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1. Uvod

1.1. Vinova loza

Vinova loza (Vitis vinifera L.) je biljka iz porodice lozica (Vitaceae) te je jedna od
najznacajnijih poljoprivrednih kultura u svijetu, a razvila se na podrucju Europe i zapadne Azije.
Gospodarski je vazna zbog plodova koji se koriste u ljudskoj prehrani kao svjeze voce ili za preradu

u vino, za izradu slastica ili drugih prehrambenih proizvoda, kao i za farmaceutske svrhe.

Lozice su visegodiSnje drvenaste ili zeljaste povijuSe, najeSée penjacice Cija je
najznacajnija karakteristika prisutnost vitica. Rod Vitis najvazniji je rod iz porodice Vitaceae, broji
70 vrsta i ¢ine ga dva podroda Muscadinia i Euvitis. Ova se dva podroda razlikuju u broju i
nepodudarnosti kromosoma (Muscadinia, 2n=40; Euvitis, 2n=38). Ostale razlike ¢ine neka
anatomska i morfoloSka obiljezja. Za vinogradarstvo su najvaznije Vrste iz podroda Euvitis,
odnosno prave loze koje se nalaze u podru¢jima sa umjerenom klimom. Pripadajuce vrste podroda
Euvitis mogu se podijeliti na sjevernoamericke vrste, isto¢noazijske vrste i euroazijske vrste (Slika

1) (Maleti¢ i sur., 2008).
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Slika 1. Sistematika roda Vitis i vinove loze (Maleti¢ i sur., 2008).

Smatra se da je predak vinove loze divlja euroazijska loza, Vitis sylvestris ili Sumska loza,

koja je u vrijeme pliocena bila rasprostranjena na podrucju Europe, od Atlantskog oceana do Crnog

1 Kaspijskog mora. S obzirom na arheoloSke 1 paleobotanicke dokaze smatra se da su se

predstavnici rodova Cissites i Paleovitis koji se smatraju i precima porodice Vitacae pojavili u

vrijeme donje krede. Kao dokaz da je vinova loza na podru¢ju Hrvatske prisutna od toga razdoblja

svjedoci fosil lista vrste Vitis teutonica pronaden u Hrvatskom zagorju u okolici Radoboja. Vinova

loza ubraja se medu prve domesticirane vo¢ne vrste, a nemoguce je to¢no utvrditi kada je zapocela

domestifikacija vinove loze s obzirom da je to vrlo rasprostranjena biljna vrsta. Na podrucju

Transkavkazije tj. uz isto¢ne obale Crnog mora nadeni su najstariji dokazi koji potjecu iz razdoblja

neolitika (6000 do 5000 g.pr.Kr.). Danas je uzgoj vinove loze prisutan gotovo na svim kontinentima

smjeStenim unutar umjerenog klimatskog pojasa (Maleti¢ 1 sur., 2008, Maleti¢ 1 sur., 2015).



1.2. Sorte vinove loze

Sorte vinove loze koje se uzgajaju danas uglavnom su nastale spontanim krizanjem, ali ima
i onih stvorenih ljudskim utjecajem, oplemenjivanjem. Dogadaj koji je je obiljezio razvoj
vinogradarstva sredinom 19. st. bila je pojava americkih bolesti i Stetnika od kojih je potrebno
spomenuti trsnu us, filokseru (Daktulosphaira vitifoliae, Fitch) te dvije gljivicne bolesti, pepelnicu
(Uncinula necator, Burr.) i plamenjac¢u (Plasmopara viticola, Berl. & De Toni). Upravo zbog
navedenog, cilj oplemenjivanja je stvoriti tolerantnost na bolesti i Stetnike, kemijski sastav
specificne arome i dobiti sorte Zeljene veli¢ine ploda, boje, kao i vremena dozrijevanja (Maleti¢ i

sur., 2008).

U Hrvatskoj je u uzgoju veliki broj sorata vinove loze. Zahvaljujuéi geografskom polozaju
te utjecaju razli¢itih naroda i kultura kroz povijest, u Hrvatskoj nalazimo, 0sim autohtonih i strane
sorte vinove loze. Kao najzastupljenije hrvatske sorte potrebno je navesti 'Grasevinu', 'Plavac mali'
i'Malvaziju istarsku' (Maleti¢ i sur., 2008). Uzimajuci u obzir sve vinogradske krajeve, u Hrvatskoj
postoji 130 autohtonih sorata vinove loze. Neke su sorte u postupku revitalizacije i klonske
selekcije. Najveca zapreka uspjesnoj revitalizaciji je nedostatak certificiranog bez virusnog sadnog
materijala. Neka su istrazivanja pokazala da je u populaciji hrvatskih autohtonih sorata prisutna
visoka razina zaraze virusima vinove loze koja uzrokuju smanjenje uroda u koli¢ini i kakvoci te
utjecu na eksploatacijski vijek samih nasada (Karoglan Konti¢ i sur., 2009). Zbog raSirenosti i
zastupljenosti u kontinentalnim vinogorjima zanimljiva za znanstvena istrazivanja je ranije
spomenuta 'Grasevina' dok se za potrebe znanstvenih istrazivanja u uvjetima in vitro obi¢no koristi

sorta ‘Portan’.

1.2.1. 'Portan'

‘Portan' je sorta vinove loze nastala krizanjem sorata 'Grenache crni' i 'Blauer Portugieser'
('Portugizac') 1958. u francuskom Nacionalnom institutu za agronomska istrazivanja (fr. Institut
national de la Recherche Agronomique — INRA). Ovo je crna sorta vinove loze, a cilj krizanja bio
je dobiti sortu prikladnu za hladnija podrucja uzgoja koja dozrijeva ranije u odnosu na 'Grenache'.

Uzgaja se u Francuskoj na podru¢ju Languedocua. Kada se radi o vinima, koristi se u kupazama s



drugim crnim sortama kao Sto su 'Cariga' i 'Grenache'. Ova se sorta vrlo ¢esto koristi u brojnim
biotehnoloskim istrazivanjima, a posebice u uvjetima in vitro (Torregrossa 2002., Torres-Vinals i
sur., 2004).

1.2.2. 'GraSevina'

'GraSevina' je stara bijela sorta vinove loze, jo§ neutvrdenog podrijetla (Slika 2). Uzgoj ove
sorte najrasireniji je u srednjoj i isto¢noj Europi. Gospodarski je najvaznija i najraSirenija sorta
vinove loze u Hrvatskoj koja pokriva oko 25% ukupnih povrSina pod vinogradima, premda se
uzgaja samo u kontinentalnim podru¢jima. Ova sorta nije pretjerano osjetljiva na bolesti i Stetnike.
Isto tako izvrsno podnosi niske zimske temperature. Vrlo je prilagodljiva i uspijeva na vecini
hrvatskih tala te je zadovoljavaju i klimatski uvjeti svih nasih kontinentalnih vinogorja. Dozrijeva

relativno kasno, krajem Ill. razdoblja.

Slika 2. Grozd 'Grasevine' u fazi pune zrelosti.

1.3. Kolekcije sorata

Vinova loza ima veliku geneticku varijabilnost pa odrzavanje kolekcija genetskih resursa
vinove loze u vinogradima, koje predstavljaju banke gena, zahtijevaju velika ulaganja i utroSak
vremena. Potrebno je isto tako naglasiti da su genotipovi u nasadima izlozeni razli¢itim abiotskim
I biotskim faktorima koji mogu imati negativan utjecaj na njihovo ocuvanje. U sklopu
Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu , na vinogradarsko-vinarskom pokusalistu 'Jazbina’

postoji poljska kolekcija ili tzv. banka gena. U kolekciji se nalazi veliki broj sorata iz cijele
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Hrvatske (Slika 3). Osim navedene kolekcije podignuto je jo$ nekoliko kolekcija, u Splitu za
dalmatinske sorte, za sorte Istre i Hrvatskog primorja u PoreCu te za kontinentalne sorte u

Hrvatskom zagorju i Osijeku (Maleti¢ i sur., 2015).

Slika 3. Poljska kolekcija hrvatskih autohtonih sorata vinove loze smjestena u sklopu

Agronomskog fakulteta ( https://www.agr.unizg.hr).

Povoljniji i sigurniji nacin odrzavanja genetskih resursa za drvenaste kulture kao §to je
vinova loza je osnivanje repozitorija za oCuvanje sorata in vitro. U kolekcijama sorata in vitro ne
dolazi do gubitaka genotipova zbog utjecaja razli¢itih abiotskih i biotskih faktora, a koristenjem
novih metoda kao $to je krioprezervacija troSkovi se mogu smanjiti. Upravo zbog bogatstva
autohtonih sorata vinove loze u Hrvatskoj kao i ostalih vo¢nih vrsta potrebno je poticati ovakav tip

kolekcija kao i istrazivanja koja se bave njihovim unapredivanjem (Maletic i sur., 2015).

1.4. Tehnike in vitro kulture tkiva

Jedan od najvaznijih ciljeva kulture tkiva jest razvoj biljaka in vitro u sterilnim, odnosno
asepti¢nim uvjetima. Metode koje obuhvaca kultura tkiva temelje se prvenstveno na totipotentnosti
stanica §to omogucuje regeneraciju cijelih biljaka iz pojedinacne stanice ili tkiva (Jelaska, 1994).
Tehnike in vitro Siroko su rasprostranjene za brzo umnozavanje novih sorata i klonova, kao i za
proizvodnju materijala bez patogena, a upravo je vinova loza jedna od prvih biljaka koje su
uzgojene in vitro (Torregrosa i sur., 2001, Zok i sur., 2007). Razli¢ite tehnike kulture stanica, tkiva
I organa u uvjetima in vitro uspjesno se koriste u svrhu genetickog poboljsanja vinove loze te
ocuvanja genetskih izvora vinove loze. Primjena navedenih tehnika zahtjeva Ceste subkultivacije

biljaka te promjenu hranjive podloge (Markovi¢ 1 Preiner, 2011).



Za uzgoj in vitro biljaka potrebna je oprema za pripremu hranidbenih podloga, oprema za
sterilno rukovanje biljnim uzorcima, suSionik-sterilizator, klima komora i staklenik (Jelaska,
1994). Neke tehnike mogu biti primjenjive na velik broj biljnih vrsta, no neke su vrsno ograniéene.
Rast biljke u uvjetima in vitro ovisi o izboru tkiva na pocetku samog istrazivanja. Na regeneraciju
utjece genotip pa se tako dvosupnice bolje regeneriraju od jednosupnica. Vinova loza ima dobru
sposobnost regeneracije. Za uspjesSan uzgoj biljaka in vitro vazno je zdravstveno stanje i starost

biljke zboga Cega se kod mladih biljaka uocava bolja sposobnost regeneracije (Pierik, 1987).

Najjednostavniji dio kulture biljnog tkiva je in vitro mikrorazmnozavanje u staklenim ili
plasti¢nim prozirnim posudama. Posljednjih nekoliko godina pokazalo se da se na ovaj na¢in moze
klonirati znatno veci broj biljnih vrsta nego in vivo. Od tehnika mikrorazmnozavanja za vinovu
lozu najvaznije je mikrorazmnoZavanje pojedina¢nim nodijskim segmentima i metoda aksilarnog
pupanja. Mikrorazmnozavanje pojedina¢nim nodijskim segmentima ujedno je i najvise koriStena
tehnika mikrorazmnozavanja vinove loze, a odnosi se na izolaciju pupa i komadica pripadajuce
stabljike. Kako bi se potaknuo razvitak izdanka pupovi u pazuscu lista kao i vr$ni pupovi odvajaju
se od mati¢ne biljke i kultiviraju na hranidbenoj podlozi. Kod opisane tehnike
mikroorazmnoZavanja dodavanje citokinina nije potrebno (Jelaska, 1994). Metoda aksilarnog
pupanja je najpouzdanija tehnika mikrorazmnozavanja biljnih vrsta. Prilikom ove tehnike
vegetacijski vrSak se izolira 1 inducira se rast aksilarnih pupova na podlozi sa prili€no visokom
koncentracijom citokinina. Visoka koncentracija ovih hormona utje¢e na razvitak aksilarnih
pupova, a sprjecava apikalnu dominaciju (Jain i Higgman, 2007). Za potrebe dobivanja zdravih
biljaka primjenjuje se kultura meristema. To je tehnika koja podrazumijeva izrezivanje
meristemskih vrSaka, te potom njihov uzgoj na hranjivoj podlozi uz odgovarajuce uvjete. Na
pocetku kulture meristema primjenjuje se termoterapija ¢ime se smanjuje koncentracija virusa.
Ovaj toplinski postupak ima pozitivan ucinak na suzbijanje virusa i fitoplazmi u novoj jedinci.
Postupak kojim se eliminiraju patogeni smrzavanjem bioloskih uzoraka, naj¢esc¢e teku¢im dusikom
pri vrlo niskim temperaturama (-196 °C) naziva se krioterapija izdanaka (Markovi¢ i Preiner,
2011).



1.5. Morfologija i anatomija lista vinove loze

Morfoloska obiljezja lista vinove loze mogu se upotrijebiti za razlikovanje pojedinih sorata
u sklopu ampelografskih istrazivanja (Slika 4). List je vegetativni biljni organ specijaliziran za
fotosintezu i transpiraciju. Sastoji se od peteljke i plojke. Peteljkom je list pri¢vr$éen na stabljiku,
a na plojci se razlikuju kako morfoloski tako i anatomski strana okrenuta suncu ili lice te strana
okrenuta od sunca ili nali¢je. Glavna funkcija lisne plojke je apsorpcija sunc¢eve svjetlosti u svrhu
proizvodnje energije u obliku ATP-a te ugljikova dioksida u svrhu sinteze ugljikohidrata. Lice
plojke lista vinove loze moze biti glatko ili mjehurasto naborano dok se na nali¢ju lista nalaze
dlacice. Dlacice su na zilama cekinjaste, a u intervalnim prostorima vunaste (Keller, 2020).
Svojstva peteljke i plojke kao Sto su boja, prisutnost dlacica, debljina 1 duzina vazna su za
ampelografski opis, odnosno shemu za opis sorata vinove loze propisanu od Medunarodne
organizacije za lozu i vino (fr. Organisation Internationale de la vigne et du vin, OIV) 1951.
godine. Jednako vazni za determinaciju sorata vinove loze su urezi ili sinusi koji dijele list na
isjecke. Sinusi ili urezi se s obzirom na mjesto na plojci dijele na gornje, donje, postrane te sinuse
peteljke. Prema broju isjeGaka moguce je razlikovati cjelovite, trodijelne, peterodijelne,
sedmerodijelne i1 visedijelne listove vinove loze. Prema stupnju otvorenosti sinusa peteljke
razlikuju se jako otvoreni, otvoreni, slabo preklopljeni, preklopljeni i jako preklopljeni listovi
(Maleti¢ i sur., 2008).

