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Sazetak

Diplomskog rada studentice Viktorije Grubisi¢, naslova:

Otpornost siemenjaka nastalih krizanjem ('Grk' x 'Panonia') x 'SK 00-1/8' na plamenjaéu
vinove loze

Tradicionalne sorte vinove loze (V. vinifera L) iznimno su osjetljive na velik broj bolesti i
Stetnika, a njihov se konvencionalan uzgoj dovodi u pitanje odrZivosti, obzirom na sve
izrazenije globalne klimatske promjene i negativan utjecaj koji ostavlja na okolis. Na
Agronomskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu, 2015. godine je pokrenut prvi oplemenjivacki
program na vinovoj lozi s ciljem stvaranja kvalitetnih vinskih sorata s poligenskom otpornoscu
prema gljivicnim bolestima. Ovaj rad opisuje postupak dobivanja F2 generacije krizanja
hrvatskih autohtonih sorata s donorima gena otpornosti, kao i rezultate evaluacije uzgojenih
sjemenjaka na otpornost prema plamenjaci vinove loze (P. viticola (Berk. et Curt.) Berl. et de
Toni) pomocu OIV deskriptora u modificiranim poljskim uvjetima. Evaluacijom je odabrano 54
sjemenjaka s visokom razinom otpornosti koji ¢e se koristiti u daljnjim koracima ovog
programa.

Kljucne rijeci: oplemenjivanje (hibridizacija), vinova loza, otporne sorte, plamenjaca vinove
loze



Summary

Of the master’s thesis — student Viktorija Grubisi¢, entitled

Resistance of the seedlings from the cross of ('Grk' x 'Panonia') x 'SK 00-1/8' on grapevine
downy mildew

Traditional grapevine varieties (V. vinifera L) are exceedingly susceptible to a large number of
pests and diseases and the sustainability of their conventional cultivation is questionable,
given the increasingly pronounced global climate change and the negative impact it has on
the environment. In 2015, the first grapevine breeding program was launched at the
University of Zagreb Faculty of Agriculture, to create quality wine varieties with polygenic
resistance towards fungal diseases. This paper describes the process of obtaining an F2
generation of crossing between the native Croatian varieties and resistance gene donors, as
well as the results of the evaluation of cultivated seedlings for resistance to grapevine downy
mildew (P. viticola (Berk. et Curt.) Berl. et de Toni) using OIV descriptors in modified field
conditions. The evaluation resulted in a selection of 54 seedlings with a high level of resistance
for use in the further steps of this program.

Keywords:  breeding (hybridization), grapevine, resistant varieties, downy mildew



1. Uvod

Vinova loza (Vitis vinifera L.) moZda nije najviSe rasadena voéna vrsta na svijetu, niti je
najznacajnija u kontekstu rjeSavanja problema svjetske gladi, no njezin glavni proizvod — vino
ima itekako dugu i bogatu povijest, kao i nezamjenjivu tradicionalnu i kulturnu ulogu u mnogim
zemljama. Vino je u pojedinim drustvima statusni simbol, a njegova se kvaliteta zbog razlicitih
¢imbenika poput tradicije i marketinga, primarno veZe uz sortu od koje je nastalo. Zbog
navedene Cdinjenice, dan danas 50% ukupnih vinogradarskih povrSina zauzimaju 33
tradicionalne sorte, iako se brojka poznatih sorata vinove loze kre¢e oko 10.000 (OlV, 2017.).
Vinogradarska proizvodnja Cini iznimno nepovoljan ekoloski utjecaj na okolis radi koristenja
velikog broja sredstava za zastitu bilja kako bi se omogucio uzgoj ove osjetljive biljne vrste. Uz
sve prisutnije globalne klimatske promjene i rast ekoloske osvijestenosti populacije, postavlja
se pitanje: koliko je ovaj nacin proizvodnje odrziv?

Od trenutka pojave filoksere (Daktulosphaira vitifoliae Fitch) i najvaznijih
(pseudo)gljivicénih bolesti — plamenjace (Plasmopara viticola (Berk. et Curt.) Berl. et de Toni) i
pepelnice (Erysiphe necator Schwein.) vinove loze krajem 19. stoljec¢a u Europi, oplemenjivaci
ulazu znacajne napore u stvaranje novih ,sorata s otpornosSéu na gljivicne bolesti”,
hibridizacijom plemenite vinove loze s ostalim vrstama roda Vitis koje imaju urodenu genetsku
otpornost (Eibach i Topfer, 2015.). Ovi postupci, tzv. klasicne oplemenjivacke tehnike, prisutni
su viSe od stoljecéa jer je odmah prepoznato kako je genetska otpornost jedino dugotrajno i
odrzivo rjeSenje. Brojni oplemenjivacki programi su dosad rezultirali s vise tisuca registriranih
meduvrsnih krizanaca u Vitis internacionalnom katalogu (https://www.vivc.de), no jo$ uvijek

nisu u zadovoljavaju¢oj mjeri zastupljeni u proizvodnji, posebice u zemljama ,starog svijeta”
(Palumbo i sur., 2019.). Razlozi su za to konzervativan i tradicionalan stav zakonodavaca, ali i
proizvodaca i potrosaca vina, koji nisu skloni prihvacanju novog sortimenta (Grubisi¢ i Preiner,
2020.). Europsko vije¢e primjerice, ¢lankom 93 iz regulative 1308/2013, ne dozvoljava
proizvodnju vina sa Zastiéenom oznakom izvornosti (ZOIl) od meduvrsnih kriZanaca stoga ¢e se
i manji broj vinogradara odluditi za sadnju nepoznatih sorata s kojima ne mogu izvuci
zadovoljavaju¢u ekonomsku korist ili Cija se vina potencijalno nec¢e kupovati.

Osim klasi¢nih oplemenjivackih tehnika, napretkom znanosti posljednjih godina
pojacano se razvijaju molekularni i biotehnoloski alati i metode koji omoguéuju mnogo brze i
uCinkovitije nacine za oplemenjivanje vinove loze. Neke su, poput implementacije
molekularnih markera u klasi¢ni oplemenjivacki program, objerucke prihvacene i danas
uvedene u Siroku uporabu, no druge, poput modifikacija na razini genoma, nailaze na otpor
javnosti, zabrinute zbog nepoznatih ucinaka takvih organizama na ljudsko zdravlje i okolis.
Europska unija prema odluci 2001/18/EC brani pustanje genetski modificiranih i/ili uredenih
biljaka u promet, ¢ak i ako prilikom stvaranja nije koristena nikakva strana DNK. Potencijalnih
rjeSenja za odrZivi razvoj i opstanak vinogradarstva ima napretek, a svakim danom postaju
dostupne nove tehnike i metode koje iskazuju nove mogucnosti u stvaranju sorata tijekom
prakti¢cnog vremenskog roka, koje ¢e odgovoriti na zahtjeve potroSaca, kao i potrebu za
smanjenjem uporabe pesticida (2009/128/EC) i prilagodbu na klimatske promjene. Potreban


https://www.vivc.de/

je doduse, izniman napor u edukaciji zakonodavaca i Sire javnosti, odnosno svih ,karika
vinskog lanca“; ali i odli¢ni rezultati vina proizvedenih od takvih sorata, kako bi se odstranila
dosad uvrijeZzena misljenja i uvjerilo u sigurnost za njihovo koristenje i ¢injenicu kako one
donose nemjerljivo viSe prednosti od lai¢ki smatranih mana.

Hrvatska je mala zemlja koja se ponosi sa svojom viSestoljethom vinogradarsko-
vinarskom tradicijom i velikim brojem autohtonih sorata o ¢emu svjedoce Maleti¢ i sur.
(2015a; 2015b). Jedna od strategija za isticanje i prepoznatljivost hrvatskih vina na svjetskom
trzistu je upravo fokus na kvalitetu i autohtonost. Iz tog su se razloga djelatnici Zavoda za
vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog fakulteta u Zagrebu 2015. godine upustili u vlastiti
oplemenijivacki program na vinovoj lozi koristenjem markerima potpomognute selekcije (eng.
Marker assisted selection, MAS). Cilj je tog programa stvaranje kvalitetnih vinskih sorata s
otpornoscu na gljiviéne bolesti prilagodenih za uzgoj u hrvatskim agroekoloSkim uvjetima, a
za sorte dobivene navedenom tehnikom, smatra se da ce biti brze i lakSe uvedene u
proizvodnju. U prvom koraku krizanja, odabrane su dvije autohtone sorte 'Grk' i 'DiSeca
ranina’, koje uz funkcionalno Zenski cvijet karakterizira visok kvalitativni potencijal (Maletic i
sur., 2015a) koje su krizane s otpornom sortom 'Panonia' radi nasljedivanja u njoj prisutnih
gena za otpornost na plamenjacu i pepelnicu Rpv3, Rpv12 i Ren3. Pouceni iskustvima ostalih
kolega oplemenijivaca te informacijama dostupnim u literaturi kako pojedini sojevi patogena
mogu prevladati genetsku otpornost (Peressotii sur., 2010.; Feechan i sur., 2013.), fokus je na
uspjesnoj ,piramidizaciji“ veceg broja gena, kako bi njihova otpornost bila Sto Sira i
dugotrajnija. Nakon prvog koraka krizanja, iz populacije sjemenjaka izdvojeno je 11
genotipova koji su naslijedili sve gene od interesa, kao i funkcionalno Zenski cvijet (Hapac,
2020.) koji su sudjelovali u drugom koraku krizanja s donorom dodatnih gena otpornosti,
opisanom u ovom radu.

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj je ovog istrazivanja provesti krizanje 11 odabranih genotipova F1 generacije 'Grk' x
'Panonia’ (GRP) i 'Diseca ranina' x 'Panonia' (DRP) s genotipom 'SK 00- 1/8' koji posjeduje gene
otpornosti na pepelnicu Runl i Ren3 te Rpvl na plamenjacu, uzgojiti sjemenjake te utvrditi
njihovu otpornost na plamenjacu vinove loze metodom evaluacije pomoéu OIV deskriptora, u
modificiranim poljskim uvjetima uz navodnjavanje kiSenjem.

Bududi je cilj ovog programa dodi do jedinki koje su ovim krizanjima naslijedile sve gene
otpornosti (3 prema plamenjaéi i 2 prema pepelnici) koje ¢ée se koristiti za daljnje
oplemenijivanje.



