaHbp €kBolantatu. Postotak
klijanja embrija je iznosio 87%

Nasimi sur. (201Q) VX L] NXOW L YBmuba Baicd @obih kalDse iz bazalnih
GLMHORYD pHaQ M BnvbbodgmezQ 6u Pddifelli Ma 3 faze. Inicijacija i pferacija
embrija, maturacija i klijanje ,QLFLMDFLMX JOREXODUQH IDJH VX ]D
koncentracijama BAP R,4D, ali maksimalna proliferacija je postignutalwg L' BAPi 0,25
mgL12,4D. Najbolji razvoj embrija je postignikada je0,5 mgL* GAs (giberelinska kiselina)
bilo umediju,dokje ABA (abscizinska kiselina)issLP NROLpPpLQDPD LPDOD PDQMX
Rast embrija je bio maksimalan pri 3% maltoze u mediju, dok konvenzifaija u biljke bila
QD MY L1B5®%) kada je u medij dodano 3% fruktoze.
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26.9LUXVL QD pHaAQMDNX

O9HJHWDWLYQL QDpLQ UD]PQRJIDYDAQMDEMMMIQIMMDND YRC
vrstama koje se iz godine u godinu akumulirggMV R U H JedGK&j IpkihbsaXParrano i sur.
2012) 6 WRJD MH SURL]JYRGQMDy VDNGRQARLAWBQYMH LBMHD|® DUXMY R
proizvodnju(Pramesh i Baranwal 200)5Poznato jegGD pHAQMDN PRaH ELWL LQILF]
YLUXVD &aWR YkamQdbs| ¥ Y D XWBRabMan@ikDIB ,Gavande i sur. 20183
7HANR MH L]GYRMLWL MHGQUWQRL UXVRXO YNWBV Xp HQ MID N D
NDUDNWHULVWLND nNRRIMH YRVYWRIMH VRRPBEWRPD MRaka SULURG
(Fajardo i sur. 2001

,GHQWLILNDFLMD X]J]URPQLND RYLK EROHVWiobERMOD MH W
YH]|DQL X] LIRODFLMX L SURpPpLaAUDYDQMH YLUXVDQsph®L VX X.
GRPDULQD XmeknhkX HiXjM Mrsta Allium), oGVXWQRVWL VSHFLILpQLK
biljaka za njihovu diferencijaciju i istovremenih infekcija s mnogim virusii@aje dovelo do
SRWHANRUD X QM LK &eYifdvmacaHi @tevaml MNHYXL R DMYDAQLMLP SDW
NRML XWMH fpH &QMDPOM 6 N IDERIsebhdJoxiVKboji pripadaju rodovinRatyvirus
Carlavirusi Allexivirus (Katis i sur. 2012 Cheni sur.2002, Cheni sur.2004, Chodorska i
sur.2014).

YyODQNRQRAF¥FDAIQMUDIMIRIX X HSLGHIPL@ERBSIPY: i YLUXVD
Carlavirusi SUHQRVH SXWHPQGO SWHYI KV WaHaQAR EVpusQoDtprh @inja.
8WYUyVHQR MH GD VH pHaAaQMDN EH] YLUXVD EU]RpRQRYQR
(Lunelloi sur. 2007, Melo Filhoi sur. 2006). S obzirom na to da se virusi mogu akumulirati
ulukovicama LQIHNFLMD VH SURGXaXMH L] SUHMaKeyGOM VH]RQH

*RWRYR VYL L]JYRUL pHAaQMDND VDGUAaH YLUXVH G6UHIU
ODWHQWQD /DWHQWQL YLUXVL pHsv€ddkDsK biljka R E & Q@ MQHNIDH (B8R
SRGYUJQH VWUHVX LOL UDVWX 1DMpHAUL VLPFAS\URBPR aH) VHN |
SRMDYLWL L LIREOLREQYMROLEULNRVO@ILKWHDROHVWL SRVWLA
]JGUDYLK pHAQMHYD VPDQMHQMHP SRSXODFLMH OLVQLK Xal
vegetacije De La Cruz Medina Garcia2007).

OLMHEDQUXVQH LQIHNFLMH L]DJLYDMX VLPSWRPH QD Ol
pruge, pjegavosuvijanjei zaustavljanjgastaELOMNH &WR GRY R Gdlave®i VWY DU |
pHAQMHYD UHGXFLUDM X UL PrRDAMEIOJFRIMD Y EW.02006)GKer LAWHQ M H
]JGUDYRJ VMHPHQVNRJ PDWHULMDOD pH&QNDN RadR ReAH SRY|
XVSRUHYyXMH V VWDQGDUGQLP VMHPHQRP NRMH NRULVW
ekonomski gubici u prinosu su uzrokovani prisudin@PotyvirusavL U XV aXNHQMNDLY RV W
luka (OYDV) i u manjim razmjerimaivusom aXWH SUXJDY RY3W)(P&rBtd LsrX N D
2010). 'UXJL YLUXVL X XJODYQRP ODWHQWQIvaaDjkjGUW.pDMQRJ
1991). OHYXWLP VLPXOW D @®lavieuginkbNilF LAMeXividsima zajedno s
Potyviruom PRaH LPDWL iVJQHWIN. VRH pDIWLY QL
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OHypotyviruVLP NRML AR OWM X XV aXUHQMD L(OYDEOMDYRV'
je glavni virahi SDWRJHQ pHRRQ@QWHPNO MIIS FVad Rifk 199 | IMre\W iBsur.
2007). OYDV M H p®&ddi@ePotyviridae rod Potyvirus OYDV se prenoslisnim XaLPD QD
QHSHU]JLVWHQWDQ QDpLQ L SURL]JYRGL VLPSWRPH QDOLN E
SUXJD RYLVQR R LJ]RODWX Y [Gawawvide iLsuRBIQ)\WNekeDprbxjereH & Q M D N
SRND]XMX GD RYDM YLUXV PR&H V@agQsut. WIA2SULQRYV JODYLF

9LUXV aXWH SUXJDMNMRNROLREBRE VEE K NDAIDVER (Bosi
sur. 1978). Allium Potyvirusirijetko prelazena QRYH GRPDULQH &WR XEODA&DY
NRQWDPL @&bd&QR H K VaMLiJ G kHiji 1&Rppadaju@dd Allium. LYSV VH PRAaH
QDUL XRELpDMHQR X SULUR GLdroginY Litusn@ QI IDAR NiFOFAS\®IKN VL P D
GCLV. PojavalLYSV X WLP YLUDOQLP NRPSOHNVLPD RWHADYD |
klasifikaciju (Bargi sur. 1997). 8 pHAQMIVYNX]URNXMH SRVELYWRHLPD aWR
UZURNRYDWL NUAOMDYRVW FLKHHO R RAHO M WNH{PHRAPeXY DU X V
deformacie & W R U H ] X @WpribdSa($XIzdnWWREbinsor2012). U poriluku se infekcija
SRMDYOMXMH NDR LOL EODJD NORURW&HQIR DieMhBFR VW GRI
L O LoguinManjacijele biljke (Paludari98Q).

