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Rezime. Krioprezervacija predstavlja savremenu metodu za dugotrajno ~uvanje biljnog materijala na ultra
niskim temperaturama (te~ni azot, -196 °C). Ova metoda je komplementarna konvencionalnim metodama
~uvanja jer zna~ajno sni`ava tro{kove i rizike vezane za odr`avanje biljnih kolekcija u poljskim uslovima
(ex situ). Program primene ove strategije za dugotrajno o~uvanje biljnih geneti~kih resursa iniciran je i u In-
stitutu za vo}arstvo, ^a~ak u okviru Odeljenja za fiziologiju vo}aka pre vi{e od jedne decenije. Istra`ivanja
su fokusirana na optimizaciju protokola za razli~ite in vitro tehnike krioprezervacije koje se baziraju na di-
rektnom potapanju biljnog materijala u te~ni azot i njihovu primenu u ~uvanju geneti~kih resursa kontinen-
talnih vo}aka. Primenjene tehnike podrazumavaju primenu hemijske (vitrifikacija, „droplet“ vitrifikacija, „V
cryo-plate“) ili fizi~ke dehidratacije (inkapsulacija-dehidracija, „D cryo-plate“) biljnog materijala pre pota-
panja u te~ni azot. Tehnika inkapsulacije-dehidracije je uspe{no primenjena u krioprezervaciji d`anarike i
sorte kupine ^a~anska bestrna. Ispitivanje primene tehnike vitrifikacija kod vrsta roda Prunus i Malus po-
kazalo je da se zna~ajno pove}anje kapaciteta regeneracije vrhova izdanaka podloge za tre{nju Gisela 5 i sor-
te jabuke Gala Must posle otapanja iz te~nog azota mo`e posti}i variranjem du`ine dehidratacije i/ili vrste
kori{}enih vitrifikacionih rastvora. Optimizacija protokola za tehniku „droplet“ vitrifikacije postignuta je is-
pitivanjem uticaja razli~itih vitrifikacionih rastvora, du`ine tretmana, temperature dehidratacije i du`ine
osmotske rehidratacije kod predstavnika rodova Prunus (autohtone sorte {ljive Crvena Ranka, Sitnica i Po-
`ega~a, d`anarika, podloga za te{nju Gisela 5), Malus (jabuka Gala Must) i Rubus (kupina ^a~anska bestr-
na). Poslednjih godina, inicirana su tako|e i istra`ivanja primene novorazvijenih „V cryo-plate“ i „D cryo-
plate“ tehnika krioprezervacije. Ove tehnike omogu}avaju prevazila`enje izvesnih ograni~enja vezanih za
nedovoljnu dehidrataciju biljnog tkiva, o{te}enje i gubitak biljnog materijala tokom pripreme za krioprezerv-
acione protokole, kao i manipulativnih problema u protokolima drugih tehnika vitrifikacije. Kori{}enjem na-
vedenih tehnika uspe{no su krioprezervirani vrhovi izdanaka razli~itih genotipova autohtonih {jiva (Crvena
Ranka, Po`ega~a, Sitnica, Moravka, Belo{ljiva), d`anarike, podloge za tre{nju Gisela 5, sorte jagode Clery,
borovnice Toro i mongolske borovnice (Amelanchier alnifolia) koji su gajeni u uslovima kulture in vitro. 

Dosada{nji rezultati postignuti u ovim istra`ivanjima predstavljaju zna~ajan doprinos uspostavljanju
optimizirane tehnologije dugotrajnog ~uvanja biljnog materijala primenom razli~itih tehnika krioprezervaci-
je. Ovaj pregled istra`ivanja daje dobru osnovu za dalju optimizaciju protokola koje }e biti mogu}e direkt-
no primeniti u budu}i program uspostavljanja in vitro banke gena (germplazme) vo}nih biljnih vrsta koje se
gaje u Srbiji.