2. Pregled literature

2.1. Plamenjaca vinove loze

Plamenjaca vinove loze obligatni je biotrofni biljni patogen koji parazitira na vinovoj
lozi, kao i ostalim vrstama porodice Vitaceae (CABI/ISC, 2019.). Eukariotski je organizam koji
je taksonomski svrstan u razred algaSica (lat. Oomycetes), a smatra se uzro¢nikom jedne od
najvaznijih bolesti na vinovoj lozi diljem svijeta (Dussert i sur., 2019.). Kamoun i sur. (2015.) su
proveli anketu o deset najznacajnijih biljnih patogena iz navedenog razreda, ovisno o njihovom
znanstvenom i ekonomskom utjecaju te je P. viticola zauzela Sesto mjesto. Prvi je put
pronadena i opisana na sjeveroistoku SAD-a, a u Europu je slu¢ajno introducirana 1878. godine
nakon cega je bila uzrokom znacajnih gubitaka u prinosu, prije otkri¢a bakrenih preparata koji
su joS uvijek u velikim koli¢inama prisutni u proizvodnji (Gessler i sur., 2011.).

Wong i sur. (2001.), navode kako Zivotni ciklus plamenjace ima dvije faze; fazu
nespolnog razmnozZavanja tijekom vegetacijskog perioda biljke i fazu u kojoj se spolnim
razmnozavanjem (stvaranjem oospora) u jesen osigurava prezimljavanje patogena. Isti su
autori dokazali kako je plamenjada heterotalican organizam, odnosno za uspjesno spolno
razmnozavanje zahtijeva 2 diploidne jedinke razli¢itog tipa parenja. Arens (1929.) iz Gessler i
sur. (2011.) je uocio kako su oospore zasluzne za primarnu infekciju vinove loze. Prema Gessler
i sur. (2011.) oospore sazrijevaju tijekom zime i u novoj vegetacijskoj sezoni, rastom
temperature tlaiznad 12 °C, uz visoku koncentraciju vlage u zraku, klijaju i formiraju sporangije
(sporangiofore), koji su u povoljnim klimatskim uvjetima zasluzni za brojne sekundarne
infekcije stvaranjem zoospora. Frobel i Zyprian (2019.) navode kako se infekcija biljke
domacina odvija ,encistiranjem” zoospora na rubovima puci koje pustaju haustorije u
medustani¢ne prostore biljke, a svojim su radom potvrdili da uz listove, plamenja¢a moze
napasti i lisne peteljke, vrhove mladica, mlade bobice i sjemenke. Prema Buonassisi i sur.
(2017.), prvi su vidljivi simptomi plamenjace tzv. ,uljne mrlje“ na licu listova koje kasnije
nekrotiziraju, a prilikom zadovoljenih uvjeta za sporulaciju (relativna vlaga zraka oko 93% i
temperatura izmedu 18 i 20 °C) ista je vidljiva na nali¢ju listova, kao i povrsini vitica, cvatova i

mladih bobica. Slike 2.1.1. i 2.1.2. prikazuju opisane simptome na pojedinim organima vinove

loze.

Slika 2.1.1. Tipi¢ne uljne mrlje na licu listova Slika 2.1.2. Sporulacija na nali¢ju lista

lzvor:https://www.cabi.org/isc/portfolio/compendia/normal/91 lzvor:https://www.cabi.org/isc/portfolio/compendia/normal/91

85.img ©Megan M. Kennely 90.img ©Megan M. Kennely


https://www.cabi.org/isc/portfolio/compendia/normal/9185.img
https://www.cabi.org/isc/portfolio/compendia/normal/9185.img
https://www.cabi.org/isc/portfolio/compendia/normal/9190.img
https://www.cabi.org/isc/portfolio/compendia/normal/9190.img

Plamenjaca uzrokuje izravne Stete napadom na bobice (smanjujuéi prinos), ali i
viSestruke neizravne Stete koje se ocituju u smanjenju lisne asimilacije, slabijem odrvenjavanju
rozgve i zametanju cvjetnih pupova, kao i slabijoj produkciji drva, Sto utjeCe i na naredne
vegetacijske sezone ukoliko se ne dovede pod kontrolu fungicidima. Madden i sur, (2000.);
Rossi i Caffi (2012.) iz Kamoun i sur. (2015.), navode kako u sluéaju povoljnih klimatskih uvjeta
i bez uporabe adekvatnih sredstava za zaStitu, plamenjac¢a u samo jednoj sezoni utjece na
smanjenje prinosa do 75%. Delmas i sur. (2016.; 2017.) su utvrdili kako plamenjaca ima veliku
sposobnost prilagodbe zbog prisustva spolnog razmnoZavanja tj. rekombinacije gena u
godiSnjem ciklusu, jer brzo razvija otpornost na fungicide, a u relativno kratkom vremenskom
periodu mogla bi prevladati i genetsku otpornost djelomi¢no otpornih sorata.

2.2. Molekularno oplemenjivanje vinove loze

Vinova loza je viSegodi$nja biljna vrsta koja, jednom posadena u vinograd, u njemu
ostaje viSe desetlje¢a. Uzevsi u obzir navedenu ¢injenicu, ali i onu kako je kvaliteta njezinih
plodova rezultat kompleksne interakcije mnogih ¢imbenika poput genotipa, polozaja, klime i
sustava uzgoja; jasno je kako je oplemenjivanje takve kulture veoma dugotrajan i slozen
proces. To je jo$S viSe izrazeno u slucaju oplemenjivanja na otpornost prema bolestima i
Stetnicima Sto su kvantitativna svojstva, Cija je ekspresija rezultat kontrole veéeg broja gena
manjeg pojedinacnog ucinka (Maleti¢ i sur., 2008.).

Klasi¢ni oplemenjivacki programi na vinovoj lozi, prije razvoja adekvatnih genetickih
alata i otkri¢éa molekularnih markera, trajali su izmedu 25 i 30 godina (Eibach i Topfer, 2015.)
Razlozi za to su, uz navedeni Zivotni vijek biljke: potreba za viSegodisnjim ispitivanjima
krizanaca kako bi se utvrdila stabilnost i ekspresija njihovih svojstava u razli¢itim okolinskim
uvjetima, ogranicena koli¢ina izvora otpornosti i spora vegetativna propagacija putem reznica
(Topfer i sur., 2011.). Isti autori navode kako je glavna strategija oplemenjivanja vinove loze
na otpornost prema biotickim stresorima introgresija ¢imbenika otpornosti iz divljih vrsta
Vitisa, nakon cega slijedi uzastopno pseudo-povratno krizanje sa plemenitom vrstom V.
vinifera kako bi se izbjegla inbreeding depresija. Povratna se krizanja najcesée provode do 4.
ili 6. BC-generacije kada je teoretski obnovljeno 96,9 — 99,2% genoma rekurentnog roditelja
(Collard i sur, 2005.), a broj generacija u oplemenjivackom programu ovisi o sli¢nosti
roditeljskih parova i koli¢ini nepovoljnih svojstava koja bi se mogla prenijeti uz gene otpornosti
(Beljo, 2012.). Samo krizanje uzima malo vremena u usporedbi s ostalim aktivnostima
oplemenjivackog programa. Prema Eibach i Topfer (2015.) u pocetnim je fazama razvoja
sjemenjaka fokus na evaluaciju otpornosti na bolesti, a potom ostalih vaznih karakteristika.
Dolaskom u odgovarajudi stadij razvoja, slijedi njihovo vegetativno razmnozavanje, a pojavom
pune rodnosti nakon par godina se kreée sa evaluacijom kvalitativnih svojstava njihovih vina.
Nakon navedenog, istrazuje se interakcija genotipa i okoline, odnosno ostvareni rezultati se
potvrduju na vise razlicitih lokacija i u razli¢itim okoliSnim uvjetima, kako bi se mogla
registrirati nova sorta. Shema je takvog programa prikazana na Slici 2.2.1.
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Slika 2.2.1. Shema oplemenjivackog programa na vinovoj lozi

Izvor: Topfer, R., Hausmann, L., Harst, M., Maul, E., Zyprian, E., Eibach, R., (2011) New Horizons for
Grapevine Breeding 5. 79-100

Otkrice molekularnih markera povezanih na lokuse otpornosti, omogucilo je
provodenje selekcije roditeljskih parova i potomstva na temelju gena od interesa, a ne na
temelju fenotipskih opazanja, Sto je uvelike ubrzalo i povecalo ucinkovitost selekcije, ali i
samih oplemenjivackih programa (Ben-Ari i Lavi, 2012.; Eibach i Topfer, 2014.). Dodatne su
prednosti markerima potpomognute selekcije (MAS) usteda vremena i prostornih resursa
zamjenom pojedinih poljskih pokusa molekularnim testovima, selekcija genotipova u
najranijim fazama rasta, izbjegavanje prenosenja nepozeljnih ili Stetnih gena, tzv. ,linkage
drag” u potomstvo, selekcija svojstava niske heritabilnosti, moguénost ispitivanja specifi¢nih
svojstava kod kojih fenotipska procjena nije izvediva i , piramidizacija“ gena iz viSe izvora u
jedinstvenoj jedinci (Collard i sur, 2015.). MAS je pristup kojim se maksimalno mogu iskoristiti
postojeci genetski resursi (Ben-Ari i Lavi, 2012.).

Piramidizacija gena za otpornost je u srzi nakupljanje viSe alela otpornosti u
jedinstvenom genotipu koja ée osigurati dugotrajniju i Siru otpornost prema veéem broju
razliCitih sojeva patogena. Ucinkovitost piramidizacije gena i molekularnog oplemenjivanja
ovisi o koli¢ini gena koja se prenosi, genetskoj osnovi svojstava, tipovima koriStenih markera,
udaljenosti markera od ciljanog gena, genetskoj pozadini u koju se unosi Zeljeni gen, tipovima
molekularnih markera i raspolozivim alatima kojima se isto moZe odraditi (Weeden i sur.,
1992.; Francia i sur., 2005. navedeno u Joshi i Nayak, 2010.). Koristenjem MAS-a, danas je
moguce stvoriti otporne sorte s poligenskom otpornoséu prema gljivicnim bolestima i
odli¢cnom kvalitetom vina u roku od 15 godina (Schneider i sur., 2019.).



2.3. Cimbenici otpornosti na plamenjacu

Otkriéem i razvojem molekularnih i biotehnic¢kih alata u posljednjih je dvadesetak
godina uvelike doprineseno znanju o interakciji izmedu plamenjace i vinove loze, kao i
identifikaciji i funkcionalnoj karakterizaciji vaznih gena i povezanih molekularnih markera koji
poticu razlicite mehanizme obrane (Buonassisi i sur., 2017.; Delrot i sur., 2020.).
Dugogodi$njim proucavanjem genoma vinove loze, divljih vrsta i meduvrsnih kriZzanaca,
identificiran je velik broj lokusa za kvantitativna svojstva (eng. Quantitative trait loci, QTL),
medu kojima su gen lokusi otpornosti prema P. viticoli, ostalim bolestima i Stetnicima, ali i oni
za vazna agronomska svojstva; kao rezultat medunarodnog truda znanstveno-istrazivacke
zajednice. Dosad otkriveni QTL-ovi, ukljucujuci njihove pozicije na kromosomima vinove loze,
prikazani su na Slici 2.3.1., a njihovi puni nazivi i opisi dostupni su u Prilogu 2.
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Slika 2.3.1. Pozicije dosad otkrivenih QTL-ova u genomu vinove loze

Izvor: Delrot, S., Grimplet, J., Carbonell-Bejerano, P., Schwandner, A. i sur. (2020). Genetic and Genomic Approaches for

Adaptation of Grapevine to Climate Change. In: Kole C. (eds) Genomic Designing of Climate-Smart Fruit Crops. Springer,
Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-319-97946-5 7.