2ELPpQR ODWHHAQMIID NDUMN RJIJUDQLpHANuUWDGE RHHERQAD VDU
YLAH RG apH¥QMDNRP NDR JODHMNRYERPILDYILGRBD SRULOXN
(Van Dijk 1993). GCLV MH ODWHQWDQ X pHaQMDRo¥viris{na XRERPELQTL
GLMHORYDWL VLQHUJLVWLpPNL 3RVWRML VXPQMDB&® VH SUL
i sur. 1997, Van Dijk 1993).

Na Allium vrstama prva pojav&arlavirus-a je ona odlatentnog virusa kozjaka, a
izolirana je izA. cepavar. ascalonicum u NizozemskajLatentni virus kozjaka je sveprisutan
zbog vegetativne propagacijBosi sur. (1978) QDYRGH NDNR RYPQDPRLMRIAR P
UHGXFLUDWL SULQRYV 8 NR]JDMNX pH&QMDNX L FUYHQRP O
DOL WDNRY&HUIMW® X pMbityWivus@rid. X J L P
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2V ORER§HQ MémaCkulturd tkiwa D

Proizvodnja bezvirusnih hdka pHAQMDND WUDGLFLRQDOQLP DJURQ
WH&aNR L]YHGLYD L VNXSD MH W kejbj nértaRiRi$hD @eRiotf)ayiRse LWL X U
p U H te@reprekeU D] P Q R aleXvidu@rivhHhiljakdn vitro PRaH ELWL NRULAWHQR G
velik broj biljaka bez virusa u kratkom vremeroriconi i sur. 199Q). Kud lkovi i sur.

(2016 VX UDGLOL LVWUDALYDQMH QD HOLPLQDFLML *&/9 QD
NHPRWHUDSLMH .RULVWLOL VX JHQRWLSRYD pé&tgeQ MDND
od 25 do 50 md." ribaviina 1DMYHiUL EURM ELOMDND VH SRND]DR QH.
NRULAWHQD N R5QrgH WibaDifina NUB tdRGretmanuGCLYV je bio eliminiran u
100%biljaka genotipovdN9A','Anton' i 'Tristarl 'D'AlsaceFreresi 'Mako'. lako je ribavirin
XVSMHADQ X HOLPLQDFLML YXWMNWDP LD/QWUDBLWOWMX QD YLI
navode keR SRVWRWDN UHJHQHUDFLMH KdadxjrBcheQiBavii8DGD SR
5D]ORJ WRPX QDYRGH QMHVBRXREQYRWRNVKLFRVWWQMD LOL
PHWDEROLPNLK DNWLYQRVWL

Pramesh i BaranwdP015) suproveli L VW U D LDy p 8 &@iMAarNGKL. Virusi
GHWHNWLUDQL X pHaQ¥DM,YGACRP\D SY\Ki GaVXM Dol dobilObiljke bez
virusD pHEQ-MWXLELOL SRGYUJQXWL WUHWPBQXIi IDAMX QpPHYRF
tretmanu YU X ULP ](0a3RPR,R0°Ci 42°Cna 7,141 21dan kombinirano s izolacijom
meristemain vitro, a zatimsu biljke testiraneQ D Y L U XV HDACFEUISA-WM RT-PCR
OHULVWHPL WUHWLUDQL VXQpHYRP VYMHWORVWL VX UHJH(
zrakomnakon45 dana.yHaQMDN WUHWLUDQ VXQpHYRP VYMHWORA&U>
GarCLV, SLVi OYDV virusg ali je rezultirao u regenecgi samo 1718% OHYyXWLP NDGD M
WUHWLUDQ VXQpHYRP VYMHWORVWL GDQD VDPR ELC
XNOMXGaXWKXTaUHWPDQ YUXuBPCil MREeelihidiraoGarCLV, SLV |
OYDV u 20 £38%i 42 +62% regeneriranih biljakaPramesh i Baranwal (2015 ]DNOM X p XM X
GD ]D YHUL QX RG X&HEIAMI-O LSNbplipd 1©zultira u smanjenju regeneracijske
sposobnostiDOL SRYHUDYD EURM ELOMDBME i Bw. @2RE5 R WHDQNLRY HRUG XY L
VYRP LVWUDALY Ra@QstlliXerdpij Risdkdi t&peraturom navode kaksplantati
kojisu ELOL 1UHNY H@emanBidu] ORSédenkrirali.

Somatska embriogeneza kombinaciji stermoterappm MH WDXNRYHNRYLWD X
eliminaciji virusa Mehanizam u kojem su regenerirani somatski éfbc RVORERVYHQL RG
nije potpuno jasanako Goussard Wiid (1992.) navode kako u pokusu s vinovom lozom nije
bilo trandokacije virusa u somatske embrije floemdRazvijeni vaskularni sustav somatskih
HPEULMD QLMH SRYH]DQ V WNLYRP HNSODQWDWD awR G
eliminacije virusa, bilo samojli kombinirano s tretmanima toplinorgBhatia i Bera 2015.
1HNH RG NXOWXUD QD NRMLRD RIH QDNH @DV Y BR KB VRWNDIR EHRPYH
XN O M X p X(Quaindd dubDA08), vinovu lozu(Gambinoi sur. 2006) i kasavu(Dambai
sur. 2013. Do sada QLM H RJ D WAQJ D adomarspjMebrodenez b H & @ W &viNu
RVORERYHQMD RG YLUXVD
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2.8. ELISA test £V H U Rn@&édiu detekciji virusa

ELISA (enzymelinked immunosorbent assapflH VHURORAND WKdiBK§LND LV S
temelji naenzimatskoeVHU R ORA&NRM U H D Naldizdyhlra@Btafxdy dasététekilraliD | L
i kvantificirgutvari NDR aWR VX S Ha&ikl&ithor@bhRWHLQL

$NR MH LVSUD¥EQ®RA jd Rdjelljiv&y pr€xi2na i brza metadBosebno je
XPpLQNRYLWD NDGD VH PRUD LMPGWDRVGIJRMDUBN M>>XIHR MQXG RN
staklenici nisu dostuprfiGarnsey i Cambra 1991U ELISA-i antigen mora biti imobiziran
QD pYUYVW RaimKkddrdleksiran s antitijelom koje je vezano za enzidetekcija je
postignutgprocjerom konjugirane azimske aktivnosti putem inkubacije sa supstratorni de
dobio PMHUOMLYL SURL]YRG u pmddsvDi@@KciM HH ® HWPRIDRV VSHFLI
interakcija antitijela i antigena

KonceptELISA-e je osnovan na tome da razni enzimi mogu biti vezani zakolele

antitijela te formirati konjugirane molekule koje ujedno imaju enzimatsKH URORANX DNWLY
8 WX VH VYUKX UDEH SROLVWLUHQVNH PLNURWLWUDFLMVN'F

[ MDALFD 8 WHVWX VX DQWIQIHQ@HMNUP SHIRIWKRA M BOTE
peroksidazon{Runje i Cvrtila 2009. S obzirom na to da su enzimi jako aktivni i mogu biti
GHWHNWLUDQL SUL QLVNLP NRQFHQW U Brizin%iDR B L ONHEHQ N |
DQWLWLMHOD PRJX VH G bupstidiLiko|i it molyun@GjéhjaddR E .G R #HH@OIR
MH GD VH NRULVWL VXSVWUDW NRML PLMHQMD ERMX ND
promijenjene bojepotom PRaH ERWLAWHQD ]D PMHUHQMHziBkd VXWQR
R]IQDNH RPRJXUDWMMX CRAPMXWROMIMN R/ U D @liLiRdjuNnékbik&®@ LP R]Q
YDAQLK SUHGQRVW VWDELOQH VX QLVNLK WURANRYD VLJ.
sofisticirane opreméGarnsey i Cambra 1991

