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Udinci natrij-hipoklorita (NaClO) i zZivinog (II) klorida
(HgCl,) na povrSinsku sterilizaciju pupova Oblacinske
viSnje u kulturi in vitro

Effects of sodium hypochlorite /NaCIO/ and mercuric (II) chlorite
/HgCI2/ on surface sterilization of Oblacinska sour cherry buds in
in vitro culture

Ines Mihaljevié, Vesna Tomas, K. Dugalié¢, Zorica Jurkovié,
Marija Viljevac, B. Puskar, Ankica Pranji¢

SAZETAK

U kulturi in vitro vrlo je vazno pronaéi odgovarajuce sredstvo koje ¢e ukloniti
bakterije i1 gljivice iz biljnog tkiva i stanice prije unoSenja na podlogu. Stoga je
povrsinska sterilizacija vrlo vazan korak u pripremanju eksplantata.

U ovom radu istrazivanje je radeno na pupovima Oblacinske visnje klona OS.
Istrazivano je djelovanje natrijevog hipoklorita (NaClO) i zivinog (II) klorida (HgCl;) u
razli¢itim koncentracijama i duZzini trajanja sterilizacije pupova.

Pupovi su najprije sterilizirani sa 70% etanola, a nakon toga s NaClO koncentracije
1, 2 13% u trajanju od 20, 15 1 10 min te s HgCl, koncentracije 0.1, 0.5 i 1% u trajanju
od 10, 5 1 2 min. Sterilizirani pupovi su inokulirani na hranjivu podlogu. Nakon mjesec
dana utvrden je broj kontaminiranih, propalih i zdravih bilj¢ica.Najbolje rezultate
pokazala je povrSinska sterilizacija sa 1% NaClO u trajanju od 20 min s 80% zdravih
bilj¢ica.

Kljuéne rijeci: eksplantat, in vifro biljka, kontaminacija, Oblacinska visnja,

sterilizacija

ABSTRACT

To obtain in vitro culture it is very important to find a solvent for removing
bacterial and fungi from explant tissue. Surface sterilization is the most important step
in preparation of explants. In the present study research was conducted on sour cherry
cv. Oblacinska viSnja, clone OS.

A comparison was made between sodium hypochlorite (NaOCl) and mercuric
chloride (HgCl,) with different times of buds sterilization. First, buds were sterilized
with 70% of ethanol for few seconds and after that they were sterilized with sodium
hypochlorite (concentration 1, 2, and 3%, for 20, 15 and 10 min.) and mercuric chlorite
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(concentration 0.1, 0.5 and 1%, for 10, 5 and 2 min.) Sterilized explants were inoculated
on culture medium. After one month the number of contaminated, collapsed and healthy
plants was determinate. The best results were obtained by surface sterilization with 1%
NaOCl with exposure of 20 min, with 80% healthy, survival plants.

Key words: contamination, explant, in vitro plant, Oblacinska viSnja, sterilization

UvVOD

Oblacinska visnja je ekotip koji se razvio i prilagodio ekoloskim i edafskim
uvjetima geografskog podrucja sela Oblacine te predstavlja veliku, heterogenu
populaciju.

Razmnozava se prvenstveno vegetativnim putem odnosno izdancima. S
obzirom da populacija obladinske vi$nje predstavlja skup velikog broja klonova
izvodi se klonska selekcija.

Jedan od problema u komercijalnoj in vitro proizvodnji je kontaminacija
mikroorganizmima zbog fega moze do¢i do propadanja kulture, smanjene
proliferacije pupova, smanjenja rasta korijena i nekroze tkiva. Za dekonta-
minaciju eksplantata koriste se razli¢ita kemijska sredstva (George,1993) kao
§to su: natrijev hipoklorit (NaOCl), kalcijev klorit (Ca(CIlO),) zivin klorid
(HgCl,), srebrov nitrat (AgNOs), vodikov peroksid (H,0,). Budu¢i da su ta
sredstva otrovna za biljno tkivo vrlo je vazno prilikom upotrebe paziti na
njihovu koncentraciju kao i na vrijeme izlaganja eksplantata odredenom
sredstvu.

Stoga su izbor dezinficijensa, njegova koncentracija i vrijeme trajanja
dezinfekcije preduvjet za uspjesnu sterilizaciju. Protokol sterilizacije je razlicit
te ovisi o biljnoj vrsti kao i o eksplantatu biljke koji se koristi.

Biljke koje rastu u polju vise su kontaminirane u odnosu na biljke koje rastu
u plastenicima i klima — komorama.

U istrazivanju su koriStena dva naj¢esce koristena kemijska sredstva natrijev
hipoklorit (NaOC]) i zivin (II) klorid (HgCl,) u razli¢itim koncentracijama kako
bi se ustanovila najucinkovitija povrSinska sterilizacija za pupove oblainske
visnje.