Medunarodna suradnja i javno dijeljenje rezultata na ovim podrucjima (primjerice:
https://www.vivc.de/index.php?r=loci%2Findex) ukazuje na pojacan fokus znanstvenika

diljem svijeta s istim ciljem: stvaranja otpornih sorata koje ¢e omogucditi odrzavanje ekoloski
osvjestenije vinogradarsko-vinarske proizvodnje u buducnosti. U prilog tome ide i Cinjenica
kako je od 2003. godine do danas identificiran 31 Rpv gen-lokus za otpornost na plamenjacu
(eng. Resistance to P. viticola) iz razlicitih genetskih izvora (popisani u Prilogu 1), od kojih je 16
opisano u posljednje Cetiri godine, odnosno sedam unatrag Sest mjeseci (Maul i sur. 2021. -
Vitis International Variety Catalogue - www.vivc.de ; Fu i sur., 2020.; Sargolzaei i sur. 2020.).
Qiu i sur. (2015.) opisuju dva glavna mehanizma biljaka u obrani od biotrofnih
patogena: jedan se sastoji od otpornosti stani¢nih stijenki i membrana na penetraciju spora i
razvoj haustorija, a drugi se odnosi na programiranu smrt napadnutih stanica (PCD), ¢ime se
onemogucava daljnji rast i razvoj patogena. Drugi je spomenuti mehanizam poznatiji pod
nazivom ,,odgovor preosjetljivosti“ (eng. Hypersensitive response, HR) koji je pod utjecajem
velikog broja ¢imbenika i jo$ uvijek nije u potpunosti razjasSnjen (Bellin i sur., 2009.; Bashir i
sur., 2013.; Boso i sur., 2014.; Divilov i sur, 2018.). Prema Dangl i sur. (2013.) dva su osnovna
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medusobno povezana oblika urodenih imunoloskih odgovora biljnih stanica: imunost
potaknuta molekularnim uzorcima povezanih s patogenom (eng. pathogen triggered
immunity, PTI) i imunost potaknuta efektorima (eng. effector triggered immunity, ETI) od ¢ega
PTI ¢ini tzv. ,,prvu liniju obrane” koju virulentniji sojevi patogena mogu zaobiéi lu¢enjem tvari
koje nazivamo efektorima, nakon cega su biljke razvile spomenutu ETI. Uz HR, invazija
plamenjace u vinovoj lozi poti¢e iduce reakcije: povecanu sintezu i akumulaciju stilbena,
fitoaleksina i proteina povezanih s patogenezom (PRR), stvaranje papila i tiloza te lignifikaciju
(Yuisur., 2012.).

2.3.1. R-lokusi

Rpv1 je prvi otkriveni i funkcionalno okarakterizirani lokus otpornosti na plamenjacu,
introduciran u genom V. vinifere visSestrukim povratnim kriZzanjima iz Muscadinie rotundifolie,
a usko je povezan s lokusom otpornosti na pepelnicu Runl s kojim se najéesée zajednicki
prenosi u potomstvo (Pauquet i sur., 2001.; Feechan i sur., 2013.). ,Rpv1 je NB-LRR receptor,
uklju¢en u prepoznavanje patogena i prijenos signala tijekom inicijacije biljne obrane”
(Eisenmann i sur., 2019.). Rpv3 lokus je prvi put pronaden analizom QTL-ova u molekularnoj
mapi otporne sorte 'Regent' (Fischer i sur., 2004.; Welter i sur., 2007.) te pruza znacajnu razinu
otpornosti prema plamenjadi i na listovima i bobicama, uzrokujuéi HR na mjestima infekcije u
roku 48 h od inokulacije (Bellin i sur., 2009.). Sdnchez-Mora i sur. (2017.) su u svojem
istrazivanju utvrdili kako Rpv3 u usporedbi s lokusom Rpvl ima veéi doprinos otpornosti
biljaka, no kombinacijom oba lokusa u potomstvu, oni iskazuju djelomi¢no i aditivno
djelovanje te su pokazali do 88,9% vecu kontrolu napada plamenjace u usporedbi s osjetljivim
genotipovima i onima koji su naslijedili samo jedan od navedenih lokusa.

Eisenmann i sur. (2019.) su istrazivali mehanizam obrane biljaka s Rpv3 lokusom i uz
HR, odnosno PCD koja je nastupila 32 h po inokulaciji, primijetili su znacajnu akumulaciju trans-
resveratrola i fungitoksi¢nih stiloena (e-viniferina i trans-pterostilbena) u roku 24 h od
inokulacije plamenjacom, $to je rezultiralo smanjenim rastom i razvojem patogena. Venuti i
sur. (2013.) svojim istrazivanjem takoder potvrduju kako zajednicka introgresija vise lokusa (u
njihovom slucaju Rpv3 i Rpv12, podrijetlom iz V. amurensisa) iskazuje pozitivne ucinke
piramidizacije, jer su genotipovi heterozigotni na oba alela puno efikasnije ogranic¢avali rast
plamenjace od onih samo s jednim ili nijednim od navedenih lokusa otpornosti, uz ¢injenicu
kako Rpv12 pruZza otpornost listova na sojeve koji su prevladali otpornost biljaka s Rpv3
lokusom. Zini i sur. (2019.) rezultatima svojih istraZivanja pokazuju kako piramidizacija veceg
broja R-lokusa (ako je u biljci prisutan lokus za visoku/potpunu otpornost) ne mora nuzno
povecati ukupnu otpornost na plamenjacu, ali jamci dodatne prepreke u slucaju da virulentni
sojevi prevladaju prvu, Sto je dokazano i u primjeru autora Venuti i sur. (2013.). lako sva 3
opisana gen lokusa iskazuju slicne mehanizme obrane, posebice Rpv3 i Rpv12 (indukcijom HR-
a na mjestu infekcije) metabolicka i transkriptomicka istraZivanja pokazuju razli¢itu ekspresiju
od 432 do 2042 gena nakon inokulacije plamenjatom u usporedbi s osjetljivim sortama
(Eisenmann i sur., 2019.; Chitarrini i sur., 2020.).



Djelomi¢no otporne i otporne sorte uspjeSno ogranicavaju rast i razvoj plamenjace
tijekom vegetacije (kontrolom rasta sporangija), no istrazivanja pokazuju kako mehanizmi
obrane nemaju utjecaja na spolno razmnoZavanje ovog patogena (Bellin i sur., 2009., Delmas
i sur., 2016; Delbac i sur. 2019.; Chitarrini i sur., 2020.). Zbog navedene Cinjenice se uzgojem
otpornih sorata na gljivicne bolesti u vinogradima ipak ne preporuca u potpunosti izostaviti
koriStenje sredstava za zastitu bilja, no na primjeru francuskog nacionalnog opservatorija
OSCAR, vidljivo je kako je uzgojem takvih sorata moguce smanijiti koli¢inu tretiranja za 80%
(Guimier i sur., 2019.). Kombinacijom integrirane zastite bilja, dobre agronomske prakse i
uzgoja otpornih sorata (Pertot i sur., 2016.), ili implementacijom otpornih sorata u ekolosku
proizvodnju (Pedneault i Provost, 2016.), svakako se moZe ocekivati smanjenje negativnog
ekoloskog otiska vinogradarstva u buduénosti.

2.4. Postupak hibridizacije na otpornost

Od samih pocetaka oplemenjivackih aktivnosti na vinovoj lozi, glavni su ciljevi
kombinacija visoke otpornosti na glavne patogene i prilagodbe na klimatske promjene s
visokom kvalitetom vina od dobivenih sorata (Yobrégat, 2018.). lako jo$ uvijek nije istrazena
sva germplazma vinove loze, izvori otpornosti su se tijekom proslosti istrazivali u
sjevernoamerickim i azijskim vrstama poput V. labrusca, V. aestivalis, V. riparia, V. rotundifolia
i V. amurensis, a 2020. godine su prvi puta opisana tri nova lokusa otpornosti na plamenjacu
u germplazmi V. vinifere (Sargolzaei i sur., 2020.). Delrot i sur. (2020.) navode kako se
odabirom superiornih roditeljskih genotipova za kriZanje smanjuje potreba za piramidizacijom
pozeljnih alela s razlicitih lokusa $to u konacnici olakSava proizvodnju poboljSanih sorata u
manjem broju povratnih krizanja. Eibach i Topfer (2015.) u osnovi dijele sve aktivnosti
oplemenjivackog programa u tri faze: uspostavljanje genetske varijacije krizanjem, selekcija
potomstva i evaluacija selekcioniranih jedinki.

Postupak umjetne hibridizacije zapocinje odabirom adekvatnog roditeljskog para,
nakon ¢ega slijedi umjetno oprasivanje, zrioba plodova, berba i izdvajanje sjemenki iz grozda
te daljnji postupci kojima ¢ée se sjeme pripremiti za sjetvu u narednoj vegetacijskoj sezoni.
Vinovu lozu karakteriziraju tri tipa cvjetova, a dvospolan cvijet (koji posjeduje i tucak i
prasnike) nalazimo kod vecine sorata V. vinifere (Coito i sur., 2019.). Vrste cvjetova vinove loze
prikazane su na Slici 2.4.1.