6HQGYLp (doutbe antibody sandwi¢ctDAS-ELISA) je oblik ELISA-e koji
PMHUL NROLpL Q¥ dia€§lojaantitjedalih\uaidhjd i detekcija antitijeladntigen koji
se odrguje mora sad@vati najmanje dva antigenska mjesta sposobna za vezanje na antitijela,
jer najmanje dva antitielaMHO XM X X'. 6/SHFEYLpQJL DQWLIHQL VH YHax
drugi proteini ostaju u otopini i budu uklonjeni ispiranjemtigen koji je vezan za antitijelo
EXGH GHWHNWLUDQ QDNRQ GRGDYDQMD R]Q Dejph@kidd DQWLW
HQJLP SUHWKRGQR NRQMXJLUDQ ]D DQWLWLMHOR .DGD M
supstrat dodgmazvije se boja kao rezultat enzimske reak@jarnsey i Cambré 991) navode
NDNR MH WR QDM pH & i He NRdatekciju Hifhih Vida Otkdko (¢ s6 $e opisali
Clark i Adams (1973.
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3. Materijali i metode

3.1.Biljni mat erijal

U pokusXx VX NRULAWHEDR i EEBNRMABNDDND GRELYHQD VD
Poljoprivieduit XUL]DP X 3RUHpX 2pGhdadvdkxeyRkdtpdsik&R3.1.1.) Svaka
glavicaMH UD]GYRMHQDL®D MHHA R SMEHO/MIHIOPMY DQMVND OMXVND
R E L p @oRdP 15 minuta, zatim dezinficiranirinutu 70%-tnim etanolom potom s5%-
tnom otopinom lzosan G dodatkomTween 20 PLQXWD QD WUHVLOLFL 1D N
ispirani 3 puta po 3 minute sterilnom destiliranom voddal. svakeglavicesu V D [axayo
dvapmHja GD EL VH SRVDGLOH PDWLpPpQH EL GieNELISARStHs OH ELW!
regeneriranima

Slika 8]RUFL pHGEQMDND SRGLMHOIMMM®L SRXHMWRWLS X

(NVSODQWDWL VX ELOH ED]JH pHAQMHYD 6YDNRP pH&a&QN
meristematskog dijela koji su potom izrezaa 4 jednaka segmen(sika 3.1.2). U Petrijeve
]JGMHOLFH YHOLpPLQH BB OvDHY WA\ /NDOQIBI Q RJ B0 L biveD KU D QL
321. (NVSODQWDWL RG UD]OLpLWLK JODYLFD SRVWDYOMHQ
je bilo 48eksplantata svakog ekotipa po tretmamanosno 8 repeticijgo kombinaciji tretman
x ekotip

Slika3.1.2. Postavljanje ekplantata po tretmanim&® WR . . XUWRYLU
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,ZVWRYUHPHQR X] SRVWDYOMDQMH HNSODQWDWD X VX!
lukovicH |D RED HNRWLSD |]D X]JRM PDWLPQLK ELOMDNYD %LOM
i fotoperiodu16/8. 3UL (/,6$ DQDOL]JL QD JDUDAHQRV¥GEDNLRXWLPOQLM
biljaka iin vitro regeneriranih somatskom embriogenezom.

3.2.Priprema hranidbenogmedija

ZarazvoNDOXVD L VRPDWVNX HPEULRJHQH]X MH NRUL&AWH
PHGLM RELDPQL VY PRI®WREFWUP QR QFHQW Usadty MrenRibenog ' L NL
PHGLMD WH Uiirh6ie pegiatbraNrBs@d hblaze uablici 3.21. 8 pDaX VX SUYR
SLSHWLUDQH SRWUHEQH NROLPLQH PDNUR L PLNUR HOHPHC
UDVWD 1DNRQ WRJD VX RGYDJDQL NUXWL VDVWRMFL awFr
ND]JHLQ L GRGRBQLV® poxda® YDVWRMFLPD MH VWDYOMHQD QD
EL VH RWRSLOL NUXWL VDVWRMFL +UDQLGEHQL PHGLM M|
dodavanjem kap po kap Ha@l i/ili NaOH. Agar je nakon vaganja stavljen direktno u
laboratorijsku siklenu bocu za autoklaviranje. Medij je steriliziran u autoklavu na temperaturi
od 121 °C, pri tlaku od 1 bara i trajanju od 25 minuta. Nakon sterilizacije medij je izlijevan u
laminaru u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 60 mm.

Tablica3.21. Sastav medija za kalusiranje i somatsku embriogenezu

Tretman Sastav

MS 2,4D MS soli i vitamini, inozitol Q1 g L', saharoza 30 g1, prolin 100
mg L%, hidrolizirani kazein100mg L%, 2,4 D Q1 mg L, Plant
agar 6 g t%, pH 58

MS 2,4 D+KIN MS soli i vitamini, inozitol Q1 g L%, saharoza 30 g1, prolin 100
mg L%, hidrolizirani kazein100mg L%, 2,4 D 1 mg %, KIN 0,5
mg L%, Plant agar 6 gL, pH 58

Mod MS 2,4 D Isto kao MS 2,4 D, ali s ¥a KNOi NH4NOz te 2xMgSQ
usporedno s punim sastavom MS

Mod MS 2,4 D+KIN Isto kao MS 2,4 BKIN, ali s ¥2 KNQ i NHsNOs3 te 2xMgSQ
usporedno s punim sastavom MS

3.3.Uspostavljanje kulture

1DNRQ SRVWDYOMDQMD HNSODQWDWD X PHGLMH V UD]
u komori rasta u mraku i °Csrelativrom vlagom zraka 60£65%25 dana. Nakon perioda
LQNXEDFLMH RG GDQD ]DELOMHAH Qgdlantati BRI H]D L HI
na isti medij te postavljeni u komoru sa svjetlosnim intezitetorpMam2s? i fotoperiodom
16/8 Nakon 40 dana inkubacije kalusi s medija MS 2tKIN i Mod MS 2,4 DrKIN preneseni
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VX QD 06 ' PHGLM %LOMpPLFH UjasYHilMkb@HtretrhanaRsB D W V N L
SRVWDYOMHQH X ODJHQWD SRVXGLFH QD PHGLM ]D ]DNRUM}
%LOMNH GRELYHQH RG UD]OLPpLWLK JODYLFD NXOWLYLUDQF
XV SMH 3 QRM#WMORIMBIKERGQRVX QD PDWLPQX ELOMNX

Tablica3.3.1 Sastav medija za zakorijenjivanje

Tretman Sastav
MS NAA+2iP MS soli i vitamini, inozitol Q1 g L%, saharoza 30 g1, NAA 0,05

mg L%, 2iP0,005 mg L%, Bacto agar 8 gt; pH 58

1DNRQ ]DNRUMHQMLYDQMD E L CPMOkbhtejiéesddpordé@dx@yY DQH X
6XSVWUDW MH SULMH VDY H Q3w otdplidiPLevVituOERtdR (Blelydf). JOM L Y
ORUIRORANH NDUDNWHULVWLNH VRPDWVNLKpPdREULMD SURP

3.4.ELISA test

,2VSLWLYDQMVru}imePBWQ ihWir HIHQHULUDQLK ELOMDND M

YLUXVD YLUXV axXiHQ @monLyeNow S@arf vivuR VAR L9 O XNV XV a X W't
prugavosti porilukal{eek yellow stripe virys/<69 L RELPpQR ODWHQGHEMEL YLUXV
common latent virysGCLV) i latetni virus kozjakaShallot latent virusSLV). U dokazivanju
SULVXWQRVWL YLUXVD MERSA BRpAQOandlidirahel W BRzGrika Bigaka,
od kojih je 8 potjecaldlR G PDW L p Q8 KWEILVOWL VMMM X VX NRULAWHQL NRP}
WYUWNH %L R U @e&bicieha ehiPuboNz® ELISAu dostavljases koncentriranim
puferima pripremljenim za analizu.