Klju~ne re~i: inkapsulacija-dehidracija, vitrifikacija, „droplet“ vitrifikacija, „V cryo-plate“ metoda, „D
cryo-plate“ metoda
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Uvod 

Napredak postignut u biljnoj biotehnologiji, naro~ito u
oblasti primene tehnika kulture tkiva in vitro i moleku-
larne biologije, omogu}io je kontinualnu proizvodnju
biljnog materijala, selekciju elitnih primeraka, elimi-
naciju patogena i sistemskih infekcija, kolekcionisan-
je, kao i kratkotrajno (short-term), srednje dugo (me-
dium-term) i dugotrajno (long-term) ~uvanje biljnih
geneti~kih resursa (Cruz-Cruz et al., 2013). O~uvanje
biljnog biodiverziteta je tako|e veoma zna~ajno sa sta-
novi{ta odr`ivog kori{}enja biolo{kih resursa, ali i za
klasi~ne i moderne programe oplemenjivanja. Nove
tehnike ~uvanja biljnog materijala bazirane na prime-
ni biotehnologije, uklju~uju}i razli~ite in vitro tehnike,
predstavljaju komplementarni pristup konvencional-
nim ex situ metodama ~uvanja i obezbe|uju dodatnu
sigurnost za tako uspostavljene kolekcije biljnih vrsta. 

Po~ev od osnivanja, u Laboratoriji za kulturu tki-
va Instituta za vo}arstvo, ^a~ak uspe{no su kori{}ene
neke od in vitro metoda u cilju uspostavljanja in vitro
kolekcije namenjene kratkom i srednje dugom ~uvanju
germplazme vo}aka („slow growth storage“). Ove teh-
nike se baziraju na redukciji metaboli~ke aktivnosti in
vitro kultura kroz modifikovanje sastava hranljive
podloge i/ili uslova za gajenje in vitro izdanaka (Lam-
bardi & Ozudogru, 2013), {to omogu}ava produ`enje
intervala izme|u uzastopnih transplantacija kultura,
odnosno produ`ava trajanje jedne subkulture. Tehnika
~uvanja na hladnom (+5 °C, u uslovima potpunog
mraka) tzv. „cold storage“ je uspe{no primenjena kod
vegetativnih podloga za tre{nju i vi{nju Gisela 5
(Prunus cearsus × P. canescens) i Tabel Edabriz (P.
cearsus) (Ru`i} & Cerovi}, 1999; Ru`i} et al., 2015a),
autohtonih sorti {ljiva (P. domestica) Po`ega~a, Sitni-
ca i Crvena ranka (Ru`i} & Cerovi}, 1990; Ru`i} et
al., 2012a; Vujovi} et al., 2020a), generativne podloge
za {ljivu d`anarika (Prunus cerasifera Ehrh.) (Ru`i} et
al., 2015b) i jabuke (Malus × domestica Borkh.) (Ru-
`i} et al., 2016). Tako|e, ispitivana je imogu}nost ~u-
vanja inkapsuliranih vrhova izdanaka („synthetic se-
ed“ ‡ tehnologija „sinteti~kih“ semena) na hladnom
kod predstavnika roda Rubus sa posebnim osvrtom na
o~uvanje kapaciteta za multiplikaciju i o`iljavanje po-
sle procesa konzervacije (Ru`i} et al., 2011).

Tokom poslednjih nekoliko decenija, kriopre-
zervacija, tj. ~uvanje biljnog materijala na ultra niskim