Slika 2.4.1. I1zgled cvjetova vinove loze (s lijeva na desno: morfoloski dvospolan, a

funkcionalno Zenski, dvospolan cvijet i muski cvijet)

Izvor: https://Ih3.googleusercontent.com/proxy/HRNkkzggfisF9jagxfUFbvLZO5bKi9YLHo5naNdyr05JenRs3I-
VtDKZTNbus9m OgWkOILfk1ncOWzfiTA kAg3 sDGVvHPkO4092DRfFKK7TsXL
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https://lh3.googleusercontent.com/proxy/HRNkkzggfisF9jaqxfUFbvLZO5bKi9YLHo5naNdyr05JenRs3l-VtDKZTNbus9m_OgWk9Lfk1ncOWzfiTA_kAq3_sDGVvHPkO4092DRfFKK7TsXL

Posjedovanje dvospolnog cvijeta znaci da kod takvih sorata mozZze doéi do
samooplodnje, koja je u postupku umjetne hibridizacije nepoZeljna i kako bi se izbjegla,
cvjetove roditeljske biljke koja se u krizanju koristi kao ,,majka“ potrebno je podvrgnutiizrazito
napornom i zahtjevnom postupku emaskulacije kao i izolacije od nenamjerne samo- ili
stranooplodnje (Reisch, 2001.; Vokurka, 2006.; Eibach i Topfer, 2015.). KoriStenjem sorata s
funkcionalno Zenskim cvijetom kao majke u ovoj fazi oplemenjivackog programa postupak
emaskulacije se moZe u potpunostiizbjedi (Cindri¢, 1981.; Reisch, 2001.), jer je u velikom broju
slu¢ajeva polen sa njihovih prasnika sterilan (Stupi¢ i sur., 2019.) stoga nije potrebno njihovo
uklanjanje sa cvjetova prije oprasivanja. Prvi je postupak umjetnog opraSivanja priprema
majcinskih biljaka dva do tri dana prije otvaranja njihovih cvjetova, kada se provodi njihova
izolacija kako bi se sprijecila nezeljena stranooplodnja, a istovremeno se sa cvatova uklanjaju
vec¢ otvoreni cvjetovi (Vokurka, 2006.). Cindri¢ (1981.) navodi kako se cvatovi majcinskih
biljaka sa funkcionalno Zenskim cvijetom mogu prorijeditiiizoliratii 8 do 10 dana prije pocetka
cvatnje. Izolacija se radi naj¢eSce zatvaranjem cvatova u prozracne papirnate vrecice ili druge
materijale koji sprjecavaju zagrijavanje uslijed suncevog zracenja, a postojani su ukoliko se
pojave oborine (Reisch, 2001.; Eibach i Topfer, 2015.). Optimalno vrijeme za provedbu
umjetnog oprasivanja je pojava sluzi na njuskama tucaka koja osigurava lakSe primanje i
klijanje polenovih cijevi (Cindri¢ 1981.). Kako bi se osigurala ujednacenija oplodnja veceg broja
cvjetova i poboljsalo zametanje plodova, Eibach i Topfer (2015.) preporucaju uklanjanje vrsnih
i postranih dijelova cvatova, kao i vrSkova rodnih mladica te visSekratnu provedbu oprasivanja
u razmacima od par dana. Ukoliko roditeljski par nije uskladen u vremenu cvatnje (kada se
oprasivanje moze provesti direktno cvatom ocinske biljke), prethodno sakupljeni polen se
moze nanijeti na njuske tucaka razli¢itim alatima ili prstima, no najéesce se koriste mekani
kistovi (Reisch, 2001.; Vokurka, 2006.). Slika 2.4.2. prikazuje postupak oprasivanja vinove loze
polenom pomocu kista.

Slika 2.4.2. Oprasivanje vinove loze prethodno sakupljenim polenom
Izvor:http://www.hort.cornell.edu/reisch/grapegenetics/breeding/PollenBrush2.jpg

lako su sjemeni zametci grozda u potpunosti razvijeni s pocetkom Sare, berba grozdova
se preporuca u fazi fizioloSke zrelosti, zbog jednostavnijeg odvajanja sjemenki od ostalih
dijelova plodova uz to sto se u navedenom trenutku ocekuje njihova maksimalna klijavost
(Eibach i Topfer, 2015.). Obzirom kako u trenutku fizioloske zrelosti plodova sjemenke
karakterizira nemoguénost klijanja, ¢ak i ako se nadu u povoljnim uvjetima zbog svojstva koje
nazivamo primarna dormantnost, sjemenke je potrebno podvrgnuti nekom od postupaka za
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skrac¢ivanje tog perioda te osiguravanje brzeg i ujednacenijeg klijanja kojeg nazivamo
stratifikacija (Beweley, 1997.; Vokurka, 2006.).

2.4.1. Postupci za prekid dormantnosti sjemena vinove loze

Prema Bradbeeru (1988.) glavni su nacini za prekid dormantnosti sjemena vecine
bilinih vrsta pojedinacnim c¢imbenicima poput hladenja, suhog skladistenja na povisenim
temperaturama, izlaganja svijetlu, ispiranja, skarifikacije i tretiranjem razlic¢itim kemikalijama
te izlaganjem promjenjivim uvjetima ili kombinaciji viSe razlicitih ¢imbenika, a navodi kako je
posljednji, u veéini slucajeva najuspjesniji. Pregledom literature za prekid dormantnosti kod
razli¢itih voénih vrsta, Cmelik i Perica (2007.) navode kako najbolji uspjeh ima hladna
stratifikacija u trajanju 50 — 150 dana. Ellis i sur. (1983.) navode kako je izlaganje nabubrenog
sjemena vinove loze temperaturama izmedu 0i 5 °C u periodu 8 — 12 tjedana samo umjereno
uspjesno u prekidu njihove dormantnosti te u svom istraZivanju navode istrazivanje Singha
(1961.), kaji je stratificirao sjemenke 14 krizanaca vinove loze pri 5 °C tijekom 12 tjedana,
rezultirajudi sa 8 — 62% klijavosti (srednja vrijednost 40%). Thaipong i sur. (2007.) su istrazivali
optimalan period trajanja hladne stratifikacije za siemenke vinove loze pri 5 °C, &iji su rezultati
pokazali maksimalno 41% klijavosti nakon 90 i 105 dana ovakvog tretmana dormantnih
sjemenki. Navode takoder kako klijavost sjemenki pada produljenjem perioda stratifikacije
nakon postignutog maksimalnog postotka. Za potrebe oplemenjivackih programa, potrebno
je razviti Sto brzi i pouzdaniji protokol za prekid dormantnosti; kako bi se mogao uzgojiti i
ispitati Sto veci broj sjemenki nastalih krizanjem, obzirom kako je svaka sjemenka potencijalni
perspektivni genotip. U tu svrhu su Kachru i sur. (1972.) proveli fizioloSko istrazivanje sjemenki
sorte 'Black Muscat' i najbolji postotci klijavosti, od 81.05 i 78.12% su dobiveni tretiranjem
sjemenki giberelinskom kiselinom (GA3) u koncentracijama 0,2 i 0.1% tijekom 48 h prije 30-
dnevnog perioda stratifikacije pri 5 — 7 °C. Treci je najbolji rezultat ostvaren u daleko
najkracem roku, a to je 72.11% klijavosti sjemenki izloZzenih neprestanom mlazu tekuce vode
tijekom svega 12 dana, tijekom kojeg su sjemenke pocele pustati korjencice, a prenoSenjem u
tlo su nastavile normalan rast. Velika je mana ovog istraZzivanja $to nisu navedeni uvjeti u
kojima su se sjemenke stavljale na naklijavanje (kao ni u vecini prethodno navedenih), a ti su
uvjeti takoder od presudne vaznosti za uspjesno kretanje sjemenki vinove loze. Ellis i sur.
(1983.) su najvecu klijavost (izmedu 69 — 96%) postigli natapanjem sjemenki tijekom 24 h u
0,5 M H202, nakon c¢ega je uslijedilo 24 h u 0,1% GA3 i potom hladna stratifikacija u trajanju
21 dan pri 3 -5 °C, nakon ¢ega su sjemenke naklijavali u dnevnom ciklusu temperature od 20
°C tijekom 16 h te 30 °C tijekom iducih 8 h. Postoje istraZivanja optimalnih uvjeta stratifikacije
i naklijavanja ostalih vrsta roda Vitis, poput Vitis vinifera subsp. sylvestris (Orru i sur., 2012.),
V. amurensis (Wang i sur., 2011.), ali i usporedbe izmedu razli¢itih vrsta i rodova porodice
lozica (Vitaceae) (Orsenigo i sur., 2017.), koje se potencijalno mogu uzeti u obzir prilikom
odabira idealne metode za prekid dormantnosti sjemena V. vinifere. IstraZzivanje Wang i sur.
(2011.) dovelo ih je do zakljucka kako sli¢nosti, ali i razlike u dormantnosti i zahtjevima prema
uvjetima naklijavanja unutar vrste moze biti posljedica razli¢itih okoliSnih uvjeta izmedu
mjesta njihova podrijetla i mjesta na koja su introducirane.
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3. Materijali i metode
3.1. Lokacija i vrijeme istrazivanja

Istrazivanje je zapoceto u lipnju 2019., a trajalo je do rujna 2020. godine. Najvedi dio
istrazivanja (vezan uz krizanje, berbu, sjetvu krizanaca i poljsku evaluaciju) provodio se na
Vinogradarsko-vinarskom pokusalistu ,Jazbina“ na adresi Jazbina 142 (Zagreb, Hrvatska). Dio
vezan uz odvajanje sjemenki iz bobica nakon berbe grozida provodio se u Ampelografskom
laboratoriju Pokusalista, a dio vezan uz stratifikaciju i naklijavanje sjemenki dobivenih
krizanjem, provodio se u Laboratoriju za grozde, most i vino Zavoda za vinogradarstvo i
vinarstvo, na adresi Fakultetsko dobro 3 (Zagreb, Hrvatska). Geografske koordinate pokusnog
nasada u kojem se provodilo krizanje su E 461305 i N 5079696 (WGS84HTRS96/TM,;
https://geoportal.dgu.hr/), a plastenik u kojem su prvotno posijani dobiveni kriZzanci, nalazi se

u neposrednoj blizini nasada.

Vremenske prilike tijekom 2020. godine praéene su putem klimatoloske postaje
locirane na Pokusalistu, cca 150 m udaljenosti od pokusnog nasada i mjesta na kojem su rasli
krizanci, a analizirane su programom PinovaSoft v1.5.112.232. Pratila se samo srednja dnevna
temperatura kako bi se prognozirali uvjeti za pojavu plamenjace vinove loze, jer je optimalna
vlaznost osigurana navodnjavanjem sklopa u kojem su rasli krizanci. Na grafikonu 3.1.1.
prikazane su srednje 10-dnevne temperature tijekom perioda u kojem su krizanci bili izlozeni
vanjskoj sredini, od 3. lipnja 2020. pa sve do provedbe evaluacije otpornosti 20. kolovoza 2020.
konstantno su bili optimalni uvjeti za sekundarne infekcije plamenjace stvaranjem zoospora.