.DR SRWHQFLMDOQL L]YRUL listhve beyeDeriaribl hilfaké HapelsuvV X G L M
ELOH SRVDVyHQHiW UXSMWVDWH YDQL SRG PUHARP QDMPDQ]
mjesecaxovisno 0 vremenu regeneracije odnosno sadifjd@vo lista regeneriranih biljaka
prikupljeno je neposredno prie anOL]H GRN MH WNLYR PDWLPpQLK ELOMDN
PMHVHFL X]HWR WMHGQD UDQLMH WH ]JERJ RpXYDQMD GUA
kako bi se na kraju analize mogle izdvojiti potencijalne bezvirusne biljke

Prvo se odvagne 0,1 ditva lista koje se zatim homogenizira s 2 mL pufera za
HNVWUDNFLMX X] SR®@IRai3WH ) Hamdgehiiraviluzorci se prebacuju
u epruvete i centrifugiraj(slika 3.4.3.) OLNURWLWDUVNH SORpPLFH VH REODA&X
se nanei biljni ekstrak L] X]RUDND XVMDYIGFMIDM X QD LmaMXCEZafi ML SUH
se dodaGUXJL VORM DQWLWLMHOD R]QDpHQLK HW]EZ&RjP WH SF
korak je ispiranjes puferomi SRWRP R pLW D Ydp&htkdidtotedrpPoditiriivhDsu
VPDWUDQL RQL X]JRUFL pLMD MH YULMHGQRVW VSHNWURIRW
SURVMHpQH YULMHGQRVWL RpLWDQMD QHJIJDWLYQLK NRQW
RpLWDQMHP L]JPHYX WGXYNRWVBURNNMHp WHURVUWMHGQRVWL RpLW
smatrani kao uzorci s niskom koncentracijom virusa.
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Slika3.4.3.Homogenizirani uzorci I RWR . . XUWRYLUQ

35.6 WDWLVWLpPpND DQDOL]D SRGDWDND

Analizom varijance (ANOVA) je testiran utjecaj tretmana i ekotipa na postotak
NDORJHQH]JH L HPEULRJHQH]H QD SURVMHPDQ EURM UHJHQ
QD XVSMHaQRVW, 9 baxdirobhMdrifkihtingdii @048.Duncanov test (Duncan
Multiple Range test DMRT) je zatim proveden da bi se uvrdilo koje se od srednjih vrijednosti
PHYXVREQR ]QDpDMQR Pd3{Oc tdXNRKMLOBMHIH. VSHFLILPpQH UL
parova srednjih vrijednost'057 ]DKWMHYD YH{iH UD]JOLNH L]JPHYyX VUHG(

/HDVW VLJQLILFDQFH GLIITHUHQFH WHVVW D pMWLPHV VN B WOLY
podataka provedena je programskim softverom SASSAS 2010.)
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4.Rezultati i rasprava

4.1. Sonatska embriogeneza

Formacija kalusa i somatskih embrija promatrana je pod stereomikroskopom. Ubrzo

QDNRQ XVSRVWDYH NXOWXUH VH QD WUHULQL HNSODQWDW

QLMH ELR NRQWDPLQLUDQ .RQW Béhta@ibatiaQelvjetdigth8 O D Q WL
XJURNRYDQD SDWRJHQLPD NRML VX VH QDOD]JLOL XQXWDl
SRYUGLQVNRP VWHPNXSOWLMBPLMDYWHVEXLOD MH L]YU&AHQD
XWYUYyHQD SRMDYD NDORIMWR HMH V¥ XHNFEDVGRBHQHH XDODWDWLP
koji su unutar 2+3 tjedna identificirali proembriogenu masu ili embriogene kaluse koji su brzo
proliferirali, dok su Sata sur. (2012 HPEULRJHQH]X XRpLOL QDNRQ WMHGI
100% prisutDb QD VYLP WLSRYLPD WUHWPDQD L QD RED HNRWLSI
boje te se oko njih stvarao mucilaginozni sekret. Prisutnost izvora akusina je kako navode Sata
i sur. (2001) generalno esencijalna za inicijaciju embrija. Embriji su sg@yjivali u
QDNXSLQDPD SR GLMHORYLPD NDOXVD 1D PHGLMX NRML N\
PRGLILFLUDQL MH RVLP NDORJHQH]H L HPEULRJHQH]H GR&O
prvoj sykultivaciji (sika 4.1.1.).

S

P = . =

Slika 5D]YRM NRKAUMHQIRWR @ .HUHAD
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Globularni somatski embriji su bili vidljivi direktno na eksplantediké& 4.1.2.ai b) ili
u obliku proembriogene mase na kalusisikg 4.1.3.).

Slika4.1.2.Direktna somatska embriogergena eksplantatima (aibyRWR 6 .HUHAaD

Slika4.1.3. Nakupina globularnih somatskih embrija nakalusR WR 6 .HUHAaD

Natretmanu u kojem su bili kombinirafimg L' 2,4 D+Q5 mg L*KIN VX X SRpHWN X
stvarmL YHUL L EROMH, nd Dspvl2M 1D Q@ kot@n@axiVdpl mg L sepokazao
XPLOQNRYLWLP X IRUPDF LGNDLL fY@RH W Y)NQ W DHW H WAVBIKRIEL O L + D\
QDYRGH GD MH QDMYHUD L p&@neN kalusalbioNna ™% Vnediju kQjiDeM Y H G L
vVDGUamyYP2R' GRN VH SRYHUDQMHP NRQFHWUDFLMH "VPD
Fereol i sur. (2012 navode visok postotak kalusiranih ekplantata (85 i 93%ih izitro
uzgojenih dijelova korijena kada je u mediju bila niska koncentracij®4@3 i 0,5 mg ).