Slika 4. Razli¢iti oblici listova vinove loze: srcolik , klinast , pentagonalan, okrugao te bubrezast

oblik (Maleti¢ 1 sur., 2008).



Na lisnoj plojci razlikuju se gornji i donji sloj epiderme (Slika 5). Gornji sloj epiderme
prekriva kutikula odnosno tanka opna. Tkivo izmedu dva epidermalna sloja lista naziva se mezofil.
On se sastoji od parenhimskih stanica gdje se razlikuje palisadni i spuzvasti parenhim. Palisadni
parenhim ¢ini jedan sloj izduZenih stanica te sadrzi male medustani¢ne prostore. Za razliku od
palisadnog parenhima kojeg ¢ini jedan sloj stanica, spuzvasti parenhim ¢ini 4 do 6 slojeva
nepravilno oblikovanih, labavo zbijenih stanica. Zbog labavo rasporedenih stanica u spuzvastom
parenhimu postoji dosta medustani¢nog prostora Sto olakSava izmjenu plinova sa okolinom. Obje

vrste stanica sadrze velik broj kloroplasta koji su sredista fotosinteze i asimilacije (Keller, 2020).

Gornja epiderma

Slika 5. Poprecni presjek lista (preuzeto i preradeno na temelju Keller 2020).

1.6. Kemijski sastav lista vinove loze

Sekundarni metaboliti kao $to su polifenolni spojevi i hlapljivi organski spojevi vrlo su

zastupljena skupina spojeva u biljkama. Raspodjela sekundarnih metabolita u biljnom svijetu je
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ograni¢ena pa mogu biti sadrzani u samo jednoj biljnoj vrsti ili skupini taksonomski srodnih vrsta
(Pevalek-Kozlina, 2003). Navedeni spojevi bez obzira $to ne sudjeluju u primarnom metabolizmu
1 nisu nuzni za zivot stanice imaju vrlo vaznu ulogu u obrani biljke od abiotskih i biotskih u¢inaka

pa time i znacajno utjeCu na rast i razvoj biljke (Pagare i sur., 2015).

1.6.1. Fenoli

Prema definiciji Quideau i sur. (2011), a koja je danas opcéeprihvacena, biljni fenoli i
,polifenoli su prirodni sekundarni metaboliti koji potjecu iz Sikimat/fenilpropanskog biosintetskog
puta i/ili poliketid-acetat/malonatnog biosintetskog puta uz nastanak monomernih ili polimernih
oblika“. U skladu sa ovom definicijom, stilbeni i flavonoidi su polifenoli, a fenolne kiseline se ne
ubrajaju u polifenole. S obzirom na navedeno u nastavku ¢e se za fenolne kiseline, stilbene i
flavonoide koristiti pojam fenoli ili fenolni spojevi. (Tomaz, 2016). Fenoli su heterogena skupina
spojeva te su najrasireniji sekundarni metaboliti u biljnom carstvu. Najzastupljeniji su u plodovima
vinove loze pa je ve¢ina dosada$njih istrazivanja fenola uglavnom bila orijentirana na njihovo
istrazivanje u plodovima , a tek sporadi¢no u listovima. Znanstveno je dokazano da svakodnevno
konzumiranje vina u umjerenim koli¢inama uvelike smanjuje smrtnost od kardiovaskularnih
bolesti (Maleti¢, 2008). Ova pojava poznata kao francuski paradoks povezana je vetinom s
fenolnim spojevima koji imaju antioksidacijska, antikancerogena te mnoga druga ljekovita svojstva
(Sikuten i sur., 2020a). Za razliku od primarnih metabolita, fenoli nemaju ulogu u procesima
disanja, fotosinteze, primanja hranjivih tvari i diferencijacije, ali su jednako vazni za opstanak
biljke. Kemijska osobitost fenola je hidroksilna skupina vezana na aromatski prsten (Pevalek-
Kozlina, 2003).

Grada fenola je slozena stoga su podijeljeni na skupine i podskupine (Tablica 1) prema
broju fenolnih prstenova i strukturnim elementima koji medusobno povezuju te iste prstenove
(Sikuten i sur., 2020a).



Tablica 1. Podjela fenola na skupine i podskupine

OSNOVNA
STRUKTURA SKUPINA
Cs Jednostavni fenoli,
benzokinoni
Ce—Cs Hidroksibenzojeve kiseline
CeC2 Feniloctene kiseline
Hidroksicimetne kiseline,
Ce—Cs fenilpropeni,
kumarini,kromeni
Cs—C4 Naftokinoni
Cs—C1—Ces Ksantoni
Ce—Co—Cs Stilbeni, antrakinoni
FLAVONOIDI:flavoni,
Cs—C3—Cs flavonoli, flavanonoli,
flavanoni, antocijanini,
flavanoli (flavan-3-oli)
(Cs—Ca)n Lignini
(Ce—C3—Ce)n Kondenzirani tanini

Flavonoidi ¢ine najveéu skupinu biljnih fenola koji se dijele na flavan-3-ole, flavonole,
antocijane i dr. Osnovna struktura ovih (Slika 6) polifenolnih spojeva sastoji se od difenilpropanske
jedinice u kojoj su dva hidroksilirana benzenska prstena povezana lancem izgradenim od 3 atoma

ugljika koji je dio heterociklickog prstena (Tomaz, 2016).

Slika 6. Osnovna struktura flavonoida (Tomaz, 2016).

Flavan-3-oli (Slika 7) su bezbojni spojevi sa hidroksilnom skupinom na polozaju tri prstena
ugljika. Najzastupljeniji pripadnici ove skupine su katehin i epikatehin. Polimerizacijom
monomernih oblika nastaju dimeri, trimeri i dr.. U vinovoj lozi zastupljeni su procijanidini tipa B
koji su dimeri katehina i epikatehina (Tomaz, 2016). Ova skupina spojeva je znacajna po izrazenoj
antioksidacijskoj aktivnosti zbog sposobnosti regulacije antioksidacijskih enzima i enzima koji
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inhibiraju nastanak reaktivnih kisikovih vrsta. Isto tako ova skupina polifenola ima zastitnu ulogu

protiv mikroba, gljivica, insekata i biljozdera (Aron i sur., 2008).

OH

bl (+) i (-)- Desni i lijevi izomer
(+)- Katehin: R=H; R1=0H; R2=H
(-)- Epikatehin: R =H; R1=H; R2=0H
(+)- Galokatehin: R = OH; R1 = OH; R2 =H
(-)- Epigalokatehin: R = OH; R1 = H; R2 =OH
OH (-)- Epikatehin-3-O-galat: R = H; R1 =H; R2 = 0-G
(+)- Galokatehin-3-O-galat: R = OH; R1 =H; R2 = 0-G
(-)- Epigalokatehin-3-O-galat: R = OH; R1=H; R2=0-G

G

OH

Slika 7. Struktura flavan-3-ola (Tomaz, 2016).

Flavonoli imaju oksidirani C4 atom (keto skupinu), vezanu hidroksilnu skupinu na C3
atomu te dvostruku vezu izmedu C2 i C3 atoma (Slika 8). Najzastupljeniji predstavnici ove skupine
su kvercetin, kemferol 1 miricetin. Naj¢e$¢e se povezuju Sa zastitom biljke od UV-B zracenja, a to
je prvenstveno posljedica njihovog antioksidacijskog djelovanja. Sto je veca razina hidroksilacije,
to je apsorpcija UV-B zracenja manja, a to je u skladu s ¢injenicom da dihidroksilirani flavonoli
imaju vecu sposobnost inhibicije nastanka reaktivnih kisikovih vrsta u odnosu na
monohidroksilirane spojeve. Ova skupina spojeva sudjeluje u odgovoru biljke na visoke

temperature i toksi¢ne teske metale (Samec i sur., 2021).

Kemferol: R1=0H; R2=R3=H
Kvercetin: RL=R2 =OH; R3=H
Miricetin: R1=R2=R3=0H

I1zoramnetin: R1 = OH; R2 =0OCH3; R3=H
Laricitrin: R1 = OH; R2 = OCH3; R3 = OH
Siringetin: R1 = OH; R2 = R3 = OCH3

Slika 8. Strukturne formule aglikona flavonola (Tomaz, 2016).

U fenolne kiseline ubrajaju se hidroksibenzojeva kiselina (Slika 9) i hidroksicimetna
kiselina (Slika 10). Hidroksibenzojeva kiselina je Cs-C1 karboksilna kiselina. U vinovoj lozi su
sadrzane galna, gentizinska, p-hidroksibenzojeva kiselina, prokatehinska, salicilna, vanilinska i
siringinska kiselina. Sve navedene hidroksibenzojeve kiseline razlikuju se u strukturi ovisno o
broju i poloZaju hidroksilnih i metoksilnih skupina na benzenskom prstenu (Slika 9).
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Hidroksicimetna kiselina je C6-C3 karboksilna kiselina koja posjeduje dvostruku vezu na bo¢nom
lancu te moze biti u cis i trans konfiguraciji. U listovima vinove loze je pronadena znatno veci
sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u odnosu na hidroksibenzojeve Kiseline. Kaftarinska kiselina
pronadena je u najve¢em sadrzaju, a potom slijede kutarinska, kafeinska i ferulinska kiselina
(Ivanci¢, 2019). Fenolne kiseline su snazni antioksidansi koji sudjeluju u inhibiciji i uklanjanju
reaktivnih kisikovih vrsta. Aktivacija antioksidacijskog sustava u biljkama je posljedica poticanja
fenilpropanoidnog puta biosinteze, a Sto ukljucuje i biosintezu fenolnih kiselina. Ova skupina

fenola ima ulogu i u zastiti biljke od abiotskog stresa poput visoke temperature i pesticida (Samec

i sur., 2021).

COOH Galna kiselina: R1 =H; R2=R3=R4 =0OH
Gentizinska kiselina: R1 = OH; R2=R3 =H; R4 = OH
F'h p-Hidroksibenzojeva kiselina: R1 = R2 =H; R3=0H; R4 =H
Prokatehinska kiselina: R1 = H; R2 = OCH3; R3 = R4 = OCH3
F| HE Salicilna kiselina: RL=0H; R2Z=R3=R4=H
4 Siringinska kiselina: R1 = H; R2 = OCH3; R3 = OH; R4 = OCH3
HS Vanilinska kiselina: R1 = H; R2=0CH3; R3=0H; R4=H

Slika 9. Strukturne formule hidroksibenzojevih kiselina (Tomaz, 2016).

o Kafeinska kiselina: R1 =0OH; R2=R3=H

R4 "‘-\..,‘_ Kaftarinska kiselina: R1 = OH; R2 = H; R3 = C4H506 (tartarat)
OR3 p-Kumarinska kiselina: R1=R2=R3=H
p-Kutarinska kiselina: R1 = OH = R2 = H; R3 = C4H506
Ferulinska kiselina: R1=0CH3 ; R2=R3=H
Rz Fertarinska kiselina: R1 = OCH3 ; R2 = H; R3 = C4H506
Sinapinska kiselina: R1 =R2 =0CH3; R3=H

HO

Slika 10. Strukturne formule hidroksicimetnih kiselina (Tomaz, 2016).

Stilbeni su skupina spojeva ¢iju osnovnu strukturu ¢ine dva aromatska prstena povezana
metilenskim mostom (Slika 11). Kako prisutnost dvostruke veze ne dozvoljava slobodnu rotaciju,
moguce su dvije konfiguracije, trans i cis. U prirodi prevladava trans konfiguracija. U biljkama pa
tako i u vinovoj lozi, osim monomernih, zastupljeni su dimerni oblici. Na osnovnu strukturu mogu

biti vezane u razli¢itom broju hidroksilne, metilne, metoksilne skupine, kao i razliciti Seceri. Uloga
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ove skupine spojeva u zastiti od biotskog stresa dobro je poznata. Spojevi koji se ubrajaju u ovu
skupinu posjeduju antimikoticko, antibakterijsko te antiviralno djelovanje. Spoj trans-resveratrol
je najjednostavniji stilben, dok razli¢itim modifikacijama nastaju trans- i cis-resveratrol-3-O-$-D-
glukopiranozidi te astringin, 3'-hidroksilirani derivat trans-resveratrol-3-O-4-D-glukopiranozida i
pterostilben (3,5-dimetoksi-4'-hidroksistilben). Oksidacijskim povezivanjem trans-resveratrola i
njegovih derivata nastaju dimeri, trimeri i tetrameri, kao §to su a-viniferin (ciklicki dehidrotrimer
resveratrola), S-viniferin (ciklicki dehidrotetramer resveratrola), y~viniferin (oligomer resveratrola
veéeg stupnja polimerizacije), o-viniferin (izomer dehidrodimera resveratrola) te e-viniferin

(cikli¢ki dehidrodimer resveratrola) (Tomaz, 2016., Samec i sur., 2021).