30
235 237 242
20
10
5 o © © A A- A % %
%%“’ S SR A /\:\9 /\%Q A9 o
o SRS SIS N AN LSO

e srednja dnevna temperatura

Grafikon 3.1.1. Prikaz srednjih 10-dnevnih temperatura tijekom rasta
krizanaca u modificiranim poljskim uvjetima
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3.2. Biljni materijal

Iz populacije sjemenjaka nastalih 2015. godine krizanjem sorata 'Grk' x 'Panonia’
('GRP') i 'Diseca ranina' x 'Panonia' ('DRP') naziva AFZ-VV-15; izabrano je jedanaest genotipova
kod kojih je genetickom analizom utvrdeno prisustvo gena otpornosti na plamenjacu Rpv3 i
Rpv12 i gena otpornosti na pepelnicu vinove loze Ren3 u heterozigotnom obliku (Hapac,
2020.). Genotipovi iz navedenog krizanja: 'DRP-1', 'DRP-3', 'DRP-4', 'DRP-7', 'GRP-15', 'GRP-16',
'GRP-17', 'GRP-18', 'GRP-26', 'GRP-35"' i 'GRP-36' odabrani su za ovo istrazivanje jer je kod njih
u poljskim uvjetima utvrdena visoka razina otpornosti na navedene bolesti (Grubisi¢, 2020.)
kao i morfoloski hermafroditan, a funkcionalno Zenski tip cvijeta, sto je olaksalo novu seriju
krizanja bez potrebe za emaskulacijom cvjetova majcinskih biljaka. Prema Grubisi¢ (2020.),
pokusni nasad u kojem rastu spomenuti sjemenjaci na vlastitom korijenu, posaden je 2017.
godine s razmacima sadnje 2 m izmedu i 1 m unutar redova, a trsovi su formirani u uzgojni
oblik ,lepeze”. Jedanaest navedenih genotipova koriSteni su u ovom krizanju kao majcinske
biljke, a kao ocinska biljka (oprasivac) koristen je polen otpornog genotipa 'SK 00-1/8' donesen
u svjezem stanju iz Sremskih Karlovaca (Novi Sad, Srbija) na dan krizanja.

3.2.1. Genotip 'SK 00-1/8'

Nastao je krizanjem roditeljskog para 'VRH 3082-1-42' x ‘Panonia’ (IvaniSevic i sur.,
2015.). Radi se o kompleksnom krizancu s genetskom pozadinom iz razli¢itih izvora, M.
rotundifolia, V. rupestris, V. berlandieri, V. labrusca, V. lincecumi (Pauquet i sur., 2001.;
Ivanisevi¢ i sur. 2015.). Za genotip 'SK 00-1/8', kao rezultat oplemenjivackog programa
Poljoprivrednog fakulteta Novi Sad, molekularnim je markerima utvrdena prisutnost dva gena
za otpornost na pepelnicu, Runl i Ren3 i jedan na plamenjacu vinove loze Rpv1 (Ivanisevic i
sur., 2015.). Na Slikama 3.2.1.1. i 3.2.1.2. uz Pedigree krizanaca koji su sudjelovali u ovom
istrazivanju, vidljiv je i pedigree ove otporne sorte.
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Slika 3.2.1.1. Pedigree krizanaca 'GRP' x 'SK 00-1/8'
Izvor: M. Zulj Mihaljevi¢, 2020.
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Slika 3.2.1.2. Pedigree krizanaca 'DRP' x 'SK 00-1/8'
Izvor: M. Zulj Mihaljevi¢, 2020.

3.3. Postupak krizanja

Priprema za kriZzanje odabranih roditeljskih parova zapocela je 3. lipnja 2019. godine,
neposredno prije poCetka cvatnje ,,majcinskih® biljaka. Odabrano je i izolirano u bijele
papirnate vrecice koliko je bilo moguée cvatova na svakom od jedanaest trsova koristenih u
ovom istrazivanju. Bijele su papirnate vreéice koristene za izolaciju cvatova od nenamjerne
stranooplodnje putem vjetra ili insekata, kao i zastitu od mogucih atmosferilija, a zbog
njihovog materijala i boje, cvatovima se omogudio protok zraka i zadovoljavajuéa insolacija.
Slika 3.3.1. prikazuje izgled trsova po zavrsetku izolacije cvatova.

Slika 3.3.1. Trsovi s izoliranim cvatovima
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Oprasivanje je provedeno u dva navrata, 10.i 11. lipnja 2019. u prijepodnevnim satima
polenom otporne sorte 'SK 00-1/8'. Zbog Cinjenice da se sjemenjaci i donor gena otpornosti
poklapaju u vremenu cvatnje, cijeli cvatovi su brani sa trsova niti 24 h prije provedenog
oprasivanja. Na taj nacin nije bilo potrebno sakupljati Cisti polen ili ga na neki nacin duze
skladistiti, Sto bi potencijalno utjecalo na smanjenje njegove vijabilnosti. Oprasivanje se
provodilo ,tresuci cvat o cvat” direktno iz vredica u kojima su doneseni. Po zavrSetku
oprasivanja, vrecice na izoliranim cvatovima su ponovno zatvorene i oznacene pripadaju¢om
Sifrom oplemenjivackog programa. Nakon navedenog, 26. lipnja 2019. su uklonjene papirnate
vrecice sa oplodenih cvatova kako bi im se osiguralo $to ujednacenije dozrijevanje. Trsovi su
potom oznaceni etiketom koja je sadrzavala Sifru oplemenjivackog programa i prekriveni
zastitnom mrezom kako bi se sprijecio napad Stetocina. Na Slikama 3.3.2. i 3.3.3. prikazan je
provedeni postupak kriZzanja.

Slika 3.3.2. Postupak oprasivanja cijelim Slika 3.3.3. Izolacija cvatova nakon

cvatom (10.06.2020.) oprasivanja

3.4. Berbaiodvajanje sjemenki

Berba fizioloski zrelog groida sa hibridiziranih trsova odvila se 21. kolovoza 2019.
godine u prijepodnevnim satima. Kratko po zavrSetku berbe, uzorci su odneseni u
Ampelografski laboratorij Pokusalista gdje su se odvajale sjemenke od ostalih dijelova ploda
prvo ru¢no, a potom uz dodatak pektolitickih enzima. Nakon uspjeSnog odvajanja, sjemenke
su isprane pod mlazom vode te postavljene na celulozni papir u svrhu susenja na zraku pri
sobnoj temperaturi. Nakon spustanja vlage u sjemenkama na potrebnu razinu, spremljene su
u bijele papirnate vrecice do poduzimanja daljnjih koraka za prekid dormantnosti. Slika 3.4.1.,
prikazuje ostvareni prinos grozda, a slike 3.4.2. i 3.4.3. postupke odvajanja i susenja dobivenih
sjemenki.

14



T

Slika 3.4.1. Prikupljanje grozdova u punoj zrelosti

Autor: Darko Preiner

Slika 3.4.2. Odvajanje sjemenki uz dodatak Slika 3.4.3. Susenje sjemenki na zraku pri

pektinaza sobnoj temperaturi
Autor: Darko Preiner

3.5. Stratifikacija

Stratifikacija je obavezan postupak u proizvodnji sjemena vecine biljnih vrsta, a svrha
joj je prekid primarne dormantnosti sjemena. 10. prosinca 2019. godine izvrSena je povrsinska
sterilizacija sjemenki 5-postotnom otopinom lzosan® G u trajanju od 15 minuta. Nakon
ispiranja ostataka dezinficijensa sa povrSine sjemenki, iste su slagane u vodom natopljeni
dravski pijesak u Sterivent posude S1686 proizvodata Duchefa Biochemie
(https://www.duchefa-biochemie.com/product/details/number/S1686/name/sterivent-
high-container-107-x-94-x-96-mm). Naizmjeni¢no je slagan sloj vlaznog pijeska i sjemenki

svakih 1 cm visine posude, do vrha. Posude su pravilno oznacene, prekrivene aluminijskom
folijom kako bi se sprijecilo isusivanje pijeska (a omogucila izmjena plinova) te su pohranjene
u frizider na 4 °C. Tijekom induciranog zimskog mirovanja u trajanju od 72 dana, povremeno
se nadolijevala voda u posude kako bi se odrzala stalna vlaznost pijeska u kojem su boravile
sjemenke.
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3.6. Naklijavanje i sjetva krizanaca

Sjemenke su 20. veljace 2020. izvadene iz pijeska, isprane vodom te susene na sobnoj
temperaturi u trajanju od desetak dana, prije njihovog skladistenja u papirnatim vreéicama do
pojave povoljnih vremenskih uvjeta za njihovu sjetvu.

Dana 21. travnja 2020. godine, sjemenke su potopljene u vodu na period od 24 sata
kako bi nabubrile. Dan poslije su posloZene na navlaZeni celulozni papir u petrijevke, zatvorene
parafinom i stavljene u mracnu komoru na 26 °C na naklijavanje. 29. travnja posijane su prve
isklijale sjemenke prethodno dezinficirane 5-postotnom otopinom lzosan® G u trajanju 15
minuta te 5-postotnom otopinom Plant preservative mixture (PPM) dezinficijensom biljnih
tkiva, proizvodaca Plant Cell Technology (https://www.plantcelltechnology.com/plant-

preservative-mixture-ppm/) u trajanju Cetiri sata. Proklijale sjemenke sijane su u 34 posude

od stiropora s 40 sadnih mjesta proizvodaca Plastform d.o.o., dimenzija 53 x 31 x 6 cm s
volumenom otvora od 78 ml (https://www.plastform.hr/presadnice-proizvodi.php). Posude

su napunjene visenamjenskim supstratom Klasmann Substrat2 za sjetvu, proizvodaca
Klasmann-Deilmann (http://euro-brod.hr/ponuda/hortikultura/klasmann-deilmann-ponuda-

proizvoda/gotovi-profesionalni-supstrati-proizvod1) i zalivene vodom do zasi¢enja. Sjemenke

su posijane na dubinu 1 cm. Sjetva se odvijala u periodu od 29. travnja 2020. do 22. svibnja
2020. u zastiéenom prostoru (plasteniku Pokusalista), kada su sjemenjaci izneseni u poljske
uvjete. Klijanje sjemenki je zavrsilo 25. svibnja Sto znaci da su one sjemenke koje su krenule sa
rastom izmedu 22. i 25. svibnja, direktno izloZzene vanjskoj sredini. Prilikom naklijavanja u
komori, zbog visoke vlage i opéenito povoljnih uvjeta za razvoj mikroorganizama, zabiljezena
je konstantna pojava Botrytis sp., Penicillium sp., Aspergillus sp. i Rhizopus sp., zbog ¢ega je u
dodatna dva navrata provodena sterilizacija neproklijalih sjemenki. Slike 3.6.1. i 3.6.2.

prikazuju porast sjemenjaka prvo u plasteniku te nakon iznoSenja u poljske uvjete.

Slika 3.6.1. Pocetni rast sjemenjaka u Slika 3.6.2. Sjemenjaci u modificiranim
plasteniku (29.04.2020.) poljskim uvjetima (26.05.2020.)
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3.7. Modificirani poljski uvjeti za evaluaciju otpornosti na plamenjacu

Sjemenijaci su iz plastenika izneseni u poljske uvjete 22. svibnja 2020. na poviseni stol
dimenzija 6 x 2 m te su prepusteni prirodnoj zarazi plamenja¢om. Radi osiguravanja povoljnih
uvjeta za razvoj plamenjace, postavljen je sustav navodnjavanja kiSenjem, koji je osiguravao
povecanu vlaznost zraka i biljnih organa. Program navodnjavanja je postavljen dva puta po
deset minuta dnevno, u 8 i 17 sati; a u sklop u kojem su rasli sjemenjaci pravilno je
rasporedeno deset prskalica s protokom 2 L/h.