Dvanaest dana nakon prve supkultivacije i stavljanja embrija na svjetlo, somatski embriji
kultivirani naMS 2,4 D iliMod MS 2,4 D su razvili izdanke bez formacije korijesiika

4.1.4).
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3RMDYD DWLSLpQLK HPEULM DABYiFiiskjata (1985su]dpazli M H A H Q L
X] UD]YLWDN QRUPDOQLK HPEULMD V LIGDQNRP L NRULMHQF
te navode kako su ti proembrioidi mogli biti lako odvojeni s kalusiégty D &8WR MH WDNRY
VOXpDM QD pHaAQMDNX

Na slici4.1.4. MH SULND]DQD QDNXSLQD HPEULRJHQRJ WNLYL
embriji. Te strukture su se lakoglddH RGYRMLWL VNDOSHORP RG RVWDWND
se ne radi o izdancinrazvienimade novoRUJDQRJHQH]RP YHU VRPDWVNRP HI

Slika4.1.4. Proklijali somatski embrijil RWR 6 .HUHAaD

lako su embriogene nakupine bile prisutne na kalusima koji su kultivirani na rivesliju
2,4 D#KIN, nije dolazilo do daljneg razvoja emjati S obzirom na to da na kalusima
NXOWLYLUDQLP QD PHGLMX RELPpQL L PRGLILFLUDQL NRNM
prilikom druge supkultivacije (40 danRG SRVWDYOMDQMD SRNXVD VX SUHI
VDGUADYDR VDPR QLMBXMS ROM.HkavAND FlilevMbXprikazuje kaluse na
kinetinu, dok su kalusi na mediju bez kinetina, samo s 2,4 D desno

Slika4.1.5. Klijanje somatskih embrija na 2,4 D, ali ne i na kinetthR WR . . XUWRYLU
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7TDNRYyHU SULOLNRP SUHEDFLYDQMD NDOXVD NRML VX
embriogenih kalusa je izrezani postavljen na medij bez hormondidN4.1.6. je prilazana
ELOMND UHJHQHULUDQD V GLMHOD NDOXVD QD PHGLMX EH]
ELSRODUQL UDVW WR MHVW VDGUADYD L]GDQDN L NRL
embriogezom

Slika4.1.6. Bipolaran rast embrija s dijelova kalg$& WR . . XUWRY LU

Regenerirane biljke koje su bile kompletne ili samo one s izdankom postavljane su u
Magenta posude u medij za zakorjenjivaty&A 0,05 mg L%, 2iP Q005 mg %) (slika 4.1.7.).
3UL SUHVDYLYDQMX ELOMDND X 0RXJMRGVHLGLMBQURIYH QRIE LD
YHO VX WH ELOMNH LA40OH |[DMHGQR X PHGLM |]D IDNRUMHQML
ELOMNH SRpHWQR NXOWLYLUDQH D PHGLMX VDPR V " LC

Slika4.1.7. Razvoj korijena na mediju za zakorijenjjganl RWR 6 .HUH&D
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SHIHQHUDFLMVNL SRWHQFLMDO VRPDWVNLK HPEULMD \
perioda regeneracija biljaka iz embrija je bila jako usporena ili je potpuno stala. von Arnold i
sur. (2012 navode kako je md X U H R G U & Dret®iwdke @étdtipove tih vrsta dug period
QD PHGLMX NRML VDGUADYD UHJXODWRUH UDVWD D GD L G
kapacitet za proizvodnju zrelih somatskih embri@HYyXWLP SURGXALYDQMHP
VXSNXOWLYDFL M Dva\semakiBrske ivarijabiin@sR MDNRYyHU QDYRGH GD X
LVWUDALYDQMLPD QH NRULVWH HPEULRJHQH NXOWXUH NI
prethodno navedenog razloga.

5HIJHQHULUDQH ELOMNH VX GUADQH X PHGLMX ]D ]DI
SUHVDyYLYDQM® DO MXSIVMRNDHVV X UD]YLOH NRULMHQMH YHOL]
u supstrat te stavljene na aklimatizaciju.

4.2. Postotak embriogenez i broj regeneriranih biljaka po embriogenom
kalusu

=D SRVWRWDN NDORJWQW]HWLNMNHD UDGBQD]DY V RE]JLUR
(nekontaminirani) ekplantati oba ekotipa (12, 13) kalusirali na sva 4 tretmana (MSM@tiD,
MS 2,4 D, MS 2,4 D+KINMod MS 2,4 D+KIN). Ovi rezultati se poklapaju s rezultatima
Nasim i sur. (2019 kojisuutvtGLOL GD MH UD]JYRM NDOXVD ELR QDMYHUL
" PHYyXWLPUDQQ@DYEGBLPMHQD " IModitaVvi IhBuRcjjikkaluda lizhBreX p L Q
pHaAQMD

$QDOL]RP YDULMDQFH MH XWYUYHQR GD NRG HNRWLSD
embriogHQH]H RYLVQR R WUHWPDQX 3RVWRML,05 HPOWLP VLJ
regeneriranih biljaka po embriogenom kalutablica 4.2.1.)

Tablica 4.2.1 Utjecaj tretmana na postotak embriogeneze i broj regeneriranih biljaka po
embriogenom kalusu za ekotip 12

Broj regeneriranih biljaka

Izvor varijabilnosti Postotak embriogeneze %  po embriogenom kalusu
DF F Value Pr>F F Value Pr>F
Tretman 3 1.22 0,3346n.s. 4,08 0,024%
*P<0,05
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Rezultati nagrafu 4.21. prikazuju postotak embriogeniih kalusa po tretmanu za ekotip
12. Postotak embriogenih kalusa na mediju MS 2,4 D je iznosio 808pdMS 2,4 D +67
%, na MS 2,4 D+KIN157 %, dok je najmanje embriogenih kalusa bildvied MS 2,4 D+KIN
155 %.

Postotak embriogeneze (%), E12

90

n.s
80

70

60 ns

MS 2,4 D
mMod MS 2,4D
mMS 2,4 D+KIN
Mod MS 2,4 D+KIN

50

40

30

20

10

Tretman

Graf4.21. 3BRVWRWDN HPEULRJHQH]H ]D HNRWLS QD UD]
* 1P HYyiednostt QHPD ]QDpDNPRAD5Y D]OLNH

.DR @&WR MH $129% SRND]DOD QHPD ]QDpDMQH UD]OLN
embriogeneze. Ovakav rezultat je sukladanYiL]XDOQRP RSDa&DQMX SULOL!
HPEULRJHQLK NDOXVD (NVSODQWDWL NRML VX VH QDOD]LC
LOL PRGLILFLUDQL EU]JR VX NDOXVLUDOL L SRpHOL VWYDUL
D.