OH

OH
AN oH
HOJ‘\&//&/O )\/H\ HO~ S0 //\T/ - HsCO N
% . N~ 3
= OH \\/\/\ OH " o) 'O\I/f’\\//\vj\v”
\( - _J

OH

Slika 11. Strukturne formule nekih stilbena: (1) Z i E-astringin, (2) Z i E-resveratrol-3-O-4-D-
glukopiranozid, (3) pterostilben, (4) astringinin, (5) palidol, (6) trans-resveratrol, (7) cis-

resveratrol, (8) Z i E-g-viniferin, (9) Z i E-&viniferin (Tomaz, 2016).
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1.6.2. Hlapljivi spojevi

Prema definiciji hlapljivi spojevi su spojevi koji imaju visok tlak para pri sobnoj
temperaturi. Ovi spojevi su obi¢no lipofilne tekucine s visokim tlakom para te slobodno mogu
prolaziti kroz membranu te potom biti otpusteni u atmosferu ili tlo u odsutnosti difuzijske barijere
(Pichersky 1 sur., 2006). Da bi kompenzirale svoju nepokretnost biljke su razvile razlicite
mehanizme medudjelovanja s okolinom ukljucuju¢i otpustanje hlapljivih spojeva iz listova,
cvjetova i plodova u svoju okolinu. Biljke sintetiziraju Sirok spektar hlapljivih organskih spojeva,
a koji se prema kemijskoj klasifikaciji mogu podijeliti na alkene, aldehidi, ketoni, alkohole, estere,
aromatske spojeve, masne kiseline te izoprenoide (Slika 12). Na hlapljive spojeve u biljkama
otpada svega 1 % ukupnih sekundarnih metabolita (Dudareva i sur., 2004). Kemijski sastav
hlapljivih spojeva moze davati informacije o fizioloSkom statusu biljke i stresu kojemu je ona

podvrgnuta.

|
9 " 36/\/\\/\,/\/\% OH
PPN
4

Slika 12. Strukture nekih hlapljivih spojeva: (1)1- heksanol, (2) benzaldehid, (3) 3-
hidroksibutan-2-on, (4) etil-etanoat, (5) dekanska kiselina, (6) mentol, (7) 2-feniletanol, (8) dietil-

sukcinat.

Osnovna funkcija hlapljivih spojeva je obrana biljke od stetnika i patogena ili osiguravanje
razmnozavanja privlaCenjem oprasivaca i rasprostranjivaca sjemenki. Hlapljivi spojevi iz
vegetativnog tkiva kao dio obrambenog sustava biljke mogu izravno odbijati mikrobe ili Zivotinje,

ali u isto vrijeme mogu privuci prirodne neprijatelje Stetnika i1 na taj nacin neizravno $tititi biljku
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(Dudareva i sur., 2006). Sinteza hlapljivih spojeva odvija se de novo i to najce$ée u stanicama
epiderme odredenog organa. Sinteza ove skupine spojeva je prostorno regulirana. Vegetativna
tkiva sintetiziraju odredene hlapljive spojeva najces¢e kao odgovor na mehanicka oStecenja ili
napad patogena. Sinteza je povecana tijekom ranih faza razvoja organa te je potom relativno stalna

ili se smanjuje tijekom zivotnog vijeka organa (Dudareva i sur., 2004).

Iznimno raznolika i bogata skupina su terpeni. Oni se povezuju sa cvjetnim mirisom Koji
privla¢i odgovarajuée opragivace, a mogu imati i antimikrobno djelovanje (Sikuten i sur., 2020b).
To je skupina kemijskih spojeva koji kao osnovnu gradevnu jedinicu imaju molekulu izoprena (Cs).
Oni potjecu iz dva metabolicka puta: mevalonatnog puta (MVA) i metileritritol-fosfatnog puta
(MEP). U plodu vinove loze je najzastupljeniji metileritritol-fosfatni put. Znacajnim
modifikacijama kao §to su ciklizacija, oksigenacija, redukcija i/ili izomerizacija naposljetku
nastaju terpenski alkoholi. Prema broju ugljikovih atoma u molekuli terpeni se dijele na:
hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Css), diterpene (Cxo) itd. (Slika 13) (Pevalek-
Kozlina, 2003). Istrazivanja su pokazala da biotski stresovi, poput napada biljojeda, induciraju

emisiju hlapljivih tvari osobito iz zelenih listova vinove loze (Griesser i sur., 2015).

=R

Slika 13. Strukturne formule monoterpena, seskviterpena: 1) limonen, 2) a-farnezen
(Wade, 2017).

Spojevi srodni terpenima su norizoprenoidi. To su spojevi koji se jo§ nazivaju i
apokarotenoidi, a nastaju razgradnjom karotenoida (Cas0). Mogu imati razli¢it broj atoma ugljika
(18, 15, 13, 11, 10, 9 ili 8), a u vinovoj lozi najzastupljeniji su oni s 13 atoma ugljika (Cis-
norizoprenoidi). Ovisno o strukturi, norizoprenoidi se mogu podijeliti na megastigmane i ne-
megastigmane (Slika 14). Megastigmani sadrZe benzenski prsten supstituiran na polozajima 1, 5 i
6 te nezasiceni alifatski lanac s Cetiri atoma ugljika koji je vezan na polozaju Sest benzenskog
prstena. U ovu se skupinu ubrajaju oksigenirani Ci3-norizoprenoidi. Do oksigenacije moze do¢i na
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razli¢itim polozajima unutar molekule pa tako u slu¢aju f-damaskenona do oksigenacije dolazi na

polozaju C-7, a u sluaju S-ionona na polozaju C-9 (Sikuten i sur., 2020b).
0
O
\\.
=

1 2

o

.35 @)
3 4

Slika 14. Strukturne formule nekih norizoprenoida: (1) f-damaskenon, (2) - ionon, (3) 1,1,6-

trimetil-1,2-dihidronaftalen, (4) vitispiran.

Alifatski hlapljivi spojevi kao §to su alkoholi, aldehidi i ketoni potjecu od oksidacije masnih
kiselina ili razgradnje aminokiselina. Jedan od najbolje istraZenih putova sinteze ovih spojeva je

put lipoksigeneaze, a krajnji produkti su Ce i Cq Spojevi.
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2. Cilj istrazivanja

Jedan od ciljeva ovog diplomskog rada bio je uzgojiti dvije sorte vinove loze (‘Portan’ i
'GraSevina') na dvije razli¢ite hranjive podloge U uvjetima in vitro. Navedene sorte sam odabrala
jer je 'Portan' uobicajena sorta na kojoj se provode pokusi u uvjetima in vitro dok je 'Grasevina'
najzastupljenija sorta u uzgoju na podru¢ju Republike Hrvatske. Isto tako cilj istraZivanja bio je
odrediti sastav i sadrzaj polifenolnih te hlapljivih organskih spojeva u listovima in vitro uzgojenih
biljaka kao i njihova usporedba s obzirom na sortu i razli¢ite podloge. Rezultati ovog istrazivanja
bi trebali ukazati kolika je vrijednost uporabe hranjive podloge za usporeni rast (engl. slow grow,
SG) za potrebe Cuvanja genetskog materijala vinove loze u uvjetima in vitro te u smanjenju

ucestalosti subkultivacije.
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3. Materijal i metode

3.1. Uzorkovanje i unos biljnog materijala

Uzorkovanje biljnog materijala provela sam tako da sam sa po 10 mladica sorata 'Portan’ i
'GraSevina' dobivenih uzgojem odrvenjelih reznica u kontroliranim uvjetima otkinula 5 do 6 cm od
vrska mladice. U laboratoriju sam unesene mladice dodatno skratila na manje dijelove tako da su
vr$ci mladica bili duzine 1 do 2 cm. Nakon toga sam provela sterilizaciju i izolaciju vrSnog
meristema. Sterilizaciju unesenog biljnog materijala provela sam ispiranjem mladica u trajanju od
nekoliko minuta pod mlazom obi¢ne vode u svrhu uklanjanja povrSinskih ne€isto¢a kao $to su
spore mikroorganizama i ostaci zemlje. Nakon toga, vrske mladica sam stavila u trajanju od svega
nekoliko sekundi u tikvice u koje sam prethodno dodala 70 %-tnu vodenu otopinu etanola (Gram-
mol, Zagreb, Hrvatska). Materijal sam potom vrlo brzo isprala i time uklonila etanol kako ne bi
doslo do ostecenja biljnog tkiva. Kao sredstvo za sterilizaciju koristila sam 5 %-tnu vodenu otopinu
natrijeva hipoklorita (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), a u koju sam dodala i 2 do 3 Kkapi
deterdzenta Tween-20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) da bih poboljsala u¢inak sterilizacijskog
sredstva. Tikvice sa otopinom za sterilizaciju 1 biljnim materijalom mijeSala sam svakih 5 minuta
te sam nakon 20 minuta tikvice unijela u laminar SB22496 (Telstar, Melburn, Australija) te biljni
materijal izvadila i tri puta ga isprala sterilnom vodom. U sterilnim uvjetima u laminaru, provela
sam izolaciju vrSnog meristema s vegetacijskog vrSka mladice. Postupak izolacije vrSnih
meristema provela sam pod binokularnim pove¢alom SZ61 (Olympus, Tokio, Japan) sa sterilnim
priborom na sterilnom milimetarskom papiru. Na ovaj nacin pripremila sam eksplantate duZine 1
mm jer se manji meristemi teZe regeneriraju. Inokulaciju meristemskih vrSaka sam provela na
hranjivoj podlozi pripremljenoj u staklenim epruvetama. Ukupno sam pripremila po 40
inokuliranih meristemskih vrSaka za svaku sortu i za svaku hranjivu podlogu kako bih osigurala da
po zavrSetku dobijem 5 biljaka po sorti i varijanti pokusa za daljnja istraZivanja te da bi odredila

udio prezivljavanja po svakoj hranjivoj podlozi jer je opée poznato da prezivljavanje nije 100 %.
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3.2. Priprava hranjivih podloga

U istrazivanju sam Koristila dvije vrste hranjivih podloga za obje ranije opisane sorte. Obje
vrste hranjivih podloga koje sam koristila u istrazivanju u osnovnom sastavu temelje se na
Murashige i Skoog mediju (MS). Sastav mikro i makro elemenata te vitamina prikazan je u tablici
(2) (Murashige i Skoog, 1962).

Tablica 2. Sastav i sadrzaj makro i mikro elemenata te vitamina u MS mediju

Masena koncentracija
Supstanca
mg/L
CoCl,x6H20 0,025
CuSQO4x5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,2
Kl 0,83
MnSQO4xH,0 16,90
Na:MoO4xH20 0,25
ZnS0O,x7H,0 8,60
CaCl; 332,02
KH2PO4 170,00
KNOs3 1900,00
MnSQO4 180,54
NH4NO3 1650,00
Glicin 2,00
Mio-Inozitol 100,00
Nikotinska kiselina 0,50
Pirodoksin hidroklorid 0,50
Tiamin hidroklorid 0,10

Hranjivu podlogu koja se rutinski koristi u uvjetima in vitro uzgoja vinove loze (kontrolna
podloga, K) pripremila sam tako da sam izvagala na vagi ABS-N (Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Njemacka) 30 g saharoze (Duchefa Biochemie, Haarlem, Nizozemska), 8 g agara (Duchefa
Biochemie, Haarlem, Nizozemska), te 4,41 g MS medija u prahu (Duchefa Biochemie, Haarlem,
Nizozemska). Menzurom sam dodala potrebnu koli¢inu ultra-Ciste vode i u nju dodala podlogu u
prahu. Tako dobivenu smjesu stavila sam na magnetsku mijesalicu RET basic (lka, Staufen,
Njemacka) dok nije doslo do potpunog otapanja. Po zavrSetku otapanja, otopinu sam nadopunila

vodom do ukupnog volumena od 1000 mL i ponovno ju vratila na magnetsku mijesalicu. U
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slijede¢em koraku sam odredila vrijednost pH primjenom pH-metra Lab 85 (SI Analytics GmbH,
Mainz, Njemacka). Prije nego sam elektrodu uronila u otopinu isprala sam ju s ultra-¢istom vodom.
Nakon §to sam uronila elektrodu u otopinu odredila sam pocetnu vrijednost pH te dodatkom
otopina NaOH (VWR, Be¢, Austrija) i HCI (VWR, Be¢, Austrija) podesila vrijednost pH na 5,8.
Nakon toga sam otopinu zagrijala do 82 °C i dodala prethodno dobro promijesani agar i saharozu.
Kako bi se agar i saharoza dobro otopili, otopinu sam uz mijeSanje zagrijavala do 95 °C i potom
dodatno kuhala u trajanju od 5 minuta. Po zavrSetku, hranjivu podlogu u staklenim epruvetama
sam sterilizirala u autoklavu NC 100 (NuVe, Ankara, Turska) pri temperaturi od 121 °C i tlaku od

1,2 bara u trajanju od 25 min. Po zavrSetku sterilizacije, hranjivu podlogu sam ostavila da se ohladi.

Hranjivu podlogu za usporeni rast (engl. slow grow, SG) koja je i ranije koriStena u
uvjetima in vitro uzgoja vinove loze (Hassanen i sur., 2013) pripremila sam na isti na¢in kao i
podlogu K osim §to sam dodala vec¢u masu saharoze (35 g) i alar B9 (diaminozid) (Supelco,
Darmstad, Njemacka) kao usporivac¢ rasta u konacnoj masenoj koncentraciji od 0,4 mg/L, a §to
sam postigla tako da sam dodala 1 mL radne otopine alara B9 masene koncentracije 400 mg/L.
Radnu otopinu alara B9 priredila sam tako da sam u odmjernu tikvicu od 100 mL dodala 40 mg

alara B9 i do oznake dodala ultra-¢istu vodu.