Dana 20. kolovoza 2020. godine provedena je vizualna evaluacija otpornosti
sjemenjaka na plamenjacu vinove loze. Za utvrdivanje otpornosti koriSten OIV deskriptor broj
452 (IPGRI19.2.3) za stupanj otpornosti listova na P. viticolu, u pet razina od 1 do 9 (OlV, 2009.).
Slika 3.7.1. prikazuje stupnjeve otpornosti, referentne sorte i upute za njihovo odredivanje.
Paralelno s provedbom evaluacije, najbolje ocijenjeni sjemenjaci (7-9) presadeni su u plasti¢ne
tegle, a svi su ostali izbaceni iz daljnjeg postupka. Slika 3.7.2. prikazuje najbolje ocijenjene
genotipove koji su presadeni u tegle na dan evaluacije.

Stupnjevi otpornosti:
1

3 5 7 9
veoma nizak nizak srednji visok vrlo visok ili potpun
Referentne sorte: -
5 9
Millardet et Grasset 41 B Kober 5 BB

Definicije:

1 = nije ogranic¢eno, opsezne mrlje ili potpuno napadnute lisne plojke — jaka fruktifikacija gljivice - izrazene i guste nekroti¢ne tockice - vrlo
rano otpadanije lis¢a

3 = opsezne, neograni¢ene napadnute mrlje - vrlo jaka frutifikacija - brojne nekroti¢ne tockice - otpadanje lidéa (ne toliko rano kao kod prvog
stupnja)

5 = ograni¢ene napadnute mrlje promjera 1-2 cm - vide ili manje ozbiljna fruktifikacija - nepravilno stvaranje nekroti¢nih tockica

7 = manje napadnute mrlje - slabija fruktifikacija - malo nekroticnih tockica

9 = tockasta pojava napada ili potpuno bez simptoma, bez fruktifikacije i nekroti¢nih tockica

Slika 3.7.1. Upute za odredivanje stupnja otpornosti listova vinove loze na napad P.

viticole, OIV deskriptor 452, prevedeno po uzoru na originalni rad
Izvor: O.1.V. (2009). Descriptor list for grape varieties and Vitis species (2nd edition). International
Organisation of Vine and Wine, Dedon, Paris

Slika 3.7.2. Izgled najbolje ocijenjenih sjemenjaka (7-9) nakon presadivanja u tegle
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Prinosi klijavost sjemena

U hibridizaciji je sudjelovalo jedanaest razli¢itih kombinacija genotipova, a za svaki je
roditeljski par zamijeéena razlic¢ita koli¢ina prinosa (dobivenog grozda i sjemenki). Neki od
mogucih razloga su: stupanj rodnosti, Cinjenica kako su u krizanju koristene sorte s
funkcionalno Zenskim cvijetom, vrijeme i ispravnost provedbe izolacije cvatova,
(ne)pravovremeno nanoSenje polena i razina kompatibilnosti izmedu roditelja. Dodatni je
¢imbenik relativno manje koli¢ine prinosa Cinjenica da su majcinske biljke iz ovog kriZzanja na
svoja stalna mjesta posadene 2017. godine te im je ovo bio tek drugi rod. Procijenjena je
ukupna koli¢ina sjemenki prema masi svih uzoraka oko 5863. Najmaniji je prinos imao genotip
roditeljskog para 'GRP-26' x 'SK 00-1/8' sa svega 47 razvijenih sjemenki mase 1,64 g, a najveci
'GRP-17' x 'SK 00-1/8' s ukupnom masom sjemenki od 36,63 g tj. cca. 1434 sjemenki. Tablica
4.1.1. prikazuje ukupne mase sjemenki svih jedanaest genotipova, u kojoj je uocljiva velika
razlika u prinosu te procijenjeni broj sjemenki dobiven racunski na temelju mase 10 sjemenki.

Tablica 4.1.1. Rezultati krizanja genotipova 'DRP' i 'GRP' sa genotipom 'SK-00-1/8'

Procijenjeni Broj

GENOTIP (x Masa 10 Masa svih broj proklijalih % |:_)roklijal.ih
'SK 00-1/8') sjemenki(g) sjemenki(g) sjemenki sjemenki sjemenki

'‘DRP-1' 0,2443 22,77 932 158 17%
'‘DRP-3' 0,3331 18,52 556 102 18%
'‘DRP-4' 0,2517 12,74 506 199 39%
'‘DRP-7' 0,3644 8,37 230 105 46%
'GRP-15' 0,3266 13,75 421 36 9%
'GRP-16' 0,3706 8,69 234 13 6%
'GRP-17' 0,2555 36,63 1434 425 30%
'GRP-18' 0,4225 5,46 129 11 9%
'GRP-26' 47 ukupno 1,64 47 13 28%
'GRP-35' 0,2565 29,71 1158 116 10%
'GRP-36' 0,4045 8,73 216 28 13%
Ukupno 3,2297 166,99 5863 1206 20%

4.2. Dinamika klijanja

Sjemenke krizanaca stavljene su nakon bubrenja na naklijavanje 22. travnja 2020., a
klijale su u Sirokom vremenskom intervalu od 29. travnja do 25. svibnja. Ukupan broj sjemenki
odreden je racunski na temelju mase uzorka od 10 sjemenki te ukupnoj masi svih sjemenki po
genotipu. Na taj nacin utvrdeno je kako je krizanjem dobiveno ukupno 5863 sjemenki. Tijekom
navedenog perioda je isklijalo ukupno 1206 sjemenki, $to oznac¢ava prosjecnu klijavost od 20%,
jer se kretala u intervalu od 6% kod najmanje klijavog genotipa 'GRP-16' pa sve do 46% kod
genotipa 'DRP-7'. Jedan od mogudih razloga za manji postotak klijavosti u usporedbi s onima
iz literature je taj Sto su na naklijavanje postavljene sve sjemenke nastale hibridizacijom,
uklju€ujuci i one koje su isplutale na povrsinu posude tijekom flotacijskog testa. Ostali autori
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za plutajuce sjemenke navode kako nisu klijave i preporucaju ih izbaciti iz daljnjih postupaka
(Reisch, 2001.; Eibach i Topfer, 2015.), no u nasem se istraZivanju pokazalo kako su pojedine
takve sjemenke ipak proklijale, iako se ne moze procijeniti jesu li se razvile u potpunu biljku.

Jedini parametar u kojem su svi genotipovi ujednaceni je pauza u pocetku klijanja od
22. do 29. travnja, no na grafikonu 4.2.1. vidljivo je kako su sjemenke razlicitih genotipova
klijale razli¢itom ujednacenosti i u razli¢itim intervalima. Sjemenke genotipa 'DRP-1' pocele su
klijati 29. travnja i ravhomjerno su rasporedene tijekom cijelog perioda do kraja svibnja, s
najveéim brojem proklijalih sjemenki u periodu od 8. do 10. svibnja, nakon cega su brojke
pocele padati. Ukupan je broj proklijalih sjemenki ovog genotipa 158. Sjemenke genotipa
'DRP-3' takoder su s klijanjem zapocele 29. travnja i zavrsile 25. svibnja, no s pauzom u periodu
od 7. do 10. svibnja kada nije pronadena nijedna proklijala siemenka. Ukupan je broj proklijalih
sjemenki ovog genotipa 102. Sjemenke genotipa 'DRP-4' imale su u usporedbi sa svim drugim
genotipovima najranije najvecu klijavost (drugi tjedan od pocetka naklijavanja, 29. travanj— 5.
svibanj), kada im je brojka znacajno pocela padati. Posljednja sjemenka ovog genotipa je
proklijala 14. svibnja, a ukupan je broj proklijalih sjemenki 199.

100
75
50 \
25
29.04. 01.05. 03.05. 05.05. 07.05. 08.05. 10.05. 12.05. 14.05. 18.05. 20.05. 25.05.
emm—DRP-1 6 10 25 13 15 27 28 | 10 7 14 2 1
e DRP-3 8 1 10 15 11 0 10 13 9 6 14 5
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Grafikon 4.2.1. Dinamika klijanja krizanaca u periodu 29.04. — 25.05.2020.
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Sjemenke genotipa 'DRP-7' klijale su takoder kroz cijeli promatrani period, a moze ih
se usporediti s genotipom 'DRP-3' zbog pauze u klijanju od 7. do 10. svibnja, s time da je kod
njih uocena i druga pauza u periodu 14. — 20. svibnja. Ukupan je broj proklijalih siemenki ovog
genotipa 105, a neovisno o dvije ,pauze” koje su imale u klijanju, ovaj je genotip imao najveci
postotak klijavosti od 46%. Sjemenke genotipa 'GRP-15' odlikuje mala, ali ravhomjerno
rasporedena klijavost. Klijanje je ovog genotipa trajalo od 29. travnja do 18. svibnja, a najveci
je broj isklijalih u periodu od 3. do 7. svibnja, odnosno 11. — 13. dan od pocetka naklijavanja.
U promatranom periodu proklijalo je ukupno 36 sjemenki ovog genotipa. Sjemenke genotipa
'GRP-16' prvi su uzorak koji nije poceo klijati prije 3. svibnja, dakle 11. dan od stavljanja na
naklijavanje. Ovaj genotip takoder karakterizira najmanja klijavost sjemenki gdje je u periodu
od 3. do 18. svibnja sa rastom krenulo samo 13 komada, odnosno 6%.

Genotip 'GRP-17' je u berbi bio daleko najvedi uzorak s najve¢im prinosom grozda, a
posljedi¢no i sjemenki i njegovo je klijanje trajalo u cijelom promatranom periodu od 29.
travnja do 25. svibnja. 3. svibnja izbrojeno je ¢ak 98 sjemenki ovog genotipa, Sto je najvedi broj
proklijalih sjemenki u jednom danu. Ukupan broj proklijalih sjemenki ovog genotipa je 425,
dvostruko vise od bilo kojeg drugog genotipa, iako nisu imale najveci postotak klijavosti (30%).
Sjemenke genotipa 'GRP-18' s klijanjem su pocele 3. svibnja, imale su dvije dugacke pauze: 5.
— 12. svibnja i 13. — 20., a iako je ovaj genotip rezultirao s najmanjim brojem proklijalih
sjemenki (11), njegov postotak klijavosti (9%) nije bio najmanji. Brojéano najmanji pocetni
uzorak s ukupno 47 sjemenki, genotip 'GRP-26' je takoder imao i najkradi period klijavosti;
samo od 3. do 8. svibnja, odnosno 11. —16. dan od pocetka naklijavanja. U navedenom periodu
proklijalo je ukupno 13 sjemenki. Sjemenke drugog najveéeg uzorka 'GRP-35', ravhomjerno su
klijale tijekom cijelog promatranog perioda, s najveéom brojkom od 24 sjemenki proklijalih u
istom danu zabiljeZzenih 3. svibnja, a ukupan je broj proklijalih 116. Sjemenke posljednjeg
krizanog genotipa 'GRP-36', uvjerljivo su najkasnije krenule sa klijanjem, tek 14. svibnja,
odnosno 22 dana nakon stavljanja u mrac¢nu komoru na naklijavanje, a u periodu do 25.
svibnja, ukupno je proklijalo 28 sjemenki, odnosno 13%.