3 URV MH p §eQeritduniR Mjakiapo kalusu po tretmanima je prikazan u gr2f@
1D PHGLMX 06 ' SURV MH pD QU&d2 RIM2,& haOME 2, Kl D+HUNG MSL R QD
2,4 D04, dok je naMod MS 2,4 D+tKIN o MS 2,4 Dbilo samo 0,2 biljke po kalusw
SURVMHPRORMEURHWMULUDQLK ELOMDND SRVWRML }evbnpDMQD U
WHVWRP MH XsWMYBUYRKQ RENOMBND QD WUHWPDQX 06 ' 1QDE
D+KIN o MS 2,4 Di Mod MS 2,4 D+KINOMS 24 DGRN VH QH UD]JOLNMH 1QDDp
MS 2,4 D

26



SURVMHpDQ EURM UHJHQHULUDQ

35
A
3
)t AB
5 MS 2,4 D
= Mod MS 2,4 D
15 mD” U8 =</EWDA fL
D} D~ fU3 =</EWD
1
0.5 B
M .-
0

Tretman

Graf4.22. 3URVMHPDQ EURM UH &nlisgenonkal @l 2a dkatip MO ND SR
tretmanma

9ULMHGQRVWL R]QDpPHQH LVWLP (PEORSRP VH QH UD]JOLNXMX

Leeisur.(2009 QDYRGH GD YLVRNL VDGUADM "GMHOXMH L
embrija u kasnijim fazamaegeneracija biljaka na 1 mg'l2,4 D+Q5 mg L* KIN nije bila
XVSMHAQD GRN NDOXVL QLVX SUHEDPHQL QD PHGLM V QLYV
tretman MS 2,4 D+KN oMS 2,4 D iliModMS 2,4 D+tKNoMS 24D)aWR REMD&aAQMDYD |
broj regeneriranih biljaka s ovih tretmahaMod MS 2,4 D mediju je broj regeneranih biljaka
QHAWR QLaL RG RELpPQRJ 06 PHGLMD a4WR VH PRasaSULSLYV
kalijevog nitrata i amonijevog nitrata, koji su potrebni za razvoj biljaka.

.RG HNRWLSD WDNRYyHU MH DQDOL]RP YDULMDQFH X
VLIQLILNDQWQH UD]JOLNH X SRVWRWNX HPEULRJHQH]H 6L
regeneranih biljaka po embriogenom kalusialflica 4.2.2).
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Tablica 42.2. Utjecaj tretmana na postotak embriogeneze i broj regeneriranih biljaka po
embriogenom kalusu za ekotip 13

Broj regeneriranih biljaka

Izvor varijabilnosti Postotak embriogeneze % po embriogenom kalusu
Tretman DF F Value Pr>F F Value Pr>F
3 1,28 0,3004n.s. 35 0,0284*
*P<0,05

Graf4.2.3. SULND]XMH SRVWRWDN HPEULRJHQH]H ]D HNRWL
Postotak embriogenih kalusa na mediju MS 2,4 D iznosio je 81%, na Mod MS£88%, na
MS 2,4 DFKIN +65%, dok je najmanjembriogenih kalusa bilo na Mod MS 2,4 D+KIi
, JPHYyX WUHWPDQD QHPD ]1QDpDMQH UD]J]OLNH X SRVWRWN
,DNR QLVX |1QDpDMQR UD]JOLpLWH YULMHGQR¥KItp SRVWR
X RGQRVX QD HNRWLS 1D HPEULRJHQH]X XWMHpX UD]
navodi Yildiz (2012 3UHPD WRPH HNRWLS EL PRJDR LPDWL L
embriogenezu od ekotipa 12.

Postotak embriogeneze (%), E13
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® Mod MS 2,4 D
mMS 2,4 D+KIN
Mod MS 2,4 D+KIN

50

40

30

20

10

Tretman

Graf4.23. PostotakHPEULRJHQH]H ]D HNRWLS QD uD]OLpLW

*1 1P Hy MjedhostiQHP D ]QDpD NPREDSY D]OLNH
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SURVMHpDQ EURM UHJHQHULUDQLK ELOMDND SR HPEUL
13 prikazanjegUD 1 X 1D PHGLMX 06 aka |¢ Rl HpNDoQ MSUR M E L ¢
2,4 D 37, na MS 2,4 BKIN o MS 2,4 D2,6, dok je naMod MS 2,4 D+KIN o MS 2,4 Dbilo
samo 0,4 biljke po kalusrema DuncaaRYRP WHVWX X SURVMHPQRP EURMX
SRVWRML |QDpDMQD UD]OLND V3Bmigkdi MOHMX2 WI¥HKINVOAMBQ D 06
2,4 D 0,4 biljke.Kao i kod postotka embrie@H]H SURVMHpPpDQ EURM UHJHQH
HPEULRJHQRP NDOXVX MH QD VYLP WUHWPDQLPD YHUL NRG

SURVMHpDQ EURM UHJHQHULUDQLK

MS 2,4 D

® Mod MS 2,4 D

EDM TUS =</EWD" 1U
D} D~ iUd = </EWD

N

[EnY

Tretman

Graf4.24. 3U RV M H peDeDerraniR Mljaka po kalusu za ekotipdb tretmanma
9ULMHGQRVWL R]QDpPpHQH LVWLP PQORY)RP VH QH UD]JOLNXMX
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43. UsS M H azakenéwfivanja

Zakorjenjivanje biljaka provedeno je samo na jednom tretmit& NNAA+2iP), no

XVSMHaGQRVW |IDNRUMHQMLYDQMD DQDOL]JLUDQD MH RE]JLUF
RGQRVQR QD NRMHP VX UHJHQHULUDQH 3UL DQDOL]L XVSM
WUHWPDQLPD L]PHYyX RELPQRJ L PRGLILFDUVDIRUAPHWGKRODPF

(MS 2,4 D ili MS 2,4 D+KIN 02,4 D).

7DNRYyHU NDR J]DVHED M32Y BWWIRD @) ¥ NRWIWDNDHMNHR UL AW H
]D GLMHORYH RGYRMHQLK NDOXVD D QD NRMHP MH WDNRYVF
7DNR VX ELOMXHRMNRIMWE&RWNMWRWLSD JODYLFH L WUHWPDQ
SUHVDYyHQH X LVWH O0DJHQWH Apaliz® vaddnbe jakai&laN&RKdkd kb@ M LY D (

oba ekotipa postoje signifikantne razlike u zakorjenjivanju s obzirom na tretatdiog 4.3.1)

Tablica4.3.1.Utjecaj tretmana na postotak zakorijenjivanja za ekotipove 12 i 13

lzvor Postotak Postotak
varijabilnosti zakorijenjenih biljaka zakorijenjenih biljaka
E12 E13
Tretman DF F Value Pr>F DF F Value Pr>F
1 7,16 0,0150 * 2 3,98 0,0242 *
*P<0,05
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Postotak zakorjenjivanja obzirom na prethodni tretman za oba ekofypikgzana na
grafu4.3.1 Za ekotip 12 na mediju MS 2,4 D je iznosio 59%, na MS 2,4 D+KHFM 100%,
dok je za ekotip 13 na MS 2,4 D bilo 60%VSMHAaAQR ]DNRULMHQM&KFMK QD 06
70%, a na MS 2,4 D+KIM 2,4 D 96%.