3.3. Uvjeti uzgoja u klima komori

Nakon inokulacije, posudice s hranjivom podlogom i biljnim materijalom odnijela sam u
klima komoru Fitoclima 1200 Bio (Aralab, Rio de Mouro, Portugal) u kojoj sam ranije podesila
temperaturu na stalnih 26 + 2 °C. Materijal sam smjestila pod bijelo LED svjetlo intenziteta 3000
lux-a uz fotoperiod od 12 sati svjetla i 8 sati mraka. Biljke sam redovito provjeravala te sam ih

nakon 60 dana iznijela iz komore i provela uzorkovanje za potrebe daljnjih analiza.

3.4. Priprava biljnog materijala za potrebe kemijskih analiza

Iz mati¢nih biljaka uzela sam listove koje sam pomocu Skarica odvojila od ostatka biljke i
stavila u papirnate vreéice i pohranila u zamrziva¢ DF 290 (NuVe, Ankara, Turska) na -80 °C.
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Zamrznute listove sam potom stavila u liofilizator Alpha 1-2 LDplus (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Njemacka). Liofilizacija je postupak suSenja
sublimacijom koji se odvija u kontroliranim uvjetima pri niskom tlaku i temperaturi. Za potrebe
primarnog susenja podesila sam tlak liofilizatora na vrijednost od 0,1 mbara, a postupak je trajao
24 sata. Potom sam provela i sekundarno susenje podesavanjem tlaka na 0,01 mbar, a koje je trajalo
12 sati. Liofilizirane listove biljnog materijala sam pazljivo prenijela u plasticne epruvete od 50
mL te dodala kuglice za usitnjavanje. Usitnjavanje sam provela u kuglicnom mlinu Mini G (SPAX

SamplePrep, Metuchen, SAD) u trajanju od 2 minute uz brzinu od 1200 udaraca u minuti.

3.5. Analiza ukupnih klorofila i karotenoida

Postupak analize ukupnog sadrzaja pigmenata u listovima vinove loze odnosno klorofila i
karotenoida u svrhu utvrdivanja fotosintetske aktivnosti, provela sam u nekoliko koraka. U
plasti¢ne epruvete od 5 mL odvagala sam 10 mg suhih listova te dodala 5 mL ledeno-hladnog 80
%-tnog acetona (J. T. Baker, Deventer, Nizozemska). Sadrzaj epruvete sam zatim snazno protresla
te tako priredenu ekstrakcijsku smjesu ostavila u hladnjaku 45 minuta. Uzorke sam centrifugirala
uporabom centrifuge Mega Star 600 R (VWR, Leuven, Belgija) na 13 000 x g 20 minuta pri
temperaturi od 4 °C. Po zavrSetku centrifugiranja filtrat sam prenijela u Cistu kivetu. Valne duljine
na spektrofotometru Lambda XLS (Perkin Elmer, Waltham, SAD) podesila sam na 441, 646 i 663
nm. Jednako tako pripremila sam i slijepu probu dodajuci u ¢istu kivetu samo 80%-tni aceton.

Nakon opisanog postupka ocitala sam apsorbancije za pojedina¢ne uzorke.

Na osnovu o€itanih vrijednosti apsorbancija odredene su koncentracije klorofila a (Chl a),
klorofila b (Chl b) i karotenoida (Car) prema sljede¢im jednadzbama temeljenim na radu Niuroula
i sur. (2019):

Chla=12.21 x A (663) — 2,81 x A (646)
Chl b =20,13 x A (646) — 5,03 x A (663)
Car = 4,69 x A (441) — 0,268 x (Chl a + Chl b)

mg analit ~ ug  5mL(otopina za ekstrakciju)

kg suhi uzorak mL 10 x 0,1 g (masa uzorka)
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3.6. Analiza fenola primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Postupak analize polifenolnih spojeva provela sam prema metodi koja se rutinski koristi za
ovu vrstu analiza u Laboratoriju za grozde, most i vino Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo
Agronomskog fakulteta, a temelji se na metodi opisanoj u Tomaz i sur. (2016) i Stambuk i sur.,
(2022a). U staklene posudice za uzorke odvagala na vagi ABS-N (Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Njemacka) sam 50 mg suhih listova te dodala 3 mL ekstrakcijskog otapala koje se sastojalo od 20
% acetonitrila (J. T. Baker, Deventer, Nizozemska) (v/v/v), 1 % mravlje kiseline (Sigma-Aldrich,
St. Louis, SAD) (v/viv) te 79 % vode (v/viv). Tako priredenu ekstrakcijsku smjesu stavila sam na
magnetsku mijesalicu RET basic (Ika, Staufen, Njemacka) koju sam prethodno zagrijala na 48 °C.
Inkubacija je trajala 2 sata i 25 minuta. Po zavrSetku ekstrakcije, filtraciju uzoraka provela sam
pomocu plasticne Sprice i membranskog filtra veli¢ine pora 0,22 pm nacinjenog od
politetrafluoretilena (Phenomenex, Torrance, SAD) Tako pripremljene uzorke sam potom odnijela
u automatski uzorkiva¢ HPLC-sustava Agilent 1100 Series (Agilent, palo Alto, SAD).
Razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih spojeva provela sam na sustavu koji se sastojao
od binarne pumpe, automatskog uzorkivaca, termostatiranog odjeljka za kolonu, detektora s nizom
dioda te fluorescencijskog detektora. Razdvajanje analita sam provela pomoc¢u kromatografske
kolone Luna Phenyl-Hexyl (4.6 x 250 mm; 5 um cestice (Phenomenex, Torrance, SAD)), pri
temperaturi od 50 °C. Kao pokretne faze koristila sam otapalo A sacinjeno od vode i fosforne
Kiseline u omjeru 99,5:0,5 (v/v) i otapalo B sacinjeno od acetonitrila, vode i fosforne kiseline
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) u omjeru od 50:45,5:0,5 (v/v/v). Brzinu protoka pokretne faze
podesila sam na 0,9 mL mint. U analizi za ispiranje analita s kolone koristila sam linearni gradijent
0 min, 0 % B; 7 min, 20 % B; 35 min, 40 % B; 40 min, 40 % B; 45 min, 80 % B; 50 min, 100 %
B; 60 min 0 % B. Automatski uzorkiva¢ sam podesila tako da volumen ubrizganog uzorka bude
20 pL. Detektor s nizom dioda sam podesila tako da prikuplja podatke u rasponu valnih duljina od
200 do 700 nm, a ¢ime sam omogucila snimanje UV-VID spektara koje ¢u kasnije koristiti za
identifikaciju analita u ubrizganom uzorku. Hidroksibenzojeve kiseline sam detektirala pri 280 nm,
stilbene pri 308 nm, hidroksicimetne kiseline pri 320 nm te flavonole pri 360 nm. Kako su flavan-
3-oli prirodni fluorofori iskoristila sam to svojstvo te sam ih odredivala primjenom
fluorescencijskog detektora pri dex = 225 nm i Aem = 320 nm. Identifikaciju sam provela

usporedbom vremena zadrzavanja i spektara analita iz uzorka s onima ranije unesenim u bazu, a
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koji su dobiveni primjenom standarada. Kvantifikaciju sam provela pomocu ranije odredenih

kalibracijskih pravaca dobivenih pomoc¢u niza poznatih koncentracija standarada.

3.7. Analiza hlapljivih spojeva primjenom vezanog sustava plinska kromatografija
— spektrometrija masa

Postupak analize hlapljivih spojeva provela sam prema metodi koja se rutinski koristi za
ovu vrstu analiza u Laboratoriju za grozde, most i vino Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo
Agronomskog fakulteta, a temelji se na metodi opisanoj u Sikuten i sur. (2021). Analizu hlapljivih
spojeva provela sam primjenom vezanog sustava GC-MS uz prethodnu izolaciju analita primjenom
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi u izvedbi klina (engl. solid phase microextraction arrow) uz
karboksen — polidimetilsiloksan — divinilbenzen (engl. carboxen — polydimethylsiloxane —
divinylbenzene, CAR-PDMS-DVB) (Thermo Scientific, Waltham, SAD) kao vezanu fazu pomoc¢u
automatiziranog sustava za pripravu uzoraka. Uzorke suhih listova mase 100 mg odvagala sam na
vagi ABS-N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka) izravno u staklenu posudicu za uzorke
volumena 15 mL. Tako pripremljene uzorke stavila sam na automatiziran sustav za pripravu
uzoraka koji je dio GC-MS-a koji se sastojao od plinskog kromatograf, GC Trace 1300, povezanog
sa spektrometrom masa ISQ 7000 te je bio opremljen stanicom za automatsku pripravu uzoraka
TriPlus RSH (Thermo Scientific, Waltham, SAD). U posebnom rac¢unalnom programu
Chromeleon (Thermo Scientific, Waltham, SAD) podesila sam parametre ekstrakcije. Temperaturu
inkubacije i adsorpcije sam podesila na 60 °C, a vrijeme inkubacije i adsorpcije na 10, odnosno 46
minuta. Temperaturu desorpcije sam podesila na 250 °C, a njezino trajanje na 7 minuta.
Kromatografsku analizu provela sam pomoc¢u TR-Wax kolone dimenzija 60 m x 0,25 mm x 0,25
um (Thermo Scientific, Waltham, SAD) uz linearni temperaturni program u rasponu temperatura
od 40 do 210 °C uz poviSenje temperature od 2 °C u minuti. Snimanje spektara masa provela sam
pracenjem struje svih iona u rasponu od 20 do 500 m/z dok sam kao energiju elektrona odabrala
energiju od 70 eV. Identifikaciju sam provela pomocéu usporedbe vremena zadrzavanja,

retencijskih indeksa te usporedbom spektara masa s onima u NIST 17 i Wiley 12 bazi podataka.
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3.8. Statisticka obrada podataka

Rezultati analize pojedina¢nih polifenolnih i hlapljivih organskih spojeva statisti¢ki su
obradeni primjenom jednosmjerne analize varijance (ANOVA) odvojeno za dvije istrazivane sorte.
StatistiCku znacajnost razlika izmedu dobivenih srednjih vrijednosti procijenjene su primjenom
Tukey post - hoc testa na razini pouzdanosti od 95 % (p < 0,05). Prikazani podaci u svim tablicama
su prosjecne vrijednosti pet opazanja. Srednje vrijednosti sadrzaja polifenola i hlapljivih organskih
spojeva za tretmane po sorti koriStene su za analizu glavnih komponenti (engl. Principal

Component Analysis, PCA). Statisticka analiza provedena je primjenom racunalnog programa
XLSTAT (Addinsoft, 2020, New York, SAD).
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4. Rezultati

Istrazivanja su provedena na dvije sorte vinove loze 'GraSevina' i ' Portan' koje su uzgojene
na dvjema vrstama hranjivih podloga, uobi¢ajenoj podlozi koja je sadrzavala medij MS te na
podlozi SG koja je osim medija MS sadrzavala i usporivac rasta alar-9. U daljnjem tekstu koristit
¢u oznaku 'Portan’ K za sortu 'Portan’ uzgojenu na kontrolnoj podlozi, 'Portan’ SG za sortu "Portan’
uzgojenu na hranjivoj podlozi za usporeni rast, Grasevina K za sortu 'GraSevina’ uzgojenu na
kontrolnoj podlozi te ‘Grasevina’ SG za sortu 'Grasevina’ uzgojenu na hranjivoj podlozi za usporeni

rast.

4.1. Utjecaj hranjive podloge na prezivljavanje biljaka u uvjetima in vitro

U Tablici 3. navedeni su rezultati utjecaja hranjive podloge na prezivljavanje biljaka
pojedine sorte uzgojene u uvjetima in vitro. Ukupan broj meristema kod svake sorte iznosio je 20.
Broj biljaka nakon 90 dana kod kontrolne varijante "Portan’ K iznosio je 17, a udio prezivljavanja
85 % za razliku od varijante 'Portan’ SG gdje je broj biljaka nakon 90 dana iznosio 19 sa udjelom
prezivljavanja 95 %. Kod kontrolne varijante ‘Grasevina’ K broj biljaka nakon 90 dana iznosio je
18, udio prezivljavanja 90 %. Kod 'Grasevina’ SG broj biljaka nakon 90 dana bio je 19 sa udjelom
prezivljavanja 95 %. Morfoloske razlike analiziranih biljaka prikazane su na slikama 15. i 16. gdje
se uoc¢ava slabija razvijenost biljaka (manja duljina stabljike, manji listovi) u varijantama pokusa
'Portan’ SG 1 'Grasevina’ SG.

Tablica 3. Utjecaj hranjive podloge na prezivljavanje biljaka pojedine sorte uzgojene u uvjetima

in vitro.
Ukupan broj Broj biljaka nakon Udio prezivjelih
meristema 90 dana biljaka / %
PORTAN K 20 17 85
PORTAN SG 20 19 95
GRASEVINA K 20 18 90
GRASEVINA SG 20 19 95

PORTAN K ozna¢ava kontrolnu podlogu, a PORTAN SG podlogu za usporeni rast; GRASEVINA K oznagava kontrolnu
podlogu, a GRASEVINA SG podlogu za usporeni rast.
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Slika 15. (A) Kontrolna varijanta 'Portana’ uzgojena u uvjetima in vitro na hranjivoj podlozi
uobicajenog sastava, (B) Varijanta SG 'Portana’ uzgojena na hranjivoj podlozi za usporeni rast.

Slika 16. (A) Kontrolna varijanta 'Grasevine' uzgojena u uvjetima in vitro na hranjivoj podlozi
uobicajenog sastava, (B) Varijanta SG 'Grasevine' uzgojenu na hranjivoj podlozi za usporeni rast.