Neovisno o dobivenom manjem postotku klijavosti sjemenki od prosje¢no 20%, nego
Sto je to zabiljezeno u literaturi (od 40 do >90% prema Singh (1961.) iz Ellis i sur. (1983.),
Kachru i sur. 1972.; Ellis i sur. 1983.; Thaipong i sur. 2007.; s time da treba uzeti u obzir kako
su provodili ili duZi period stratifikacije ili kombinirali kra¢u hladnu stratifikaciju s pred-
tretiranjem sjemenki razli¢itim kemijskim sredstvima); nasSi rezultati potvrduju kako je
odabrana metoda stratifikacije uspjesno provedena jer su sjemenke svih genotipova krenule
sa rastom. Rives (1965.) iz Eibach i Topfer (2015.) navodi kako je uobicajena praksa
stratifikacije sjemenki vinove loze drzanje na 2 — 4 °C tijekom 75 dana, Sto odgovara nasim
rezultatima. Peterlunger i sur. (2003.) navode kako su za potrebe vlastitog oplemenjivackog
programa takoder drzali vlazne sjemenke na 4 °C, no tijekom kraceg perioda od 60 dana, a
umjesto pijeska koristen je supstrat od mjesSavine perlita i treseta u omjeru 1:1. lako navode
kako je navedeni postupak uspjesno prekinuo period dormantnosti, nisu objavljivali rezultate
klijavosti hibridiziranih sjemenki, stoga isto nije moguce usporediti. Usprkos uvrijezenom
misljenju (Sto su svojim istraZivanjem potvrdili i Wang i sur., 2011. na V. amurensisu) kako za
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pospjesivanje klijavosti sjemenki vinove loze nije potrebna svijetlost; pojedina istrazivanja
potvrduju kako su bolji rezultati klijavosti ostvareni u slu¢aju izmjene 12-satnog fotoperioda u
24-satnom ciklusu, u usporedbi sa stalnim drzanjem u mraku (Orru i sur., 2012.; Orsenigo i
sur., 2017.). Poznato je kako vinova loza i njezin divlji predak subsp. sylvestris imaju najveéu
klijavost pritemperaturamaiznad 25 °C, no istrazivanja Ellisa i sur. (1983.), Wangaisur. (2011.)
i Orseniga i sur. (2017.) pokazuju kako su sjemenke imale veci postotak klijavosti, u usporedbi
s konstantnom temperaturom, prilikom izmjene razli¢itih temperatura tijekom naklijavanja.
Prvi su sjemenke drzali tijekom 16 sati na 20 °C, a potom 8 sati na 30 °C, a drugi su radili
izmjenu svakih 12 sati. Posljednji bi se postupak mogao razmotriti u budu¢im fazama
oplemenijivackog programa ili bi se trebao razmotriti razvoj novog, optimalnog protokola koji
¢e vrijediti za hrvatske autohtone sorte u neovisnom istrazivanju, kako bi se sprijecio gubitak
dragocjenog biljnog materijala tijekom narednih generacija kriZzanja. Pojedini autori sugeriraju
kako bi primjena GAsz mogla u potpunosti zamijeniti provodenje hladne stratifikacije sjemenki
vinove loze (Orsenigoisur., 2017.), no pregledom literature i rezultatima vlastitog istrazivanja,
Ellis i sur. (1983.) navode kako bi takav tretman mogao rezultirati abnormalnim rastom biljaka
koje se nisu u moguénosti potpuno razvitiili cak smréu odredenog djela sjemenki, Sto je u ovoj
fazi programa previse riskantno i utjeCe na uspjesnost rezultata krizanja.

4.3. Vizualna evaluacija otpornosti na plamenjacu

Vizualna je evaluacija provedena jednom tijekom vegetacije 2020. godine. lako vecina
oplemenijivaca za utvrdivanje otpornosti listova na plamenjacu koristi metodu lisnih diskova,
koja se ujedno smatra pouzdanijom i prakti¢nijom (Brown i sur., 1999.; Eibach i sur, 2007.; Yu
i sur., 2012.; Saifert i sur., 2018.; Chitarrini i sur., 2020; Possamai i sur., 2020.) u nasem slucaju
isto nije bilo moguce provesti zbog nedovoljnog razvoja listova mladih bilj¢ica. Mali porast
krizanaca od sjetve, zbog stresnih uvjeta u kojima su rasli (visoka vlaga, velika izloZzenost suncu,
visok pritisak bolesti) je takoder razlog provodenja jednokratne evaluacije. Tijekom ove faze
programa uobicajena je praksa napraviti umjetnu inokulaciju plamenjacom kako bi se
osigurala zaraza (Eibach i Topfer, 2015.), no u nasem istrazivanju, modificirali smo kiSenjem
uvjete za pojavu plamenjace koja je Siroko prisutna na lokalitetu. Gessler i sur. (2011.) navode
kako se jo$ uvijek ve¢ina modela za prognozu i simulaciju zaraze plamenjaéom oslanja na
Blaeserove parametre (prema Blaeser i Weltzien, 1978.) koji ukljucuju 98% relativne vlage
zraka, 4 h mraka i optimalnu temperaturu od 19 °C (a minimalnu od 13 °C), $to potvrduje kako
su u cijelom promatranom periodu (od iznoSenja sjemenjaka iz plastenika) bili povoljni uvjeti
za razvoj sekundarnih infekcija plamenjace.

Tablica 4.3.1. prikazuje rezultate evaluacije sjemenjaka po genotipu u 5 razina pomodu
OlV deskriptora 452 (OlV, 2009.).
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Tablica 4.3.1. Rezultati evaluacije po genotipu u 5 razina pomocu OIV deskriptora 452

Genotip/ocjena | 1* 3 5 7 9 Ukupno
Zivih biljaka
'DRP-1' 55 35 27 6 1 124
‘DRP-3' 40 21 8 5 0 74
‘DRP-4' 86 50 9 8 1 154
‘DRP-7' 33 28 15 4 1 81
'GRP-15' 11 10 7 4 0 32
'GRP-16' 5 3 1 0 0 9
'GRP-17' 235 102 24 17 1 379
'GRP-18' 6 2 2 0 0 10
'GRP-26' 6 2 1 0 0 9
'GRP-35' 41 25 7 5 0 78
'GRP-36' 6 5 0 1 0 12
UKUPNO: 524 283 101 50 4 962

*1 — potpuno osjetljivi genotip, 9 — potpuno otporan genotip

Od ukupno posijanih 1206 biljaka, 20. kolovoza 2020., kada je vrSena evaluacija
otpornosti na plamenjacu, zateceno je ukupno 962 ,zive“ biljke. Razlika od 244 biljaka izmedu
broja posijanih i broja pronadenih Zivih biljaka su sadna mjesta ozna¢ena ocjenom ,0“ sto
oznacava u nekim sluéajevima prazno mjesto u stiroporu, a u drugim nepostojanje biljke; za
koje je tesko je razluditi jesu li uopce izasle iz zemlje nakon klijanja ili su u potpunosti unistene
plamenjacom, zbog ¢ega isto nije prikazano. Kao Sto je vidljivo u Tablici 4.3.1., od navedenih
962 razvijenih sjemenjaka, 50 ocijenjeno kao ,,visoko otporno“ na napad plamenjace (ocjenom
7), a Cetiri su krizanca ocijenjeni najviSom ocjenom (9) koja oznacava vrlo visoku, odnosno
potpunu otpornost na napad plamenjace i za koje se pretpostavlja da su naslijedili sve gene
otpornosti prisutne u roditeljskom paru. Slike 4.3.1. — 4.3.5. prikazuju izgled biljaka obzirom
na ostvarenu ocjenu u evaluaciji.

Slika 4.3.1. Izgled biljke Slika 4.3.2. Izgled biljke Slika 4.3.3. Izgled biljke

ocijenjene ocjenom 1 ocijenjene ocjenom 3 ocijenjene ocjenom 5

Na Slikama 4.3.1. — 4.3.3. prikazani su krizanci ocijenjeni ocjenama 1 — 5, koje
oznacavaju veoma nisku do srednju otpornost prema napadu plamenjace. Prve dvije ocjene
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dodjeljivane su onim krizancima s izrazito malim porastom, na kojima su prisutne jake nekroze

svih biljnih dijelova i otpadanje prvih listova s koljenaca najblizih tlu. Krizanci ocijenjeni

ocjenom 5, imali su nesto vedi porast i razvoj veceg broja neosStecenih listova na kojima su

prisutne manje nekroti¢ne tockice zbog prisustva HR-a.

Slika 4.3.4. Izgled biljke ocijenjene ocjenom  Slika 4.3.5. Izgled biljke ocijenjene najviSom

7 (visoka otpornost) ocjenom 9 (potpuna otpornost)

Na slikama 4.3.4. i 4.3.5. vidljiv je visi habitus sjemenaka s visokom i potpunom

otpornosti na plamenjacu vinove loze. Njihovi listovi nisu prikazivali nikakve vidljive simptome

napada ili sporulacije plamenjace te su se potpuno razvili, bez otpadanja.

Nakon provedene evaluacije, ukupno 54 sjemenjaka (5,62%) su postigli zadovoljavajudi

rezultat za nastavak oplemenjivackog programa, a postotni udjeli svih ostvarenih ocjena
gledano na 962 Zive biljke su prikazani na Grafikonu 4.3.1.
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Grafikon 4.3.1. postotci ostvarenih ocjena prilikom evaluacije (1 — potpuno osjetljivi
genotip, 9 — potpuno otporan genotip)



Eibach i Topfer (2015.) navode kako otprilike 20% sjemenjaka prolazi ovu prvu fazu
evaluacije otpornosti na plamenjacu, Sto je 4x vise nego u nasem slucaju. Neki od mogucih
razloga su kompatibilnost roditelja, koristenje tzv. ,superdonora“ (koji imaju gen-lokuse
otpornosti u homozigotnom stanju i koji ¢e sigurno prenijeti Zeljene gene u potomstvo). U
nasem je istrazivanju potomstvo prvog koraka krizanja naslijedilo sve gene otpornosti u
heterozigotnom stanju (Hapac, 2020.), a za genotip 'SK 00-1/8' nemamo informaciju o stanju
gen-lokusa otpornosti. Dodatno, moguce je kako je manji postotak visokootpornih sjemenjaka
rezultat stresnih uvjeta kojima su izloZeni, jer nisu radena tretiranja niti na ostale biljne bolesti
koje su mogle uzrokovati dodatne zaraze i/ili povecanu osjetljivost sjemenjaka u toliko ranoj
fazi razvoja prema plamenjaci. Takoder, prema lvanisevic¢ i sur. (2015.) vidljivo je kako je jedan
od roditelja genotipa 'SK 00-1/8' otporna sorta 'Panonia’, koja je takoder koristena u prvom
koraku kriZzanja ovog oplemenjivackog programa. To bi znacilo kako su 'GRP' i 'DRP' genotipovi,
kao i 'SK 00-1/8' tzv. , polubrac¢a“ te da sjemenjaci provedenog koraka krizanja ('GRP' x 'SK 00-
1/8' i 'DRP' x 'SK 00-1/8') nose 50% gena iz otporne sorte 'Panonije' ¢ime ne moZzemo u
potpunosti odbaciti pojavu odredenog stupnja inbreeding depresije.