temperaturama [te~ni azot (LN), -196 °C], je postala
veoma zna~ajna metoda za dugotrajno ~uvanje ger-
mplazme biljaka na malom prostoru, uz minimalne
zahteve za odr`avanje i zna~ajno sni`ene rizike u od-
nosu na konzervaciju biljnih kolekcija u poljskim
uslovima. Ova metoda omogu}ava teoretski neograni-
~eo dugo ~uvanje biljnog materijala jer obezbe|uje za-
ustavljanje }elijskih deoba, supresiju svih metaboli~-
kih aktivnosti u }elijama (Engelmann, 2011), a time i
o~uvanje geneti~kog integriteta ovako konzerviranih
genotipova (Wang et al., 2021a). Trenutno, kriopre-
zervacija je jedina sigurna i isplativa opcija za dugo-
trajno ~uvanje razli~itih biljnih vrsta, uklju~uju}i vrste
koje proizvode rekalcitrantno seme, vrste koje se
isklju~ivo razmno`avaju vegetativnim putem, retke i
ugro`ene biljne vrste, kao i njihove biotehnolo{ke pro-
dukte (Engelmann, 2004). Me|utim, {iroka primena
krioprezervacije za dugo ~uvanje biljaka podrazumeva
dostupnost efikasnih i reproducibilnih protokola koji
se mogu primeniti na razli~ite biljne vrste (Panis &
Lambardi, 2005). Kori{}enje novih tehnika koje se ba-
ziraju na fenomenu vitrifikacije, kao {to su tehnike vi-
trifikacije, inkapsulacije dehidracije, inkapsulacije vi-
trifikacije, „droplet“ vitrifikacije, „V cryo-plate“ i „D
cryo-plate“je pro{irilo primenu krioprezervacije na ve-
liki broj biljnih vrsta (Engelmann, 2004; Sakai & En-
gelmann, 2007), uklju~uju}i i razli~ite vrste vo}aka
(Benelli et al., 2013). Vitrifikacija se bazira na uklan-
janju vode iz biljnog tkiva fizi~kom (desikacija) ili he-
mijskom dehidratacijom, koja je pra}ena brzim zamr-
zavanjem biljnog materijala u te~nom azotu (Kaviani
Livani, 2011). Hemijska dehidracija podrazumeva
upotrebu hemijskih supstanci ‡ krioprotektanata, koji
pove}avaju stabilnost }elijske membrane i viskozitet
citoplazme biljne }elije (Tanaka et al., 2018). Tokom
brzog hla|enja, direktnim uranjanjem u te~ni azot, ovi
visoko koncentrovani rastvori krioprotektanata prelaze
u stanje metastabilnog, amorfnog stakla ~ime se izbe-
gava stvaranje letalnih kristala leda koji o{te}uju }elij-
sku membranu. Izuzetno velika viskoznost }elijskog i
me|u}elijskog sadr`aja zaustavlja sve hemijske reak-
cije zbog nemogu}nosti molekulske difuzije {to obez-
be|uje uspostavljanje dugotrajne metaboli~ke inaktiv-
nosti i stabilnosti (Burke, 1986). 

U proteklom periodu, grupa za kulturu tkiva u
okviru Instituta je inicirala i istra`ivanja koja se odno-
se na primenu razli~itih in vitro tehnika krioprezerva-
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cije (inkapsulacija dehidracija, vitrifikacija, „droplet“
vitrifikacija, „V cryo-plate“ i „D cryo-plate“) za dugo-
trajno ~uvanje razli~itih vrsta kontinentalnih vo}aka
(Vujovi} et al., 2015a). COST 863 akcija (Euroberry
Research: from Genomics to Sustainable Production,
Quality & Health) i naro~ito COST 871 (Cryopreserv-
ation of Crop Species in Europe) su u tom smislu ima-
le presudan zna~aj i omogu}ile saradnju sa institucija-
ma i istra`iva~ima koji su svetski priznati eksperti u
ovoj oblasti. Rezultat ovih saradnji su bile dve Short
Term Scientific Missions ‡ STSM „The application
and the elaboration of the protocol for encapsulation-
dehydration, vitrification and droplet vitrification tec-
hniques in raspberry (Rubus idaeus L.)“ i „Cryopre-
servation of autochthonous plum genotypes (P. insiti-
tia L. and P. cerasifera Ehrh.) using encapsulation-
dehydration and droplet vitrification techniques“ i pro-
jekti bilateralne saradnje sa Francuskom i Hrvatskom.
Tako|e, kroz realizaciju projekta „Conservation and
Plum pox virus eradication from Serbian autochthono-
us plum genotypes using cryo techniques ‡
CryoPlum“ finansiranog sredstvima Fonda za nauku
RS (Promis poziv) u poslednje dve godine se intenziv-
no radilo na optimizaciji protokola za krioprezervaci-
ju 8 autohtonih genotipova {ljive i ispitivanju mogu}-
nosti eliminacije virusa {arke primenom krioterapije.