4.2. Rezultati analize ukupnih klorofila i karotenoida

Maseni udjeli ukupnih klorofila i1 karotenoida odredenih u listovima sorte 'Portan’ i sorte
'GraSevina’' prikazani su u Tablici 4. Kod sorte "Portan’ u obje varijante pokusa detektirani su
Klorofil a, klorofil b, te karotenoidi. Ve¢e masene udjele imali su klorofil a, klorofil b, te ukupni
karotenoidi u uzorku uzgojenom na podlozi SG. U obje varijante najve¢i maseni udio utvrden je
kod klorofila a, slijedi ga klorofil b dok je najmanji maseni udio ukupnih karotenoida. Kod sorte
'Grasevina' detektirani su klorofil a, klorofil b i karotenodi u obje varijante pokusa. Kod sorte
uzgojene na podlozi SG utvrdeni su vec¢i maseni udjeli u odnosu na sortu uzgojenu na kontrolnoj
podlozi kao §to je bio slucaj 1 kod sorte 'Portan’. Najveéi maseni udio u obje varijante pokusa uocen

je kod Klorofila a, potom slijedi klorofil b i ukupni karotenoidi.
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Tablica 4. Sastav i sadrzaj ukupnih klorofila i karotenoida odredenih u listovima sorte 'Portan’ i
'Grasevina'.

SASTAVNICA PORTAN K PORTAN SG
Klorofil a* 77,82 + 3,42° 91,10 + 4,022
Klorofil b 54,03 + 2,46° 65,02 + 2,102

Omjer Chl a/b 1,44 + 0,232 1,40 £ 0,22°
Ukupni karotenoidi” 23,29 + 1,45° 29,68 + 0,582
Ukupan omjer Chl/Car 5,66 + 0,322 5,26 + 0,412
GRASEVINA K GRASEVINA SG
Klorofil a* 105,85 + 7,25° 123,22 + 5,16°
Klorofil b 70,28 + 3,18° 83,09 + 5,092
Omijer Chl a/b 1,51+ 0,302 1,48 + 0,272
Ukupni karotenoidi” 29,60 + 1,68° 35,39 + 0,982
Ukupan omjer Chl/Car 5,95 + 0,382 5,83+ 0,342

“Rezultati su izrazeni u mg kgt suhih listova; PORTAN K ozna¢ava kontrolnu podlogu, a PORTAN SG podlogu za usporeni rast;
GRASEVINA K oznatava kontrolnu podlogu, a GRASEVINA SG podlogu za usporeni rast. *° Srednje vrijednosti oznagene
razli¢itim slovima u redu ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).

4.3. Rezultati analize fenolnih spojeva

Primjenom metode HPLC pri valnoj duljini od 360 nm detektirano je $est pojedina¢nih
flavonol-3-O-glikozida, miricetin-3-O-glukoronid, rutin, kvercetin-3-O-glukozid, kemferol-3-O-
glukozid, kemferol-3-O-glukuronid te taksifolin. Ukupni maseni udio dobiven je zbrojem
pojedina¢nih masenih udjela svakog pojedinog spoja iz ove skupine. Ukupno je detektirano devet
flavan-3-ola. Detekcija i kvantifikacija epigalokatehin-3-O-galat provedena je pri valnoj duljini od
280 nm, dok su ostali spojevi iz ove skupine galokatehin, epigalokatehin, katehin, epikatehin te
procijanidini Al, B1, B2 i B4 detektirani i kvantificirani primjenom detektora FLD, uz valnu
duljinu pobude od 225 nm i valnu duljinu emisije od 320 nm. Ukupni maseni udio dobiven je
zbrojem pojedina¢nih masenih udjela svakog pojedinog spoja iz ove skupine. Sest
hidroksicimetnih Kkiselina, kaftarinska, kumarinska, kafeinska, kutarinska, fertarinska te sinapinska
detektirane su i kvantificirane pri valnoj duljini od 320 nm, dok su hidroksibenzojeve kiseline,
prokatehinska i siringinska, detektirane i kvantificirane pri valnoj duljini od 280 nm. Ukupni
maseni udio hidroksicimetnih kiselina kao i onaj hidroksibenzojevih dobiven je zbrojem
pojedina¢nih masenih udjela svakog pojedinog spoja iz odgovarajucée skupine. Stilben, resveratrol-

3-0O-glukozid, detektiran je i kvantificiran pri 308 nm, eskulin koji se ubraja u hidroksikumarine
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detektiran i kvantificiran pri valnoj duljini od 320 nm. Maseni udjeli su izrazeni u mg kg™ suhih

listova.

4.3.1. Analiza fenolnih spojeva u listovima sorte 'Portan’

Maseni udjeli pojedina¢nih fenolnih spojeva odredenih u listovima sorte 'Portan’ prikazani
su u Tablici 5. U obje varijante pokusa detektirani su rutin, kvercetin-3-O-glukozid, kemferol-3-
O-glukozid i kemferol-3-O-glukonorid. Najzastupljeniji flavonol-3-O-glikozid u obje varijante
pokusa bio je kvercetin-3-O-glukozid, a slijedi ga rutin. Derivati kemferola imali su zna¢ajno
manje masene udjele, dok derivat mirecetina nije bio sadrzan u listovima sorte 'Portan’ bez obzira
na varijantu pokusa. Potrebno je istaknuti taksifolin koji je za razliku od ostalih analiziranih spojeva
ima veéi maseni udio u uzorku uzgojenom na podlozi SG. Zbrojem maseni udjeli pojedinih
flavonol-3-O-glikozida dobiven je maseni udio ukupnih flavonol-3-O-glikozida te je on bio
znacajno veci u kontrolnoj varijanti. U uzorcima listova sorte ‘Portan’ bez obzira na varijantnu
pokusa detektirano je devet flavan-3-ola. U obje varijante pokusa najve¢i maseni udio utvrden je u
slu¢aj procijanidina B1. Razdioba ostalih spojeva s obzirom na zastupljenost ovisi o varijanti
pokusa, pa je tako drugi najzastupljeniji spoj u slu¢aju kontrolne epikatehin-3-O-galat, a u slu¢aju
SG galokatehin. Ukupan maseni udio flavan-3-ola koji je dobiven zbrojem masenih udjela
pojedina¢nih flavan-3-ol znacajno je ve¢i u slucaju kontrolne varijante u odnosu na primjenu
podloge SG. Ovo je ujedno i jedina skupina spojeva koja ima vece masene udjele u uvjetima
usporenoga rasta. Opcenito, hidroksicimetne su kiseline najzastupljenija skupina fenola u listovima
sorte 'Portan’. Ukupno je detektirano 6 kiselina, a najzastupljenija medu njima bila je kaftarinska
kiselina, a slijedi ju kafeinska kiselina bez obzira na varijantu pokusa. U odnosu na ostale skupine
spojeva hidroksicimetne kiseline su najmanje zastupljena skupina spojeva. Od ostalih skupina
spojeva u uzorcima listova 'Portana’ detektirani su eskulin te resveratrol-3-O-glukozid. Maseni udio
eskulina statisticki se znacajno ne razlikuje u obje varijante pokusa, dok je maseni udio jedinog

detektiranoga stilbena bio zna¢ajno vec¢i u kontrolnoj varijanti.
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Tablica 5. Sastav i sadrzaj pojedinacnih fenola odredenih u listovima sorte 'Portan’. Rezultati su

izrazeni u mg kg™ suhih listova.

SPOJ |  PORTANK | PORTAN SG
Flavonol-3-O-glikozidi
Miricetin-3-O-glukuronid 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Rutin 257,44 + 7,832 45535+ 11,052
Kvercetin-3-O-glukozid 2702,90 + 28,192 865,12 + 15,63"
Kemferol-3-O-glukozid 128,22 + 32,802 140,04 +£ 0,112
Kemferol-3-O-glukonorid 16,38 + 0,772 3,73+0,23°
Taksifolin 0,00 + 0,00 107,07 £ 1,732
Ukupni 3104,93 + 69,60° 1571,31 + 28,74
Flavan-3-oli
Epigalokatehin-3-O-galat 1753,01 + 23,292 550,97 + 23,72P
Galokatehin 1717,78 + 7,142 1030,80 + 1,74°
Epigalokatehin 1088,39 + 23,622 790,58 + 10,98"
Procijanidin B1 3779,49 £ 29,922 2498,01 + 38,34°
Katehin 72,90 + 0,792 53,33 +3,67°
Procijanidin B4 222,19 + 1,422 154,19 + 7,41°
Procijanidin B2 135,92 + 2,452 65,65 + 3,34°
Epikatehin 186,96 + 2,21° 70,63 + 1,99°
Procijanidin Al 99,92 + 0,64° 128,75+ 0,972
Ukupni 9056,54 + 91,512 5397,91 + 24,32°

Hidroksicimetne kiseline

Kaftarinska kiselina 7964,94 + 255,982 3984,69 + 83,46"
Kutarinska kiselina 9,14+ 0,37° 26,92 + 0,722
Kafeinska kiselina 1659,27 + 11,172 1070,29 + 19,04°
Fertarinska kiselina 9,06 + 1,02° 40,66 + 42,532
Kumarinska kiselina 45,35 + 1,34° 79,54 + 1,802

Sinapinska kiselina

700,38 + 12,282

312,68 + 4,57°

Ukupne

10388,16 + 309,472

5514,78 + 162,46"

Hidroksibenzojeve kiselin

(¢]

Prokatehinska kiselina

127,86 + 0,44

127,38 + 2,612

Siringinska kiselina

308,83 + 8,792

6,64 = 1,00

Ukupne 436,69 + 9,232 134,02 + 3,61°

Ostali
Eskulin 554,24 + 27,312 507,39 + 10,342
Resveratrol-3-O-glukozid 485,24 + 30,99? 239,24 + 3,53

PORTAN K ozna¢ava kontrolnu podlogu, a PORTAN SG podlogu za usporeni rast. #Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim

slovima u redu ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).




4.3.2. Analiza fenolnih spojeva u listovima sorte 'Grasevina’

U Tablici 6. prikazane su vrijednosti masenih udjela pojedina¢nih fenolnih spojeva
odredenih u listovima sorte 'GraSevina’. U slucaju kontrolne varijante pokusa, 'Grasevina' K
detektirano je 6 flavonol-3-O-glikozida, dok u slu¢aju varijante pokusa 'Grasevina' SG detektirano
5 spojeva iz ove skupine flavonoida. Bez obzira na varijantu pokusa, najzastupljeniji pojedinacni
spoj ove skupine bio je kvercetin-3-O-glukozid, a njegova vrijednost masenog udjela nije se
statisticki znacajno razlikovala izmedu varijanti pokusa. Ukupan maseni udio svih analiziranih
flavonol-3-0-glikozida bio je veci u kontrolnoj varijanti u odnosu na varijantu uzgajanu u uvjetima
SG, a ¢emu je doprinio maseni udio rutina koji nije bio sadrzan u uvjetima SG. Najzastupljeniji
flavan-3-ol bez obzira na varijantu pokusa bio je procijanidin B1, ¢iji je maseni udio bio veci u
'GraSevina’ K. Razdioba ostalih spojeva temeljem njihovih zastupljenosti nije jednaka za obje
varijante pokusa. Drugi najzastupljeniji spoj u varijanti SG bio je epigalokatehin, a u kontrolnim
uvjetima epigalokatehin-3-O-galat. Ukupni maseni udio ove skupine spojeva bio je znacajno veci
u kontrolnim uvjetima. Gledano s obzirom na ukupni maseni udio skupine, hidroksicimetne
kiseline ¢ine drugu najzastupljeniju skupinu fenolnih spojeva u uzorcima listova 'Grasevine' bez
obzira na varijantu pokusa uz kaftarinsku kiselinu kao najzastupljeniju kiselinu. Maseni udio ove
kiseline bio je statisticki znacajno veci u slucaju 'Grasevina' SG, dok u sluaju masenenog udijela
kafeinske kiseline u obje varijante nije bilo statisti¢ki znaCajnih razlika. Od hidroksibenzojevih
Kiselina u obje varijante detektirana je bila samo prokatehinska kiselina, ¢iji je maseni udio bio

veci u kontrolnoj varijanti. Detektirani su jo$ i eskulin i resveratrol-3-O-glukozid ¢iji su maseni

udjeli bili ve¢i u kontrolnoj varijanti pokusa.
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Tablica 6. Sastav i sadrzaj pojedinacnih fenola odredenih u listovima sorte 'Grasevina'. Rezultati

su izrazeni u mg kg suhih listova.

SPOJ | GRASEVINAK | GRASEVINA SG
Flavonol-3-O-glikozidi
Miricetin-3-O-glukuronid 223,65 +9,22° 286,82 + 0,272
Rutin 175,02 + 10,032 0,00 + 0,00
Kvercetin-3-O-glukozid 1140,95 + 26,45% 1132,79 + 17,642
Kemferol-3-O-glukozid 141,83 +£ 0,222 0,00 = 0,00
Kemferol-3-O-glukonorid 3,36 + 0,682 2,58 +0,33¢
Taksifolin 256,90 = 9,81° 354,34 + 12,59°
Ukupni 1941,71 + 56,412 1776,53 + 30,83"
Flavan-3-oli
Epigalokatehin-3-O-galat | 3224,88 + 77,632 346,88 + 8,08°

Galokatehin

1087,46 + 12,79%

726,49 + 49,82°

Epigalokatehin

1345,42 + 16,322

893,71 + 36,35°

Procijanidin B1 3952,44 + 25,432 3701,26 + 137,942
Katehin 103,09 + 2,122 84,39 + 5,03°
Procijanidin B4 321,85+ 3,942 254,05 + 11,09°
Procijanidin B2 347,99 + 4,042 261,16 + 6,12°
Epikatehin 515,21 £ 6,712 389,01 + 10,61°
Procijanidin Al 93,72 + 6,352 61,66 + 1,01°
Ukupni 10992,04 £155.342 6718,58 + 249,88°

Hidroksicimetne kiseline

Kaftarinska kiselina

2929,56 + 37,72°

3279,02 + 102,812

Kutarinska kiselina 26,72 £ 0,262 0,00 + 0,00
Kafeinska kiselina 806,09 +9,122 742,80 + 24,712
Fertarinska kiselina 16,82 + 0,452 8,48 +0,21°
Kumarinska kiselina 91,24 + 0,74° 103,15 + 2,302
Sinapinska kiselina 414,36 + 5,002 266,66 + 8,35°
Ukupne 5077,92 + 75,582 4746,51 + 151,64°

Hidroksibenzojeve kiseli

Prokatehinska kiselina 104,54 + 0,18 268,62 + 6,00
Siringinska kiselina 0,00 £+ 0,00 0,00 £ 0,00
Ukupne 104,54 + 0,18 268,62 + 6,002
Ostali
Eskulin 793,15 + 22,302 346,42 £ 13,27°
Resveratrol-3-O-glukozid 614,03 + 5,03 305,23 + 10,48"

GRASEVINA K ozna&ava kontrolnu podlogu, a GRASEVINA SG podlogu za usporeni rast. °Srednje vrijednosti oznagene
razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).
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4.3.3. Analiza PCA

Rezultati analize PCA prikazani su na slici 17, a koja predstavlja odnos sorata i

primijenjenih tretmana u prostoru definiranom s prva dva kanonicka faktora, a koji predstavljaju

85,27 % ukupne varijabilnosti (44,48 % za F1 1 40,80 % za F2). Slika takoder sadrzi i vektore koji

objasnjavaju korelacije originalnih varijabli i kanonickih faktora u istom prostoru. 1z navedenog

prikaza polozaja sorata i tretmana u prostoru kao i povezanih korelacija vrijednosti masenih udjela

i kanonickih faktora moze se definirati razlike u vrijednosti masenih udjela ovisno o sorti i

tretmanu.