Postotak zakorjenjivanja
120%

100%

80%

AB
B B MS 2,4 D
o%
60% DA TUS = </EW
DA fUS = </E\
40%
20%
0%
EKOTIP 12 EKOTIP 13

Graf4.3.1 8VSMH&AQRVW |[DNRUMHQMLYDQMD HNRWLS

9ULMHGQRVWL R]QDpHQH LVWLP (PEORY)RP VH QH UD]JOLNXMX

,DNR MH YLAH UHJHQHULUDQLK ELOMDND ELOR NRG HNR
UD]JOLNRYDOD 1QDpDMQR RG HNRWLSD 1LVND NRQFHQWU
YHRM UHJHQHUDFLML ELOMDND QR WH ELOMNH VX VX QDN
]IDNRULMHQMLYDOH %LOMNH HNRWLSD NRdMdh ¥ KDSUYR EL
NLQHWLQD D ]DWLP SUHEDpHQH QD PHGLMosot) 3aiRdAJPR QD
LIPHYyX 06 "L 06024 D,dok se oba navedena tretma@ad UD]JOLNXMX J]QDp
odMS24D+KINo +)0 6WDWLVWLPpNL JOHGDQR QDMYHUH @aDQVH ]I
stretmanaMS 2,4D+KId +)0 PHyYXWLP QDM P D QddenctrddshbgEretdma& ND M H
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44 3RVWRWDN SUHALYMHOLK ELsuypitaND QDNRQ SUH®

2G RED JHQRWLSD XNXSQR MH SRVDVHQR ELOMDND
nakon dva mjeseca uzgoja u supstmativo SUHALYMHOR Rab QsBr\V(EDBS
WDNRYHU QDYRGH X VYRP LVWUDALYDQMX GD MH RINR EL
vitro XYMHWD X VXSVWUDW G6O0OLND SULNDI]iXMtrdb ELOMN
UHJHQHULUDQLK ELOMDND MHNELMHVSR RWH. @ MD W LLp Q DN R
X]JRMD RVWDOH SULOLpPQR VLWQH

Slika %LOMNH SUHVDYHQH L] PHGLMDR|WR DN RULWIRINQLMIL Y
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Tablica4.413RVWRWDN SUHALYMHOLK ELOMD Na@bzippphN&Red YD P Mt
za regeneraciju

Broj Broj Postotak
Ekotip 12 SRVDYHQI SUHALYM SUHALY
biljaka biljaka
MS 2,4 D 38 27 71%
MS 2,4 D+ KIN o HFM 4 3 75%
.RG HNRWLSD V 06 " PHGLMD SRVDYHQR MH ELOM

su smedija MS 2,4 D+KINo +)0 SRVDYHQH VDPR ELOMNH, FB0)NRMLK \
(tablica 4.4.7).

UtDEOLFL MH QDYHGHQ EURM SUHALYMHOLK ELOMI
ELOMDND MH SRVDYHQR V PHGLMD 06 OMDUMQK D D OQ H\&A MV
QHIJR NRG HNRWLSD YHWLUL ELOMNH o224 [3 R\VSIMSPH V P H(
D+KIN o HFM, s postotFLPD SUHALYOMDYDQMD L

Tablica4423RVWRWDN SUHALYMHOLK ELOMDND QDNR&IjGYD PMl
za regeneraciju

%URM SR Broj Postotak
Ekotip 13 biljaka SUHALYN SUHALYNM
biljaka
MS 2,4 D 153 95 62%
MS 2,4D+KIN02,4D 4 2 50%
MS 2,4 D+ KIN o HFM 21 14 67%
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4 5. Rezultati ELISA testa

Za ELISA analizu je bilo potrebno 0,1 g lista, stoga su birane biljke koje su dovoljno
narasle kako bi nakon uzimanja uzoraka i dalje mogle rasti i razvijati se. Analizirana su 82
X]JRUND UHJHQHULUDQLK ELOMDND L X]RekdipuDreBiaWiLp QLK E
glavici je naveden uDEOLFL 6YDNL X]JRUDN MH ELR R]QDpHQ
UDJOLNRYDWL EH]YLUXVQH ELOMNH RG ]JDUDAHQLK

Tablica4.5.1.Popis uzoraka regeneriranih biljaka po ekotipu, glavici i tretmanu

Ekotip Broj glavice Tretman anaII?zri?{anih
biljaka

13 2 MS 2,4D 11
13 3 MS 2,4 D 7
13 6 MS 2,4D 16
13 7 MS 2,4D 9
13 8 MS 2,4 D 13
13 2 MS 2,4 D+ KINo HFM 6
13 6 MS 2,4 D+ KINo HFM 2
12 4 MS 2,4D 2
12 6 MS 2,4D 7
12 8 MS 2,4D 6
12 8 MS 2,4 D+KIN o HFM 3

Ukupno= 82

,VSLWLYDQMH ]DUDA&H Q mwikoL UHLIWXQWHLPLDU B Q WK. [EQ.IOKMM D N D
YLUXVD YLUXV axXiuHQ @monLyeNow d@avf vivuR VAW L9 O XYNLIU XV a X W't
prugavosti porilukal(eek yellow stripe virus /<69 RELPQR ODWHQGAGAL YLUXV
common latent virys<GCLV) i latetni virus kozjakaShallot latent virusSLV).
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UtDEOLFL VX QDYHGHQH YULMHGQRVWL VSHNWUR
bilke. CUYHQRP ERMRP VXLRIQDPHIMOQX]RDFSRMHGLQL YLUXV G
X]JRUDN V YMHURMDWQR QLVNRP NRQFHQWUDFLMRP YLUXYV
]JDUDAHQH V PLQLPDOQR YLUXVD 6YH ELOMNH HNRWLSD
NUAOMDYRVWL YOOUXY RP<3OXWH SUXJDYRVWL SRRUMKaND /<69
HNRWLSD RG JODYLFH LPDOD L RELpPQR ODWHQWQL YLU>
ekotipa 12 su bili pozitivni na 3 virusa: OYDV, GCLV i LYSV. Nijedna od analiziranih biljaka
nije bila pozitivna na latetni virus kozjaka (SLV).

Tablica4.5.2.Rezultati ELIAtestaPDWLPpQLK ELOMDND

OZNAKA
UZORKA

132 _-‘ 0,291 0,154

OoYDV GCLV LYSV SLV

138 0,136
12-4 0,136
12-6 0,134
12-8 0,156
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SURJODVLOH RV O RsH Ragé¢tiéne BibReiGl.5rA U XV D

2VORERVHQMH RG YL U&rédenMiidnid Biljaks bd @Qxopne1 s Do).
Biljke kod kojih suvrijednost spektrofotometrijsit R p L WoideQdiMDIjno niske da bi se

Tablica4.5.3. Popis biljaka kod kojih su eliminirani svi testirani virusi

Ekotip Broj Tretman uzB(;cr)IJ(a OYbVv  GCLV LYSV SLV
glavice
13 2 MS 2,4 D 3 0,152 0,138 0,129 0,122
13 6 MS 2,4D 5 0,152 0,136 0,124 0,116
13 6 MS 2,4D 6 0,163 0,167 0,157 0,129
13 6 MS 2,4D 9 0,142 0,138 0,138 0,117
13 6 MS 2,4 D 13 0,151 0,132 0,122 0,119
13 7 MS 2,4 D 4 0,146 0,136 0,135 0,122
13 7 MS 2,4D 7 0,145 0,147 0,164 0,133
13 7 MS 2,4D 9 0,141 0,134 0,122 0,117
13 8 MS 2,4 D 5 0,158 @ 0,18 @ 0,141 0,128
13 8 MS 2,4 D 7 0,143 0,133 0,142 0,12
13 8 MS 2,4 D 12 0,165 0,13 0,121 0,12
13 2 MS 2,4 D+ KINo HFM 4 0,148 0,279 0,14 @ 0,127
13 2 MS 2,4 D+ KINo HFM 5 0,141 0,14 @ 0,128 0,124
13 2 MS 2,4 D+ KINo HFM 6 0,139 0,134 0,122 0,119
12 6 MS 2,4D 3 0,134 0,24 0,129 0,123
12 8 MS 2,4 D 6 0,185 0,221 0,146 0,138

.RG HNRWLSD

VX XWYUVyHQH XWDP R7 D NEL O NUNHH X DM D W

RE]JLURP QD WR GD MH VX ]D DQDOL]X YHULQVNL X]J]HWH UH.