MATERIJAL I METODE

Za pokuse su koristene grancice koje su ubrane u vo¢njaku Poljoprivrednog
instituta Osijek, sa stabala OblacCinske visSnje, klon OS. Prije sterilizacije
grancice su se isprale vodom te su ¢uvane u laboratoriju par dana uronjene u
vodu. Grancice s aksilarnim pupovima odrezane su na duzinu od 1 do 2 cm te su
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sterilizirane sa 70% etanola nakon Cega se provodila povrsinska sterilizacija s
natrijevim hipokloritom (NaClO) koncentracije 1, 2 i 3% u trajanju od 20, 151
10 1 zivinim (II) kloridom (HgCl;,) koncentracije 0.1, 0.5 i 1 % u trajanju od 10,
512 min.

Pupovi su nakon toga isprani u destiliranoj vodi te je izoliran meristem s
dva do tri primordijalna listi¢a.

Pokus je postavljen u tri repeticije, za svaku repeticiju i nacin sterilizacije
koristilo se po deset pupova. Nakon sterilizacije pupovi su inokulirani na
sterilnu hranjivu podlogu (Murashige i Skoog, 1964.; Schenk i Hildebrandt,
1972.)

Inokulacija pupova se obavljala u strogo kontroliranim uvjetima laminara.
Biljke su rasle u klima komori na 25°C, uz fotoperiodi¢no osvjetljenje od 16 h
pri intenzitetu osvjetljenja od 3500 luksa. ZabiljeZeni su postoci kontaminiranih,
propalih i prezivjelih pupova.

REZULTATI

Najbolji rezultati pokazali su se prilikom tretiranja s 1% NaClO u trajanju
od 20 min. pri ¢emu se dobilo 80% zdravih biljaka (Tablica 1).

Kod sterilizacije s 0,1%-tnim HgCl, u trajanju od 10 min. s HgCl, dobilo se
66,6 % zdravih pupova.

Iz rezultata se moze zakljuciti da je najbolje sredstvo za dezinfekciju
pupova Oblacinske visnje 1% NaClO u trajanju od 20 min.

Slicni rezultati dobiveni su u istrazivanju Altaf-a (2006) gdje su oba
sredstva za sterilizaciju pokazala slicne rezultate, ali je sterilizacija s HgCl,
pokazala veci broj kontaminiranih i propalih pupova.

Romano i sur.(1992.) ustanovili su da je HgCl, bolje sredstvo za
sterilizaciju pupova Quercus suber L. od NaOCI.

Iz dobivenih se rezultata takoder vidi da je puno veéi postotak propalih
pupova nakon sterilizacije s HgCl,(kod veéih koncentracija). Sli¢ni rezultati su
dobiveni (Sedlak, 2008.) u istrazivanju na pupovima tresnje gdje je 44%
(Karesova) i 52% (Rivan) pupova nakon sterilizacije sa HgCl, propalo, Sto se
povezuje s tim da je HgCl, jako sredstvo koje mozZe biti otrovno za biljke (Muna
isur.,1999).

Badoni (2010) je zabiljezio da je NaOCI bolje sredstvo od HgCl, za
sterilizaciju Solanum tuberosum 1 da povecanjem trajanja sterilizacije s HgCl,
dolazi do povecanja broja propalih eksplantata.
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Tablica 1. U¢inkovitost NaOCl i HgCl, na povrSinsku sterilizaciju pupova
Oblacdinske viSnje

Table 1 Effects of NaCIO and HgCI2 on surface sterilization of Oblacinska sour

cherry buds
REDSTVO ZA 4
SEZINSFE\;(%I U KONTAMINIRANI PROPALI PREZIVJELI
TRAJANIJE POV e et
[ Y 9
DEZINFEKCIJE & * .
1% NaClO 13.33 6,66 80
trajanje 20 min. ’ ’
2% NaClO 23.33 20 56,6
trajanje 15 min. ’ ’
3% NaClO 20 / 80
trajanje 10 min.
0.1% HgCl, 16,66 16,66 66,66
trajanje 10 min.
1% HgCl 13.33 26,66 60
trajanje 2 min ] i

90 -
80 - - -
70 |
60 -

50 -

40 -

30 -

20 -

¢ I |
0 ; :

1% NaOCl 2% NaOCl 3% NaOC|l 0.1%HgCl2 0.5%HgCl2 1% HgCI2
20 min 15min 10 min 10 min 5min 2min

%

O kontaminirani pupovi  Epropalipupovi  Oprezivieli pupovi

Grafikon 1. Povrsinska sterilizacija pupova obladinske viSnje s NaOCl i HgCl,

Graph 1 Surface sterilization of Oblacinska cherry buds with NaCIO and HgCI2
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ZAKLIJUCAK

Oba sredstva za sterilizaciju pokazala su dobre rezultate u uspostavljanju
asepticne kulture no ipak NaOCl je bolji sterilizant s ve¢im postotkom
prezivjelih, nekontaminiranih pupova.

Stoga se za povrSinsku sterilizaciju pupova Oblacinske viSnje preporuca 1%
NaOCl u trajanju od 20 min., §to nema Stetne posljedice za biljku ¢ak i kod
duZzeg tretiranja.
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