Primena in vitro tehnika kriprezervacije u
konzervaciji vo}aka

Inkapsulacija-dehidracija

Tehnika inkapsulacije-dehidracije je razvijena 90-tih
godina pro{log veka od strane Dereuddre et al. (1990)
i koristila se za krioprezervaciju vrhova in vitro izda-
naka i somatskih embriona. Sama metoda se zasniva
na tehnologiji proizvodnje „sinteti~kih“ semena, tj. in-
kapsulaciji eksplantata u kalcijum alginatnim perlica-
ma (Gonzales-Arnao & Engelmann, 2006). Inkapsula-
cija omogu}ava da vrhovi in vitro izdanaka, bez opa-
snosti od zna~ajnog o{te}enja ili letalnog efekta, mogu
biti podvrgnuti drasti~nim tretmanima dehidracije pre
samog procesa krioprezervacije. Dehidracija naj~e{}e
uklju~uje prekulturu inkapsuliranih eksplantata u te~-
noj hranljivoj podlozi koja sadr`i visoke koncentracije
saharoze (u trajanju od jednog do sedam dana), nakon
~ega sledi delimi~na desikacija u struji sterilnog va-

zduha laminarne komore ili u zatvorenim kontejneri-
ma na silika gelu. Cilj je sni`avanje sadr`aja slobodne
vode u tkivima do oko 20% (u odnosu na sve`u masu
eksplantata) ~ime se posti`e da ostatak }elijskog sadr-
`aja vitrifikuje tokom brzog zale|avanja u LN i time
izbegne formiranje letalnih kristala leda. Ova metoda
je, do sada, sa uspehom primenjena u krioprezervaciji
vrhova in vitro izdanaka velikog broja biljnih vrsta
tropske i umereno-kontinentalne klimatske zone, kao i
}elijskih suspenzija i somatskih embriona (Gonzales-
Arnao & Engelmann, 2006; Engelmann et al., 2008).