UH]XOWLUDR V

ELOMDND RVORERYHQLK RG YLUXVD

7U

D+KIN o HFM, dok su sve ostale s MS 24 1DMYL&H ELOMDND |]D DQDOL]X M
WH MH RG WH JODYLFH-QM YIPEHO BLOQDNDY
UHJHQHUDFLMVNL SRWHQFLMDO L SUHPD WRPH QDMYHUH &L

JODYLFH EURM
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Sobziromnatodasu@OL]JLUDQL HNRWLSRYL pHAaQMDND D QH Jt
razlike u embriogenetskom potencijalu i sposobnosti regeneracje Hy X VYDNH SRMH(
JODYLFH 3UHPD WRPH L RVORERYHQMH RG YLUXVD EL PRJO

9HUL SRVWRWDN LLBEDONDD NNBI PRIJXUH SRVWLUOL NRPELQDI
termoterapije i kulture meristemidud lkoviisur. (2016 VX GRELOL RVORERYHQMH
pDN ELOMDND SRPRiUX NXOWXUH PHULVMBDHRD LIQ S UDR WX
]DNOMXpXNRXQEHDMWRDNLMH YLAH RG QDYHGHQH X]JURNXMX G

2VORERYHQMH RG YLUXVD SRPRUX VRPDWVNHoz2dPEULRJI
(Gambino i sur. 200pi kasave (Dambaisur. 2013 &WR SRGUADYD SUHWSRVWDY
AaWR VX &K DZe®Bbatia i Bera (201pda se zbog nepostojanja vaskularne povezanosti
somatskih embiMD L NDOXVD PDMpPLQVNRJ WNLYD PRAH GRELWL
SRWMHpH RG YLUXVRP |DUDAHQH ELOMN Horz@ paliferigjiRiJD P O D C
VRPDWVNL HPEULML NRML VH UD]JYLMDMX L] QMLK.BRJX L]JEI
RYRP LVWUDALYDQMX ELOMNH UHJHQHULUDQH VRPDWVNR
inficirane virusima. Prema Michell i sur. (199Rako navode Gambino i sur. (2QPgestrikcija
QHNLK YLUXVD QD RGUHYHQD WNLYD YLUXVL OLPLWLUDC(
WUDQVORNDFLMVNH SXWHYH QD SULPMHU SUHNR SOD]PRG
biljni materijal od kojeg su dakeni ekplantati je bio jako inficirans2 YLUXVD aWwR MH RW
somatsku embriogenezu i regeneraciju.

%H]YLUXVQH ELOMNH VX QDNRQ DQDOL]JH L]GYRMHQH
RGJRYDUDMXiULP R]JQDNDPD ViHaXSIPMDQH X PUHADUQLNX

Slika %LOMNH RVORERYHR H RXGU WLRUIYX\MID
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4.6. Kalogeneza i embriogeneza na drugim tipovima eksplantata

Drugi tipovi ekplantata: dijelovin vitro uzgojenih izdanaka i dijelovi i vrhown vitro
X]JIJRMHQLK NRULMHQRYD VH QLVX SRND]DOL XVSMH&QLPD >
VOXpDM QD ED]DPD pHEQMHYD 1DNRQ GYD PMHVHFD LQNXE
MS 2,4 D,Mod MS 2,4 DMS 2,4 D+KIN, Mod MS 2,4 D+KINna nekoliko ekplantata su se
SRpHOL SRMDYOMLYDWL NDOXVL 1D GLMHORYLPD L]GDQDNL
LOQNXEDFLMH L GLUHNWQD VRPDWVND HPEULRJHQH]D PHVyX
niti regeneracije biljaka.

Fereol isur. (2002 su iz dijeloviin vitro uzgojeni mladih listova i korijena, uspjeli
SRVWLUL VRPDWVNX HPEULRJHQH]X L UHJHQHUDFLMX NRF
VDGU2@2DIOR uM) i kinetin (23 uM). OHYyXWLP NDOXVL PODGlbK OLVWR
iVWUDALYDQMX SRND]DOL YHUL HPEULRJHQL SRWHQFLMDO C(

Iz vrhova korijena ili dijelova korijengu W D N RagdeJi sur(1998), Keles i sur.
(2002)teHassan isur. 200AXVSMHaAQR UD]YLOL SURWRNRO$GD® VRPDW!'
raGRYLPD |[DNOMXpXMX NDNWRUWREN R ARV KM RLQNRRWWNRNMH GD N
YHOLN EURM ELOMDND X NUDWNRP YUWBkBeRHE @VsNdRdbn®&HULR G >
UHJHQHUDFLMH YHUD L] od &ugihMpd\@ Bkplabtatatddd 8i onDitplikabije/ D
nNYLK NXOWLYDUD PRJOD ELWL XVSMHaQLMD

6 REJLURP QD WR GD MH VRPDWVND HPEULRJHQH]D L JH
GD EL QHNL GUXJL JHQRWLSRYL LOL HNRWLSRYL XVSMHaQL
VX Né&UUALVWUDALY D QWRP ELMNDAEYHARP UD]JOLPLWLKjIiNDXNVLQD
LVWUDALWIHQ RIR POLEERVWLUL XVSMHAQLML UH]XOWDWL
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5. =DN @M X p

YyHAQMDN MH SR CG\NRR &JEDYEVMEE Qobro reagira na vitro uzgoj te
mRaH X NUDWNRP YUHPHQVNRP UD]JGREOMX GDWL YHOLN EU
eksplantata pokazateiseED]H pHAQMHYD GRN GUXJLinWit@Rdbkéd NSOD Q)
vrhovi i dijelovi in vitro LJUDVORJ NRULMHQ M Drali @iti YaxvilK308dMIHea QR N D
embrije.

8 RYRP SRNXVX NDOXVLUDQMH MH ELOR XVSMH&aQR
8 SRVWRWNX HPEULRJHQH]H QLMH ELOR VLJQLILNDQWQH
najbolji rezultati (80% embriogenih kalus® RVWLIJQXWL QD PHGLMX NRML MH
u niskoj koncentraciji.

Broj regeneriranih biljaka po embriogenom kalusu signifikantno se razlikgvao
RE]JLURP QD WUHWPDQ 1DMYHUL EURM ELOMDND RED HNRW
ELOMNH PH$XWISMHGIMMH IDNRUMHQMLYDOH XVSRUHYyXMXI

SURVMHpPQD XVSMHAQRVW DNOLPDWL]DFLMEe7®AUHALYOM

5H]XOWDWL (/,6$ WHVWD VX SRWYUGLOL SUHWSRVWD'
HPEULRJHQH]H SRVWLUL HOLPLQDFLMX YLUXVD,12iB[eXNXSQR
ELOR RVORERYHB®).RG YLUXVD

8 EXGXUQRVWL EL VH RIgaMidbehddnredil Rrégwai vadaymogao
SRVWLUL L YHUL SRVWRWDN HOLPLQDFLMH RG YLUXVD WH X
tipovima ekplantata.
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