Biplot (axes F1 and F2: 85,27 %)

F2 (40,80 %)

GradevinasG

0

PartansG

2 4 6 s
F1 (44,48 %)

‘ « Active variables  « Active observations ‘

Slika 17. Prikaz analize PCA pojedinac¢nih fenola koja predstavlja odnos sorata i primijenjenih

tretmana u prostoru.
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4.4. Rezultati analize hlapljivih spojeva

Primjenom metode GC-MS detektirano je i kvantificirano ukupno 49 spojeva koji se mogu
podijeliti na aldehide, ketone, alkohole, kiseline te terpene (monoterpene i seskviterpene). Ukupno
je detektirano i kvantificirano 12 aldehida (heksanal, heptanal, Z-2-heksenal, E-2-heksenal,
oktanal, nonanal, Z,Z-2,4-heksadienal, E,E-2,4-heksadienal, dekanal, benzaldehid,
fenilacetaldehid, 4-etil-benzaldehid), 3 ketona (acetoin, 6-metil-5-hepten-2-on, 4-okten-3-on), 11
alkohola (Z-2-penten-1-ol, 1-heksanol, 3-metil-4-penten-1-ol, E-2-heksen-1-ol, Z-2-heksen-1-ol,
2-etil-1-heksanol, 2,3-butandiol, 1-oktanol, 1,3-butandiol, benzilni alkohol, fenilni alkohol), 8
kiselina (propanska, butanska, pentanska, heksanska, 2E-2-heksenska, oktanska, nonanska i
dekanska kiselina) te 15 terpena (limonen, jilangen, kopaen, s-bourbonen, s-kubeben, g-kariofilen,
y-elemen, a-humulene, y-murolen, germakren D, d-gvajen, a-murolen, 3,7-dimetil-2-okten-1-ol,
germakren B, nerol). Rezultati su izrazeni u apsolutnim povr§inama pikova (APP), Sto je
uobicajena praksa pri analizi SPME ¢vrstih uzoraka kada ne postoji komercijalno dostupna matrica

uzorka (Sikuten i sur., 2021).

4.4.1. Analiza hlapljivih spojeva u listovima sorte 'Portan’

U Tablici 7. navedene su vrijednosti analize pojedinacnih hlapljivih spojeva odredenih u
listovima sorte 'Portan’. Statisticki znac¢ajno veca vrijednost APP uoc¢ena je za heksanal u varijanti
'Portan’ SG u odnosu na varijantu ‘Porton’ K. Vrijednosti APP za heptanal, oktanal, nonanal, E,E-
2,4- heksadienal, benzaldehid, fenilacetaldehid, 4-etil-benzaldehid isto tako bile su vece u slucaju
'Portan' SG. Najmanja vrijednost APP u obje varijante bila je u slu¢aju E-2-heksenal. Usporedbom
vrijednosti APP za Z-2-heksen-1-ol uocene su statisti¢ki zna¢ajne razlike, a vrijednost APP bila je
veca u slucaju varijante 'Portan’ SG. Kod 'Portan’ K odredena je statisticki zna¢ajno veca vrijednost
APP za 2-etil-1-heksanol u odnosu na 'Portan’ SG. Benzilni alkohol imao je najvec¢u vrijednost
APP u obje varijante. Ako se usporede vrijednosti APP ketona, najvecu vrijednost imao je 6-metil-
5-hept-2-on, s tim da je veca vrijednost opazena kod 'Portan’ SG u odnosu na 'Portan’ K. U obje
varijante najmanju vrijednost APP imao je acetoin. U varijanti 'Portan’ K odredena je manja
vrijednost APP za acetoin u odnosu na 'Portan' SG. U slucaju kiselina potrebno je istaknuti da je
vrijednost APP butanske kiseline bila najveca u obje varijante. Vrijednost APP propanske bila je

znacajno veca U varijanti 'Portan' SG u odnosu na 'Portan’ K. Isto tako, vece vrijednosti APP,
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pentanske kiseline, E-2-Heksenske i butanske kiseline uocene su kod 'Portan' SG u odnosu na

vrijednosti 'Portan’ K. Dekanska kiselina nije detektirana kod 'Portan’ SG niti 'Portan’ K. Najmanju

vrijednost APP imala je heksanska kiselina kod 'Portan’ K i kod 'Portan’ SG. Najveca vrijednost

APP u slucaju terpena bila je za limonen u obje varijante. Statisti¢ki znacajna razlika uo¢ena je u

slu¢aju S-kubebena ¢ija je vrijednost APP bila ve¢a kod 'Portan' SG u odnosu na onu 'Portan’ K.

Isto tako, uocena je veca vrijednost APP ¢-elemena kod 'Portan’ SG u odnosu na 'Portan’ K. U obje

varijante, najmanja vrijednost APP bila je u slu¢aju germakren B.

Tablica 7. Sastav 1 sadrZaj pojedina¢nih hlapljivih spojeva odredenih u listovima sorte 'Portan’.

Rezultati su izraZeni u apsolutnim povr§inama pikova.

SPOJEVI | PORTAN K PORTAN SG
Aldehidi

Heksanal 7,84x10° + 1,37x10* " 2.32x10° + 4,04x10%
Heptanal 3,97x10° + 6,91x10% " 7,17x10%+ 1,25x10%
Z-2-Heksenal 5,39x10% + 9,39x10! 2 4,44x10% £ 7,74x101 P
E-2-Heksenal 5,42x10" +9,45x10° ° 6,56x107 + 1,14x106 2
Oktanal 1,06x10° + 1,84x10* " 2,02x106 + 3,52x10* @
Nonanal 2,20x10° + 3,83x10% 3,13x10° + 5,45%x10* 2
Z,Z-2,4-Heksadienal 2,33x100 + 4,05x104 2,93x10°+ 5,10x10% 2
E,E-2,4-Heksadienal 9,40%x10° + 1,64x10*° 1,11x10° + 1,93x10%2
Dekanal 5,05x10* + 8,79x102 ® 8,52x10% + 1,48x1032
Benzaldehid 2,27x100+ 3,95x10% 2 42x100 + 4,22x10% 2
Fenilacetaldehid 6,20x10% £ 1,08x103 P 7,77x10% + 1,35x10°%2
4-Etil-benzaldehid 4,52x10° + 7,86x10°% ° 5,35x10° + 9,32x10° 2

Ukupni aldehidi

6,48x107+ 1,13x108 P

8,09x107 + 1,41x10° 2

Alkoholi
Z-2-penten-1-ol 3,56x10° + 6,20x10% " 7,37x10° + 1,28x10* 2
1-Heksanol 1,11x108 + 1,93x10*® 2,12x10% + 3,69x10* 2
3-Metil-4-penten-1-ol 5,58x10% + 9,73x10%*° 7,98x10%+ 1,39x10° 2

E-2-heksen-1-ol

2,47x10% + 4,31x10*®

3,13x108 + 5,45x10% 2

Z-2-heksen-1-ol

8,65x10% + 1,51x103 "

1,01x10° £ 1,76x10° @

2-Etil-1-heksanol

2,39x10% + 4,16x10% 2

1,21x10% +2,11x10%2

2,3-Butandiol 1,53x10°+ 2,67x10° P 2,22x10° + 3,87x10°% 2
1-Oktanol 1,20x10° + 2,08x10% P 2,12x10° + 3,69x10° 2
1,3-Butandiol 3,00x10° + 5,23x103 ° 2,42x10° + 4,22x10° 2

PORTAN K oznagava kontrolnu podlogu, a PORTAN SG podlogu za usporeni rast. *®Srednje vrijednosti oznagene razli¢itim

slovima u redu, ukazuju na statisti¢ki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).
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Tablica 7.-nastavak Sastav i sadrzaj pojedinacnih hlapljivih spojeva odredenih u listovima sorte

'Portan'. Rezultati su izrazeni u apsolutnim povrSinama pikova.

SPOJEVI PORTAN K PORTAN SG
Benzilni alkohol 4,75x107 + 8,27x10° P 5,06x10" + 8,82x10° 2
Fenilni alkohol 1,62x10° +2,81x10% P 2,97x10°%+ 2,01x10°3 2

Ukupni alkoholi

6,34x10° + 1,10x10% ®

6,36x107 + 1,11x106 2

Ketoni

Acetoin 6,82x10% + 1,19x10° P 7,37x10% + 1,28x10% 2
6-Metil-5-hepten-2-on 5,72x10% + 9,97x10* 2 6,87x10°% + 1,20x10°2
4-Okten-3-on 1,55x10° + 2,69x10°% P 2,83x10°+ 4,92x10°
Ukupni ketoni 5,94x108 + 1,04x10° P 7,22x108 + 1,26x10° @

Terpeni
Limonen 6,07x10% + 1,06x10°® 7,37x10°% £ 1,28x10°2
Jilangen 7,03x10% + 1,23x10% P 9,59x10* + 1,67x10° 2
Kopaen 3,46x10° + 6,03x10% 2 3,03x10° + 5,28x10°% P
S-Bourbonen 4,41x10° + 7,68x10° 2 4,24x10° £ 7,39x10% P
B-Kubeben 9,55x10% + 1,66x10° P 1,11x10%+ 1,93x10° 2
p-Kariofilen 8,562x10* + 1,48x10% P 9,29x10% + 1,62x10%2
y-Elemen 7,01x10% + 1,22x10%® 1,11x10° + 1,93x10°
a-Humulen 0,00x10° + 0,00x10° 0,00x10° + 0,00x10°
y-Murolen 2,02x10° + 3,52x10%2 1,51x10% + 2,64x10% P
Germakren D 9,04x10%+ 1,58x10° P 9,90x10%+ 1,72x10° 2
5-Gvajen 0,00x10° + 0,00x10° 0,00x10° + 0,00x10°
a-Murolen 2,45x10° + 4,27x10% 2 2,02x10° + 3,52x103 P
3,7-Dimetil-2-okten-1-ol 9,88x10% + 1,72x10%" 1,51x10° + 2,64x10° @
Germakren B 4,11x10% + 7,16x10%2 3,84x10* + 6,68x10? "

Nerol

7,96x10° + 1,39x10% P

8,99x10° + 1,57x10%2

Ukupni terpeni

8,65x10°% + 1,51x10° "

1,00x107 + 1,75x10° 2

Kiseline

Propanska kiselina

9,81x10% +1,71x103 P

1,21x10%°+2,11x10%2

Butanska kiselina

5,08x10° + 8,85x10° °

6,56x10°% + 1,14x10% 2

Pentanska kiselina

4,69x10* + 8,16x10%°

6,56x10% + 1,14x10% 2

Heksanska kiselina 4,02x10* + 6,99x10% 2 3,84x10%+ 6,68x10%°
E-2-Heksenska kiselina 1,06x10° + 1,85x10°% P 1,41x10° + 2,46x10°
Oktanska kiselina 1,28x10% + 2,23x10° 2 1,11x10° + 1,93x103 P
Nonanska kiselina 2,99x10° + 5,21x10°% 2 2,83x10° + 4,92x10% P
Dekanska kiselina 0,00%x10° + 0,00%x10° 0,00%x10° + 0,00x10°
Ukupne Kiseline 1,23x10° + 2,14x10% P 1,42x108 + 2,.47x10% 2

PORTAN K oznagava kontrolnu podlogu, a PORTAN SG podlogu za usporeni rast. **Srednje vrijednosti oznagene razli¢itim

slovima u redu, ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).




4.4.2. Analiza hlapljivih spojeva u listovima sorte ‘Grasevina’

U Tablici 8. navedene su vrijednosti analize pojedina¢nih hlapljivih spojeva odredenih u
listovima sorte ‘Grasevina’. Uzimajuéi u obzir aldehide, najveca vrijednost APP odredena je za E-
2-heksenal. Statisti¢ki zna¢ajnija razlika uocena je za heksanal ¢ije su vrijednosti APP bile vece
kod 'GraSevina’ SG u odnosu na 'Grasevina’ K. Takoder, postoji statisticki zapaZenija razlika u
vrijednosti APP i za heptanal koja je bila veca u slucaju 'Grasevina’ SG. Vece vrijednosti APP
opazene su kod dekanala u varijanti ‘Grasevina’ SG u odnosu na varijantu 'Grasevina’ K. Ovaj je
spoj ujedno imao i najmanju vrijednost APP. Kod varijante ‘Grasevina’ K fenilacetaldehid imao je
najmanju vrijednost APP. U slucaju alkohola najvecu vrijednost APP imao je benzilni alkohol bez
obzira na varijantu pokusa. Od ketona, acetoin je imao najmanju vrijednost APP u obje varijante
za razliku od 4-okten-3-on Kkoji je imao najvecu. Najveca vrijednost APP u slucaju kiselina
odredena je u slucaju propanska kiselina, dok je najmanju vrijednost imala heksanska kiselina
neovisno o varijanti pokusa. Dekanska kiselina detektirana je kod 'Grasevina’ K za razliku od
'Grasevina’ SG. Medu terpenima najmanju vrijednost APP imao je germakren B neovisno o
varijanti pokusa. Statisticki znacajnija razlika u vrijednostima APP uocena je za limonen, ujedno i
terpen s najvecom vrijednoséu APP. Vece vrijednosti APP ovoga spoja bile su kod 'Grasevina’ K

u odnosu na 'Grasevina’' SG.