U Institutu za vo}arstvo, ova tehnika je je uspe-
{no primenjena kod generativne podloge za {ljivu d`a-
narika (Ru`i} et al., 2012b; 2013a; 2015b) i kupine
^a~anska bestrna (Rubus L. subgenus Rubus Wotson)
(Ru`i} et al., 2012c; 2013), a izdanci regenerisani iz
krioprezerviranih eksplantata oba genotipa su imali
normalnu morfologiju karakteristi~nu za genotip i
uspe{no su multiplicirani u tri uzastopne supkulture
(Sl. 1). Kao po~etni eksplantati kori{}eni su vrhovi in
vitro izdanaka veli~ine 2‡3 mm, bez listova, inkapsu-
lirani u 3, 5 i 10% Na-alginatu rastvorenom u te~noj
MS hranljivoj podlozi bez CaCl2 (pH 5,7). Polimeriza-
cija je vr{ena u te~noj MS hranljivoj podlozi koja je
sadr`avala 100 mM CaCl2 i 0,06 M saharozu. Alginat-
ne perlice sa eksplantatima su pretretirane u te~noj MS
hranljivoj podlozi bez hormona sa 0,75 M i 1 M saha-
rozom, 24 sata, a desikacija je vr{ena 4 h (procenat
vlage ~29%) i 8 h (procenat vlage ~20%) na silika ge-
lu, u klimatizovanoj prostoriji za gajenje biljaka. U
eksperimentima je ispitano ukupno 12 kombinaci-
ja/tretmana za svaki genotip. Posle ~uvanja u LN per-
lice su direktno postavljane na hranljivi medijum za
multiplikaciju, gajene prvih 7 dana u mraku, a potom
u uslovima standardnog fotoperioda (16 h svetlost/8 h
mrak). Pra}eni su slede}i parametri: procenat regene-
racije, odnosno udeo eksplantata koji je formirao vija-
bilne izdanke posle probijanja alginatne perlice i pro-
se~an broj regeneranata po inicijalnom eksplantatu.
Kod generativne podloge za {ljivu d`anariku regenera-
cija izdanaka je postignuta kod 5 kombinacija/tretma-
na, a najve}i procenat ponovnog rastenja (60%) je do-
bijen kod vrhova inkapsuliranih u 3% i 5% alginatu
(Sl. 2) u kombinaciji sa 8 sati desikacije i pretretma-
nom u 0,75 M saharozi (Ru`i} et al., 2012b; 2015b).
Kod ovog genotipa visok procenat regeneracije (40%)
je uo~en i kod eksplantata inkapsuliranih u 3% alginat-
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nim perlicama kod kojih je vr{ena desikacija u trajanju
od 4 sata bez obzira na koncentraciju saharoze kori-
{}ene u pretretmanu. Postignuti procenti regeneracije
kod ovih vo}aka su bili ni`i u odnosu na rezultate do-
bijene kod drugih vrsta vo}aka, npr. Malus spp. (90%;
Zhao et al., 1999), Pyrus communis L. (80%; Dereud-
dre et al., 1990), ili sli~ni kao kod Ribes sp. (60%; Re-
ed & Yu, 1995). Sa druge strane, izdanci sorte kupine
^a~anska bestrna krioprezervirani u istim eksperimen-
talnim uslovima su pokazali znatno manji kapacitet za
ponovno rastenje posle otapanja iz LN (regeneracija
dobijena kod tri kombinacije tretmana), a procenat re-
generacije se kretao od 5,6% do 16,7% (Ru`i} et al.,
2012c; 2013a). Najve}e ponovno rastenje kod ovog
genotipa je zabele`eno kod vrhova izdanaka inkapsu-
liranih u 5% alginatu u kombinaciji sa 8 sati desikaci-
je i pretretmanom sa 1 M saharozom. Jedan od razlo-
ga dobijanja niske stope regeneracije iz vrhova izdana-
ka odabranih genotipova mo`e biti taj {to su kao po-
~etni biljni materijal kori{}eni eksplantati koji su izo-
lovani sa izdanaka gajenih u standardim in vitro uslo-
vima. Neki raniji rezultati ukazuju na neophodnost
prethodne pripreme/pretretmana mati~nih in vitro bi-
ljaka umereno-kontinentalnih vrsta kroz produ`enje
trajanja supkulture (70 dana; Zhao et al., 1999) ili akli-
maciju ‡ gajenje na niskim temperaturama (8 nedelja
na 0 °C; Dereuddre et al., 1990). Time se posti`e pre-
kondicioniranje samih po~etnog biljnog materijala i
pove}ava verovatno}a pre`ivljavanja tkiva pri izlaga-
nju ekstremno niskim temperaturama (Gonzales-Ar-
nao & Engelmann, 2006).

Vitrifikacija

Tehnika vitrifikacije podrazumeva dehidraciju }elija
ili vrhova in vitro izdanaka kori{}enjem visoko kon-
centrovanih (7 M do 8 M) rastvora krioprotektanata
tzv. vitrifikacionih rastvora (Plant Vitrification Soluti-
ons, PVS), {to prethodi direktnom uranjanju eksplan-
tata u LN. Vitrifikacioni rastvori obi~no predstavljaju
sme{u penetriraju}ih i nepenetriraju}ih krioprotekta-
nata (naj~e{}e kori{}eni su dimetilsulfoksid, etilen gli-
kol, glicerol i saharoza) koji treba da obezbede dovo-
ljnu dehidraciju eksplantata i za{titu od kristalizacije
preostalih molekula vode tokom zamrzavanja, a da se
pri tome izbegne njihov citotoksi~an efekat (Kim et
al., 2009a). Prema tome, klju~ni momenat u primeni