U svakom slucaju, dobiven je zadovoljavajuéi broj genotipova sa visokom fenotipskom
otpornos¢u prema plamenjaci vinove loze koji ¢e biti koriSteni u daljnjim fazama ovog
programa, a rezultati genetickih analiza ¢ée pokazati stvarnu uspjeSnost provedene
hibridizacije i dati smjernice za iduce korake.
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5. Zakljucak

Oplemenjivacki se program Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu provodi od 2015. godine sa svrhom stvaranja novih kvalitetnih
vinskih sorata vinove loze prilagodenih za rast u hrvatskim agroekoloskim uvjetima.

Prvi je korak krizanja veé rezultirao uspjesnim prijenosom tri lokusa otpornosti prema
plamenjaci (Rpv3 i Rpv12)ipepelnicivinove loze (Ren3) iz sorte 'Panonia’ u potomstvo krizanja
s hrvatskim autohtonim sortama s funkcionalno Zenskim cvijetom ('Grk' i 'DiSec¢a ranina'), koje
je pokazivalo visoke razine otpornosti na njihov napad u poljskim uvjetima bez tretiranja
sredstvima za zastitu bilja.

U drugom koraku kriZanja, koji je predmet ovog istraZivanja, provedena je hibridizacija
11 genotipova iz navedenog potomstva sa genotipom 'SK 00-1/8' koji posjeduje dva gen-
lokusa otpornosti na pepelnicu (Runl i Ren3) i jedan na plamenjacu (Rpvl) s ciljem uspjesne
provedbe kriZzanja i piramidizacije veceg broja gena te selekcije sjemenjaka izlaganjem pritisku
bolesti u modificiranim poljskim uvjetima.

KriZanje je uspjeSno provedeno te je dobiven zadovoljavajuci broj sjemenki tj. ukupno
viSe od 5800 sjemendki.

Nakon provedene stratifikacije postignuta je razli¢ita klijavost sjemenjaka ovisno o
roditeljskom paru, izmedu 6% i 46% tj. prosje¢no 20%, nakon Cije su sjetve dobivene ukupno
962 biljke.

Vizualnom su evaluacijom pomocu OIV deskriptora 452 za procjenu razine otpornosti
na plamenjacu vinove loze, izdvojena 54 genotipa iz predmetnih kombinacija krizanja s
visokom i vrlo visokom otpornos$¢u prema plamenjacéi vinove loze.

Navedenih 54 genotipova ée u 2021. godini biti analizirani koriStenjem genetskih
markera s ciljem utvrdivanja posjedovanja gena otpornosti, a spomenuti rezultati analize ¢e
dati smjernice za odredivanje bududih koraka ovog oplemenjivackog programa.
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7. Prilozi

Prilog 7.1. Tablica lokusa otpornosti na plamenjacu vinove loze (prilagodeno po uzoru na
originalni rad)

Simbol Kromosom Izvorni genotip Vrsta u kojoj je Izvor
pronadeno svojstvo
Rpvi 12 28-8-78 M. rotundifolia Merdinoglu et al. (2003)
Rpv2 18 8624 M. rotundifolia Wiedemann-Merdinoglu et al.
(2006)
Rpv3 18 Regent; Bianca Welter et al. (2007); Bellin et al.
(2009)

Rpv4 4 Regent Welter et al. (2007)

Rpv5 9 Gloire de V. riparia Marguerit et al. (2009)
Montpellier

Rpv6 12 Gloire de V. riparia Marguerit et al. (2009)
Montpellier

Rpv7 7 Bianca Bellin et al. (2009)

Rpv8 14 V. amurensis V. amurensis Blasi et al. (2011)
Ruprecht

Rpv9 7 V. riparia W63 V. riparia Moreira et al. (2011)

Rpvio 9 Solaris V. amurensis Schwander et al. (2012)

Rpv1l1 5 Regent Fischer et al. (2004)

Rpvi2 14 99-1-48; 20/3 V. amurensis Venuti et al. (2013)

Rpvi13 12 V. riparia W63 V. riparia Moreira et al. (2011)

Rpvi4 5 Borner V. cinerea Ochssner et al. (2016)

Rpvi15 18 V. piasezkii V. piasezkii Pap et al. (in preparation)
(DVIT2027)

Rpv16 Pap et al. (in preparation)

Rpv17 8 Horizon Divilov et al. (2018)

Rpv18 11 Horizon Divilov et al. (2018)

Rpvi19 14 V. rupestris B38 V. rupestris Divilov et al. (2018)

Rpv20 6 Horizon Divilov et al. (2018)

Rpv21 7 Horizon Divilov et al. (2018)

Rpv22 Fu et al. (2020)

Rpv23 Fu et al. (2020)

Rpv24 Fu et al. (2020)

Rpv25 15 Shuangyou V. amurensis Lin et al. (2019)

Rpv26 | 15 Shuangyou V. amurensis Lin et al. (2019)

Rpv27 18 Norton V. aestivalis Sapkota et al. (2019)

Rpv28 10 V. rupestris B38 V. rupestris Bhattarai et al. (2020)

Rpv29 14 Mgaloblishvili V. vinifera Sargolzaei et al. (2020)

Rpv30 3 Mgaloblishvili V. vinifera Sargolzaei et al. (2020)

Rpv31 16 Mgaloblishvili V. vinifera Sargolzaei et al. (2020)

lzvor:https://www.vivc.de/docs/dataonbreeding/20201009 Table%200f%20Loci%20for%20Traits%20in%20

Grapevine.pdf (pristup 5.1.2021.)
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Prilog 7.2. Tablica koja opisuje dosad poznate QTL-ove za vinovu lozu:

Nazivi i opisi svojstava iz Slike 2.3.1. (poglavlje 2.3.), prevedeno po uzoru na originalni rad

Naziv lokusa  Puni naziv i opis
5-glukoziltransferaza/Stvaranje antocijanin diglukozida
BBr Kretanje pupova
BeCo Boja kozice
Be size Veli¢ina bobice
Flb Bobice bez mesa
Fti Vrijeme cvatnje
Gai Neosjetljivost na giberelinsku kiselinu/patuljak mutant (dwarf mutant)
Linalol
Sadrzaj jabucne kiseline u mostu
MIJR Otpornost na nematodu korijenovih kvrzica/Meloidogyne javanica
Sadrzaj monoterpena
O-metiltransferaza/Stvaranje izobutil-metoksipirazina (IBMP)
PdR Otpornost na uzroénika Pierceove bolesti/Xylella fastidiosa
Rcg Otpornost na bakterijski tumor vinove loze/Agrobacterium vitis
Rdal; 2 Otpornost na crnu pjegavost rozgve/Diaporthe ampelina/Phomopsis
Rdv Otpornost na filokseru/Daktulosphaira vitifolia
Ren; Run Otpornost na pepelnicu/Erysiphe necator syn. Uncinula necator
Rgbil; 2 Otpornost na crnu trulez boba/Guignardia bidwellii
Rpv Otpornost na plamenjacu/Plasmopara viticola
Sdl Inhibitor razvoja sjemena/stenospermokarpska besjemenost
Sen Osjetljivost na pepelnicu/Erysiphe necator
Sex Spol/tip cvijeta
Udio topivih tvari u mostu
Glikozilacija katalizirana UDP-glukozom-antocijanidin-flavonoid-glukoziltransferazom
Verl; 2 Sara/pocetak dozrijevanja grozda
XiR Otpornost na fitoparazitnu nematodu Xiphinema index

Sadrzaj kvascima dostupnog dusika u mostu (eng. Yeast assimilable nitrogen)

Izvor: Delrot, S., Grimplet, J., Carbonell-Bejerano, P., Schwandner, A. i sur. (2020). Genetic and Genomic
Approaches for Adaptation of Grapevine to Climate Change. In: Kole C. (eds) Genomic Designing of Climate-
Smart Fruit Crops. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-319-97946-5 7.
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Zivotopis

Viktorija Grubisi¢, rodena je u gradu Zagrebu 1. sijeCnja 1996. godine. Srednju skolu,
XVI. gimnaziju, pohadala je od 2010. do 2014. godine na dvojezicnom programu na hrvatskom
i engleskom jeziku. 2014. godine polozila je medunarodnu diplomu poznavanja njemackog
jezika, DSD — Deutsche Sprachdiplom na razini C1 za pisanje, slusanje i Citanje te B2 za govornu
produkciju. Iste godine je upisala Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu, na kojem je 13.
rujna 2018. godine stekla akademski naziv SveuciliSna prvostupnica inZenjerka Agroekologije,
a svoje je obrazovanje nastavila na diplomskom studiju Hortikulture — usmjerenje
vinogradarstvo i vinarstvo. Svojim izrazitim angazmanom tijekom studija, akademske godine
2019./2020. je odabrana kao jedan od pripravnika u ,,Miljenko Grgich Internship Program” za
obavljanje strué¢ne prakse u Kaliforniji, pod pokroviteljstvom Hrvatske Skolske zaklade. Zavrsila
je tecaj medijacije u Modus Centru za djecu, mlade i obitelj Sto joj je znacajno pomoglo u
stjecanju komunikacijskih vjestina i rjesavanju konfliktnih situacija. Volontirala je tijekom dvije
godine (2014. — 2016.) u udruzi FALA — Udruzi za promicanje socijalne osjetljivosti, zastite i
poboljsanja kvalitete Zivota i popularizaciju terapijskog i rekreativnog jahanja. Radno je aktivna
od 2012. godine, a uz studijske obveze, od 2015. godine je stalno zaposlena na razli¢itim
studentskim poslovima. Iznimno je svestrana, aktivna i odgovorna osoba, voljna uciti i
savladavati nove izazove, timski je igrac izrazenih komunikacijskih vjestina.
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