35



Tablica 8. Sastav i1 sadrzaj pojedinacnih hlapljivih spojeva odredenih u listovima sorte 'GraSevina'.
Rezultati su izrazeni u apsolutnim povrSinama pikova.

SPOJEVI GRASEVINA K GRASEVINA SG
Aldehidi
Heksanal 5,45x10° + 9,50x10* ° 1,62x107 +2,81x10° 2
Heptanal 8,38x10° + 1,46x10* " 1,51x105 + 2,64x10% 2
Z-2-Heksenal 7,47x10° £ 1,30x10° 2 6,16x10%+ 1,07x10°"
E-2-Heksenal 8,18x10" + 1,42x10° " 9,90x107 + 1,72x108 @
Oktanal 2,22x10° + 3,87x10* 4,24x106 + 7,39x10% 2
Nonanal 3,33x10° + 5,80x10* ° 4,75%10° + 8,27x10% @
Z,Z-2,4-Heksadienal 3,13x10° + 5,45x10* " 3,94x10° + 6,86x10* 2
E,E-2,4-Heksadienal 1,11x10° + 1,93x10*® 1,31x108 + 2,29x10%*2
Dekanal 7,77x10% £ 1,35x103 P 1,31x10° + 2,29x10° @
Benzaldehid 5,96x10° + 1,04x10° " 6,36x100+ 1,11x10°
Fenilacetaldehid 6,76x10* = 1,18x10°%" 8,48x10% + 1,48x10°%
4-Etil-benzaldehid 5,45x10° + 9,50x10°% 6,46x10°+ 1,13x10* 2
Ukupni aldehidi 1,12x108 + 1,95x10° P 1,44x108 +2,51x10° 2
Alkoholi
Z-2-penten-1-ol 2,93x10° + 5,10x10* ° 6,06x106 + 1,06x10°
1-Heksanol 2.32x10° + 4,04x10* P 4,44x106 + 7,74x10% 2
3-Metil-4-penten-1-ol 7,77x108 + 1,35%x10° P 1,11x107 + 1,93x10° 2
E-2-heksen-1-ol 3,43x10° + 5,98x10* 4,34x106 + 7,56x10% 2

Z-2-heksen-1-ol 3,03x10° + 5,28x103 P 3,53x10° + 6,16x103 2
2-Etil-1-heksanol 1,31x10% +2,29x10% 2 6,66x10° + 1,16x10*"®
2,3-Butandiol 3,13x10° + 5,45x10° P 4,54x10° + 7,91x10% 2
1-Oktanol 2,22x10° + 3,87x103 ° 3,94x10° + 6,86x10° 2
1,3-Butandiol 3,13x10° + 5,45%x103 2 2,52x10° + 4,40x10% P

Benzilni alkohol

4,54x107 +7,91x10° P

4,85%x10" + 8,44x10° 2

Fenilni alkohol

1,01x10° £ 1,76x10% P

2,01x10° + 2,18x10% 2

Ukupni alkoholi

6,75x107 + 1,18x10%

7,36x107 + 1,28x106 2

Ketoni

Acetoin 6,26x10% + 1,09x103 ° 6,76x10% + 1,18x10% 2
6-Metil-5-hepten-2-on 2,02x10° + 3,52x10% P 2,42x10° + 4,22x10°% 2
4-0Okten-3-on 2,93x10° + 5,10x10° b 5,35x10° + 9,32><103 a

Ukupni ketoni

5,57x10° + 9,71x10%®

8,45x10°% + 1,47x10% 2

GRASEVINA K oznatava kontrolnu podlogu, a GRASEVINA SG podlogu za usporeni rast. Srednje vrijednosti oznacene

razli¢itim slovima u redu, ukazuju na statisticki znacajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).
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Tablica 8.-nastavak Sastav i sadrzaj pojedinacnih hlapljivih spojeva odredenih u listovima sorte

'GraSevina'. Rezultati su izrazeni u apsolutnim povrSinama pikova.

SPOJEVI | GRASEVINA K | GRASEVINA SG
Terpeni

Limonen 7,07x108 + 1,23x10° 2 8,58x10° + 1,49x10° "
Jilangen 8,89x10* + 1,55x10% P 1,21x10° £ 2,11x10*2
Kopaen 1,62x10% 2,81x10% 2 1,41x10° + 2,46x10° P
S-Bourbonen 2,63x10° + 4,57x10% 2 2,52x10° + 4,40x10° P
S-Kubeben 8,68x10% + 1,51x10% P 1,01x10° + 1,76x10% 2
p-Kariofilen 1,11x10° + 1,93x10°%® 1,21x10%+ 2,11x10% 2
y-Elemen 1,21x10% + 2,11x10% P 1,92x10° + 3,34x10% 2
a-Humulen 7,98x10% + 1,39x10% 2 0,00x10° + 0,00x10* "
y-Murolen 1,62x10°% +2,81x10%2 1,21x10%+2,11x103 P
Germakren D 8,568x10* + 1,49x10% P 9,39x10% £ 1,64x10° 2
J-Gvajen 3,84x10° + 6,68x10°% 2 2,93x10° + 5,10x10% P
a-Murolen 1,72x10° + 2,99x10% 2 1,41x10° + 2,46x10* P
3,7-Dimetil-2-okten-1-ol 1,51x10° + 2,64x10°% ° 2,32x10°+ 4,04x106 2
Germakren B 4,54x10% +7,91x10? 2 4,24x10% + 7,39x10° P

Nerol

7,07x10° + 1,23x10% P

7,98x10° + 1,39x10% 2

UKkupni terpeni

9,69x10° + 1,69x10° b

1,12x107 £ 1,96x10°

Kiseline
Propanska kiselina 3,43x10° + 5,98x10%° 4,24x10° + 7,39x10°% 2
Butanska kiselina 2,42x105 +4,22x103 P 3,13x10° + 5,45x10%2
Pentanska kiselina 1,01x10° + 1,76x10% P 1,41x10% + 2,46x10° 2
Heksanska kiselina 4,54x10% + 7,91x10%2 4,34x10* + 7,56x10%°

E-2-Heksenska kiselina

1,21x10° £ 2,11x10%"

1,62x10% + 2,81x10° 2

Oktanska kiselina

6,87x10% + 1,20x10° 2

5,96x10% + 1,04x10°% P

Nonanska kiselina

1,82x10° + 3,17x10° 2

1,72x10° + 2,99x10% P

Dekanska kiselina

5,55x10% + 9,67x102 2

0,00x10° + 0,00x10°

Ukupne Kiseline

1,16x10° + 2,02x10% P

1,31x10% + 2,29x10* 2

Grasevina K ozna¢ava kontrolnu podlogu, a grasevina SG podlogu za usporeni rast. #°Srednje vrijednosti oznaéene razli¢itim

slovima u redu, ukazuju na statisticki znac¢ajnu razliku u skladu s Tukey-evim testom (p<0,05).
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4.4.3. Analiza PCA

Rezultati analize PCA prikazani su na Slici 18, a koja predstavlja odnos sorata i
primijenjenih tretmana u prostoru definiranom s prva dva kanonicka faktora, a koji objasnjavaju
97,67 % ukupne varijabilnosti (70,37 % za F1 1 27,30 % za F2). Slika takoder sadrzi i vektore koji
objaSnjavaju korelacije originalnih varijabli i kanoni¢kih faktora u istom prostoru. 1z navedenog
prikaza polozaja sorata i tretmana u prostoru kao i povezanih korelacija vrijednosti APP i

kanonickih faktora moze se definirati razlike u vrijednosti APP ovisno o sorti i tretmanu.

Biplot (axes F1 and F2: 97,67 %)

(27,30 %)

F2

PortonK

/ A\
- A .

Grasevina K

\
\
\
-10 / ‘Retanvkiskiseling
.

Dekanal

a5 .
-10 -8 -6 4 -2 0 2 4 6 8 10

F1 (70,37 %)

‘ « Active variables = Active observations ‘

Slika 18. Prikaz analize PCA pojedinac¢nih hlapljivih spojeva koja predstavlja odnos sorata i

primijenjenih tretmana u prostoru
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5. Rasprava

U ovom radu pracen je uzgoj dviju sorata, 'Portan’ i 'Grasevina’ u uvjetima in vitro na
hranjivoj podlozi uobi¢ajenog sastava te na podlozi za usporeni rast. S obzirom na to analiziran je
postotak prezivljavanja u istim uvjetima. Postotak prezivljavanja biljaka u slucaju varijante 'Portan’
K iznosio je 85 % dok je kod varijante 'Portan’ SG on iznosio 95 %. Kod varijante ‘Grasevina' K
postotak prezivljavanja biljaka iznosio je 90 %, a kod varijante 'Grasevina’ SG je iznosio 95 %. 1z
navedenog se uocava veéi postotak prezivljavanja biljaka kod varijanti uzgojenih na hranjivim
podlogama kojima je dodan usporivac rasta alar-9 kona¢ne masene koncentracije 0,4 mg/L, a $to
je u skladu s ranije provedenim istrazivanje (Hassanen i sur., 2013). U navedenom istrazivanju
ispitan je utjecaj dodatka alara-9 na rast, razvoj i prezivljavanje dviju sorata ' Muskat aleksandija'
i 'Black monukka'. Nakon 90 dana udio prezivljavanja biljaka na mediju SG bio je 100 % za obje
analizirane sorte, dok je udio prezivljavanja u mediju bez dodatka alara-9 bio nizi te je iznosio 80

% u slucaju ' Muskata aleksandije' odnosno 93 % u sluc¢aju '‘Black monukka'.

Analiza sekundarnih metabolita kao $to su polifenolni i hlapljivi organski spojevi koristi se
za karakterizaciju pojedinih sorata vinove loze, kao i u vidu biomarkera tijekom izloZenosti biljke
abiotskom ili biotskom stresu. Postoje brojni radovi u kojima je detaljno opisan sastav i sadrzaj
pojedina¢nih spojeva u plodovima razli¢itih sorata, medutim ovakvi podaci istrazivanja provedeni
na listovima vinove loze su rijetki, a ovakva istrazivanja na listovima uvelike zaostaju za onima
provedenim na plodovima. Potrebno je naglasiti i to da istrazivanja provedena na listovima
pojedinih sorata vinove loze odnose se na uzorke sakupljene sa biljaka koje su rasle u vinogradu
ili plasteniku. Uzimajuci u obzir da na sastav 1 sadrZaj sekundarnih metabolita uvelike utjecu uvjeti
uzgoja vinove loze u vidu primjene razli¢itih ampelotehnic¢kih zahvata, okoliSnih uvjeta,
1zlozenosti razli¢itim oblicima stresa 1 sl., ali 1 starost listova, pa je stoga nemoguce usporedivati
rezultate sadrzaja pojedinacnih spojeva na apsolutnim razinama. Ovu usporedbu moguce je

provesti na relativnoj razini u vidu vece ili manje zastupljenosti pojedinih spojeva.

U ovom radu detektirani su razli¢iti spojevi koji pripadaju flavonol-3-O-glikozidima,
flavan-3-olima, hidroksicimetnim i hidroksibenzojevim kiselinama te stilbenima bez obzira na
sortu ili varijantu pokusa. Ovi rezultati su u skladu s ranije provedenim istrazivanjima. Glikozilirani

derivati kvercetina bili su najzastupljenija skupina pojedina¢nih flavonol-3-O-glikozida. Ovakav
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je rezultat dobiven i u ranijim istraZivanjima (Ivanéi¢, 2019, Sikuten i sur., 2020a, Stambuk i sur.,
2022a, Sikuten i sur., 2022). Flavan-3-oli su skupina polifenolnih spojeva koja moze biti sadrzana
U monomernom, ali u polimernim oblicima koji su izgradeni o medusobno povezanih jedinica
monomera. Isto tako ova skupina spojeva ulazi u strukturu stani¢nih stijenki (Tomaz, 2016). U
uzorcima analiziranim u ovome radu ova je skupina spojeva najzastupljenija skupina polifenolnih
spojeva. U istrazivanjima koje su provele Ivanéi¢ (2019) te Stambuk i sur., (2022a) na uzorcima
listova iz vinograda utvrdeno je da je ova skupina tek tre¢a zastupljena skupina polifenola. Ove
razlike se mogu objasniti staroS¢u i stupnjem razvoja listova. U slucaju starijih listova veliki udio
ove skupine spojeva sadrzan je u polimernim oblicima, ali i kao gradevne jedinice stani¢ne stijenka,
pa je njihova dostupnost za ekstrakciju uvelike umanjena, a $to je bio slu¢aj s ranije provedenim
istrazivanjima. Najzastupljenija hidroksicimetna kiselina bila je kaftarinska kiselina, a $to je u
skladu s ranijim istrazivanjima (Ivanci¢, 2019, Sikuten i sur., 2020a, Stambuk i sur., 2022a,
Stambuk i sur., 2022b). Kao jedini predstavnik stilbena u svim analiziranim uzorcima detektiran je
resveratrol-3-O-glukozid koji se smatra skladisnim oblikom resveratrola. Do reakcija biosinteze
dimernih oblika resveratrola kao $to su razli¢iti viniferini dolazi pod utjecajem abiotskog stresa
prilikom napada razli¢itih patogena (Stambuk i sur., 2022b). Odsutnost ovih spojeva u analiziranim
uzorcima u skladu je s uvjetima njihovog uzgoja u izoliranim uvjetima bez izloZenosti razli¢itim

patogenima.