ove tehnike je kvantifikovanje dehidracione toleranci-
je biljnog materijala prema vitrifikacionom rastvoru
(Sakai & Engelmann, 2007). U krioprezervaciji biljnih
}elija i tkiva naj~e{}e se koriste vitrifikacioni rastvori
koji se baziraju na glicerolu i ozna~eni su kao PVS2
(Sakai et al., 1990) i PVS3 (Nishizawa et al., 1993).
PVS2 rastvor sadr`i 30% (w/v) glicerol, 15% (w/v)
etilen glikol, 15% (w/v) dimetilsulfoksid i 13,7% sa-
harozu, dok PVS3 rastvor uklju~uje samo 50% glice-
rol i 50% saharozu. Kim et al. (2009a) su, me|utim,
razvili i ~itav niz alternativnih vitrifikacionih rastvora
koji predstavljaju ili modifikacije PVS2 rastvora u ko-
jima je pove}ana koncentracija glicerola i saharoze
i/ili smanjena koncentracija dimetilsulfoksida i etilen
glikola, ili modifikacije PVS3 rastvora sa smanjenim
koncentracijama glicerola i saharoze. Pored izbora
adekvatnog sastava i du`ine tretmana vitrifikacionim
rastvorom, veoma zna~ajan korak u primeni ove meto-
de je i tzv. osmotska priprema (dehidracija) koja pod-
razumeva inkubiranje eksplantata u rastvorima koji sa-
dr`e zna~ajno ni`e koncentracije krioprotektanata ne-
go PVSs rastvori („loading solutions“ ‡ LS rastvori).
Iako mehanizam delovanja LSs nije poznat (Takagi,
2000), ovaj tretman mo`e zna~ajno pove}ati pre`ivlja-
vanje krioprezerviranih eksplantata jer redukuje citi-
oksi~nost koja bi mogla biti indukovana direktnim iz-
laganjem tkiva visoko koncentrovanim PVSs. Naj~e-
{}e se osmotska dehidracija vr{i u rastvoru 2 M glice-
rola i 0.4 M saharoze (20‡60 min) (Nishizawa et al.,
1993; Matsumoto et al., 1994), ali postoji i ~itav niz al-
ternativnih LS rastvora koji su testirani na velikom
broju divergentnih biljnih vrsta (Kim et al,, 2009b). 

Primenom tehnike vitrifikacije u Institutu za vo-
}arstvo su uspe{no krioprezervirane vegetativna pod-
loga za tre{nju Gisela 5 (Ru`i} et al., 2014) i sorta ja-
buke Gala Must (Vujovi} et al., 2021a). Kao po~etni
eksplantati su kori{}eni vrhovi izdanaka veli~ine 2‡3
mm, bez listova. U cilju pove}anja pre`ivljavanja i re-
generacije nakon otapanja iz te~nog azota, eksplantati
su odmah posle izolacije pretretirani sa te~nim MS
medijumom sa progresivno rastu}om koncentracijom
saharoze (0,3 M saharoza 15 h, a zatim 0,7 M saharo-
za 5 h), u mraku na 23 °C. Osmotska priprema, u tra-
janju 20 min na sobnoj temperaturi, vr{ena je sa te~-
nom MS medijumom bez hormona sa 2 M glicerolom
i 0,4 M saharozom. Dehidracija vrhova in vitro izda-
naka je vr{ena na ledu sa 100% PVS2 i 90% PVS2 ras-
tvorom ‡ PVS A3 (37,5% glicerol, 22,5% saharoza,
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15% etilen glikol, 15% dimetilsulfoksid; Kim et al.,
2006a) u trajanju 30‡50 min. Po zavr{enoj dehidraci-
ji, eksplantati su sme{teni u kriotube napunjene odgo-
varaju}im vitrifikacionim rastvorom i potapane u LN.
Osmotska rehidracija („unloading“) je vr{ena sa te~-
nim MS medijumom bez hormona sa 1,2 M saharo-
zom (15 min na sobnoj temperaturi). Procenat regene-
racije vrhova izdanaka koji su osmotski dehidrirani sa
PVS2 rastvorom se kretao u intervalu 8‡17% kod ve-
getativne podloge Gisela 5 i 20‡40% kod jabuke Gala
Must. Najve}a vrednost kod oba genotipa postignuta
je posle dehidracije u trajanju od 50 min. Prilikom pri-
mene PVS A3 za osmotsku dehidrataciju vrhova izda-
naka do{lo je do zna~ajno ve}e regeneracije izdanaka
koja se kretala od 39% do 56% (30-minutni tretman)
kod podloge Gisela 5 (Sl. 3) i od 15% do 75% (50-mi-
nutni tretman) kod sorte jabuke Gala Must (Sl. 4). Na
osnovu dobijenih rezultata mo`e se zaklju~iti da se
PVS A3-bazirana vitrifikacija mo`e preporu~iti za du-
gotrajno ~uvanje ispitanih genotipova u LN. Prema
Kim et al. (2009a) varijante PVS2 rastvora u kojima je
koncentracija glicerola i saharoze pove}ana su pogod-
ne za eksplantate koji su srednje veli~ine, umereno
osetljivi na osmotski stres i tolerantni na hemijsku tok-
si~nost krioprotektanata.