Hlapljivi organski spojevi velika su skupina spojeva koji se znacajno razlikuju s obzirom
na fizikalno kemijska svojstva, a tvore priblizno 1 % sekundarnih metabolita biljaka. Sastav i
sadrzaj ove velike skupine sekundarnih metabolita razlikuje se s obzirom na analizirano tkivo
(mladi i stari listovi, korijen, cvatovi, bobice razli¢itog stadija zrelosti), ali i 0 tome jesu li pod
utjecajem biotskog stresa tj. napada razli¢itih patogena (Lazazzara i sur., 2022). Bez obzira na sortu
i varijantu pokusa detektirani su brojni spojevi koji se s obzirom na kemijsku strukturu mogu
podijeliti na aldehide, alkohole, ketone, terpene 1 kiseline. Ovo opazanje je u skladu s ranije

provedenim istrazivanjima (Weingart i sur., 2012, Alarcon i sur., 2015, Lazazzara i sur., 2022).

Na regulaciju razlicitih procesa tijekom rasta i razvoja biljke utje€u brojne male molekule
koje potjecu iz razli¢itih metabolickih putova, a koje se nazivaju biljnim hormonima. Osim S§to
utjecu na procese tijekom rasta i razvoja, biljni hormoni imaju veliku ulogu u odzivu na abiotski i

biotski stres. Opcenito, oni su sadrzani u vrlo niskim koncentracijama te mogu djelovati na mjestu
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biosinteze, ali isto tako i na udaljenim mjestima u drugim tkivima i/ili organima. Biljni se hormoni
mogu podijeliti na auksine, brasniosteroide, citokinine, gibereline, etilen, jasmonate, salicilate,
abscizinsku kiselinu i dr. (Santner i sur., 2009). Giberelini su velika skupina tetraciklickih,
diterpena te se smatraju regulatorima rasta. Ovi biljni hormoni reguliraju razli¢ite procese razvoja
biljke kao S§to su izduzivanje peteljke, rast i razvoj korijena, germinacija, dormantnost, cvatnja i dr.
Biosinteza ove skupine spojeva odvija se putem metileritritol fosfata (MEP). Nakon nastanka
geranigeranil difosfata ishodnog spoja u biosintezi diterpena, djelovanjem razli¢itih enzima nastaju
razli¢iti giberelini kao §to su GA1, GAsz, GAs i GA7 (Yamaguchi 2008). Usporivac¢ rasta alar-9
naziva se jo§ i daminozid te je prema kemijskom sastavu mono (2,2-dimetil hidrazid) butandionska
kiselina te s obzirom na svoju strukturu nalikuje 2-oksoglutaratu (2-OG) ko-supstratu dioksigenaza
ovisnih o 2-oksoglutaratu i Fe (1) (2-ODD). Mehanizam djelovanja ovog usporivaca rasta nije u
potpunosti poznat. Potvrdeno je da on inhibira kasni stadij biosinteze giberelina i to na nacin da
djeluje kao inhibitor dviju 2-ODD, giberelin 34-hidroksilaze i giberelin 2-hidroksilaze na nacin
da djeluje kao analog ko-supstrata 2-OG. Utvrdeno da je djelovanje alara-9 dovodi do znacajnog
smanjenja sadrzaja giberelina GA1i GAs dok na sadrzaj GA20 nema utjecaj (Brown i sur., 1997).
S obzirom na navedeno, opazanje da su analizirane biljke ‘Grasevina’ SG i 'Portan’ SG bile manje
i sa slabije razvijenim korijenovim sustavom u odnosu na ‘Grasevina’ K i 'Portan’ K varijante moze

se pripisati inhibitorskom uéinku alara-9 na biosintezu giberelina.

Opcenito, porodica enzima 2-ODD pripada u ne-hemske proteine te je vrlo rasprostranjena

u biljnom carstvu. Kao $to i sam naziv ukazuje, ova je porodica proteina ovisna o ionu Fe (II) kao
ko-faktoru koji veze kisik i sudjeluje u reakciji oksidacije. Svi enzimi iz ove porodice kataliziraju
dvo-elektronsku reakciju oksidacije primarnoga supstrata koja je povezana s oksidacijskom
dekarboksilacijom ko-supstrata (2-OG) uz nastanak specifi¢nog produkta, sukcinata i CO2. Ova
skupina enzima katalizira brojne reakcije oksidacije kao Sto su hidroksilacija, ciklizacija,
epimerizacija, demetilacija i dr. te ima vaznu ulogu u normalnom rastu i razvoju biljaka.
Strukturnom analizom je utvrdeno da je domena za vezanje sacinjena od mjesta za vezanje Fe (II),
2-OG te primarnog supstrata. Slijed aminokiselina ukljucenih u vezanje Fe (II) vrlo je o¢uvan te se
sastoji od motiva trijade HX(D/E)XnH. Dok su sljedovi aminokiselina za vezanje 2-OG i primarnog
supstrata manje ocuvani (Farrow i Facchini 2014). Biosinteza fenola u vinovoj lozi jedan je od
dobro istrazenih putova biosinteze u koji su ukljuceni brojni enzimi, ukljuéujuéi i tri 2-OGG,
flavanon-3-hidroksilazu (F3H), flavonol sintazu (FLS) te leukoantocijanidin dioksigenazu
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(LDOX). Navedeni su enzimi ukljuceni u biosintezu pojedinih flavonol-3-O-glikozida i flavan-3-
ola (Sikuten i sur., 2020a). Nize vrijednosti masenih udjela ovih skupina u varijantama pokusa
'Grasevina’ SG i 'Portan’ SG u odnosu na masene udjele u varijantama 'Grasevina’ K i 'Portan’ K
mogu biti posljedica djelomi¢ne inhibicije navedenih enzima djelovanjem analoga 2-OG, alara-9
jer je domena za vezanje F3H, FLS i LDOX ima vrlo veliki stupanj slicnosti s domenom vezanja
giberelin 3/-hidroksilaze, a sto je potvrdeno analizom BLAST (engl. Basic Local Aligment Search
Tool). U prilog navedenoj pretpostavci ide i istrazivanje koje su proveli Rose i sur. (2012) na
razli¢itim humanim KDM2/7 histon demetilazama (JmjC oksigenaze). Kinetickim i
kristalografskim istrazivanjima potvrdili su da daminozid selektivno inhibira djelovanje navedenih

enzima. Ova skupina oksigenaza takoder je dio porodice enzima 2-OGG (Markolovi¢ i sur., 2016).

Tijekom pocetnog stadija razvoja biljke iz vrSnog meristema rast i razvoj biljke ovisi
iskljucivo o hranjivim tvarima sadrzanim u hranjivoj podlozi, pa se moze smatrati da se ovdje radi
0 heterotrofnom organizmu. Kako se nastavlja rast i razvoj biljaka, a posebice listova, biljéica je u
moguénosti vrsiti fotosintezu, ali i dalje putem korijena uzima pojedine tvari iz hranjive podloge,
a Sto se moze smatrati miksotrofijom. SadrZaj klorofila moze se smatrati jednim od pokazatelja
aktivnosti fotosinteze (Kurahotta i sur., 1987). Vece vrijednosti masenih udjela u varijantama
pokusa 'Grasevina’ SG i 'Portan’ SG u odnosu na masene udjele u varijantama 'Grasevina’ K i
'Portan’ K mogu biti posljedica vece fotosintetske aktivnosti biljaka uzgajanih u uvjetima SG.
Povecana fotosintetska aktivnost u ovom sluc¢aju moze se vjerojatno pripisati slabijoj razvijenosti
korijenovog sustava, a koji je posljedica inhibicije sinteze odredenih giberelina. Poznato je da
giberelini imaju veliku ulogu u rastu i razvoju meristema korijena (Shtin i sur., 2022). Isto tako
maseni udio ukupnih karotenoida bio je veéi u varijantama pokusa 'Grasevina’ SG i 'Portan’ SG u
odnosu na masene udjele u varijantama 'Grasevina’ K i 'Portan’ K. Ovako opazanje moze ukazivati
na znacajnu aktivnost u putevima biosinteze izopentil pirofosfata (IPP) i dimetilalil difosfata
(DMAP), a koji su ishodi$ni spojevi za razli€ite terpenoide, pa tako i karotenoide. Sinteza
navedenih spojeva odvija se putem dvaju mehanizama, MEP i putem mevalonata (MVA).
Navedena dva puta odvijaju se u razli¢itim stanicnim odjeljcima. Put MEP odvija se u plastidima,
dok se put MVA odvija u citosolu. Postoji protok IPP i DMAPP izmedu pojedinih odjeljaka, koji
se vjerojatno odvija putem posebnih proteina prijenosnika (Dudareva i sur., 2004). S obzirom da
je za biosintezu giberelina vazan put MEP, a da do inhibicije dolazi u kasnijim fazama biosinteze

giberelina, moZe se smatrati da alar-9 nema utjecaja na put MEP. Vise vrijednosti APP
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pojedina¢nih terpena, monoterpena i seskviterpena u varijantama pokusa 'Grasevina’ SG i 'Portan’
SG u odnosu na varijante ‘Grasevina’ K i "Portan’ K u pozitivnoj su korelaciji sa vi$im vrijednostima
ukupnih masenih udjela karotenoida, a §to se vjerojatno moze pripisati vecoj aktivnosti putova
MEP i MVA u varijantama SG. Vrijednosti omjera klorofila kao i omjera klorofila i karotenoida u

skladu su s ranije provedenim istrazivanjima (Niuroula i sur., 2019).

Kao odgovor na abiotski stres u vidu hladnoce, poviSenog sadrzaja soli te nedostatka vode,
dolazi do znacajnog smanjenja razine giberelina (Colebrook i sur., 2014). U signalnom putu koji
se odvija u biljci, smanjena razina giberelina, a $to je slucaj prilikom djelovanja alar-9, moze biljci
ukazivati da je pod utjecajem nekog od navedenih abiotskih stresova. Griesser i sur. (2015)
istrazivali su utjecaj nedostatka vode na APP razli¢itih hlapljivih spojeva ukljucujuci i heksanal,
E-2-heksenal, oktanal, nonanal, E,E-2,4-heksadienal, dekanal, benzaldehid, fenilacetaldehid, 4-
etil-benzaldehid te 6-metil-5-hepten-2-on te su utvrdili da on dovodi do znacajnog povecéanja
vrijednosti APP u odnosu na uzorke listova uzetih s biljaka koje nisu bile izloZene susi. S obzirom
da su vrijednosti APP za navedene spojeve i ovom radu bile vece u slucaju biljaka koje su rasle u
uvjetima SG u odnosu na kontrolnu varijantu, moZe se pretpostaviti da smanjena razina giberelina
vjerojatno biljkama ukazuje na nedostatak vode te da one uslijed toga sintetiziraju vise navedenih
karbonilnih spojeva. Vise vrijednosti APP 1-heksanola, E-2-heksen-1-ola, 1-oktanola,
benzilalkohola te fenil alkohola odredene kod biljaka uzgojenih u uvjetima SG u pozitivnoj su
korelaciji s vrijednostima APP heksanala, E-2-heksenala, oktanala, benzilaldehida odnosno
fenilacetaldehida, a §to je u skladu s njithovim putem biosinteze. Poznato je da navedeni alkoholi
djelovanjem odredene alkohol dehidrogenaze nastaju iz pripadajué¢eg aldehida (Dudareva i sur.,
2013).
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6. Zakljucak

U ovom radu provedeno je istrazivanje utjecaja dviju vrsta hranjivih podloga na rast i razvoj
biljaka dviju sorata vinove loze 'Portan’ i 'GraSevina', kao i na sadrzaj i sastav pojedinac¢nih
polifenolnih te hlapljivih organskih spojeva u njima. Temeljem dobivenih rezultata mogu se izvesti
slijedeci zakljucci:

1. Dodatkom alara-9 u hranjivu podlogu usporava se rast biljaka, a $to se ocituje u vidu
njihove manje duzine stabljike i manjih dimenzija listova, dok u isto vrijeme udio
prezivljavanja je ve¢i u odnosu na varijantu pokusa u ¢iju hranjivu podlogu nije dodan ovaj
usporivac rasta.

2. Maseni udjeli gotovo svih analiziranih pojedina¢nih fenola bili su manji u varijanti pokusa
u kojemu je koriSten usporiva¢ rasta alar-9, a $to se vjerojatno moze pripisati inhibiciji
odredenih enzima 2-OGG u putu biosinteze polifenola. Navedenu pretpostavku je potrebno
potvrditi dodatnim istrazivanjima na razini enzima kineti¢kim 1 kristalografskim
istrazivanjima. Bez obzira na nize masene udjele veéine pojedina¢nih fenola u uvjetima SG
navedeno nema negativnog utjecaja na rast i razvoj biljaka jer u uvjetima in vitro biljke
rastu u kontroliranim uvjetima bez izlaganja biotskom i abiotskom stresu u vidu UV-
zraCenja, napada patogena i sl.

3. Vrijednosti apsolutnih povr§ina pikova pojedina¢nih terpenoida (monoterpena i
seskviterpena), aldehida i odgovarajucih alkohola bile su vece u varijantama pokusa u
kojima je koriSten usporivac rasta, bez obzira na analiziranu sortu. Navedeno ukazuje da su

u uvjetima SG biljke u moguénosti sintetizirati razli¢ite skupine hlapljivih spojeva.

Uzimaju¢i u obzir ranije navedeno u konacnici moze se zakljuciti da je uporaba hranjive
podloge za usporeni rast pogodna za potrebe ¢uvanja genetskog materijala vinove loze u uvjetima

in vitro, a ¢ime se smanjuje ucestalost subkultivacije biljaka.
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8. Zivotopis
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