Suprotno ovim rezultatima, autohtone sorte {ljive
su pokazale visoku senzitivnost prema PVS2 vitrifika-
cionom rastvoru. Do sada, primenom ove tehnike kod
genotipova Sitnica, Crvena ranka kao i kod d`anarike
nije se postignuta zadovoljavaju}a regeneracija iz eks-
plantata tehnikom vitrifikacije bez obzira na du`inu
dehidracije (neobjavljeni rezultati).

„Droplet“ vitrifikacija

Ova metoda predstavlja kombinaciju tehnike zale|a-
vanja u kapljici te~nosti („droplet-freezing“; Kartha et
al., 1982) i klasi~ne vitrifikacije. Osnovna prednost u
odnosu na proceduru klasi~ne vitrifikacije ogleda se u
mogu}nosti postizanja veoma velike brzine zamrza-
vanja/odmrzavanja zahvaljuju}i veoma maloj zapre-
mini (kapljici) rastvora krioprotektanata u kome se na-
laze eksplantati (Sakai & Engelmann, 2007; Panis,
2019). Metoda je, prvi put primenjena kod vrhova iz-
danaka slatkog krompira [Ipomoea batatas (L.) Lam.]
i bila je bazirana na PVS2 vitrifikaciji (Pennycooke &
Towill, 2000). Panis et al. (2005) su kasnije izvr{ili

optimizaciju ove metode i sa uspehom je primenili kod
banane. Prose~ni procenat regeneracije koji je postig-
nut kod 56 genotipova iz 8 genomskih grupa Musa
spp. i jedne grupe Ensete spp. iznosio je 52,9%. Sa iz-
uzetkom nekih diploidnih genotipova vrste M. acumi-
nata, kapacitet za regeneraciju je bio relativno nezavi-
stan od genotipa. U protokolu za ovu metodu eksplanta-
ti, koji su prethodno povrgnuti osmotskom pretretmanu
u LS rastvoru i dehidraciji u PVS rastvoru, se postavlja-
ju u kaplicu PVS rastvora (15 μl) nanetog na alumini-
jumsku foliju (pribli`ne dimenzije 5 × 20 mm) i trenut-
no uranjaju u LN. Detaljna procedura „droplet“ vitrifi-
kacije je opisana od strane Wang et al. (2021a). Visoke
brzine zamrzavanja/odmrzavanja (oko 130 °C s-1) eks-
plantata se posti`u zahvaljuju}i dobroj termalnoj provo-
dljivosti aluminijuma i direktnom kontaktu izme|u
eksplantata i LN tokom zamrzavanja, odnosno izme|u
eksplantata i rastvora za osmotsku rehidraciju tokom
odmrzavanja eksplantata (Panis et al., 2005). Druge
prednosti ove metode su: minimizirana mogu}nost po-
vrede eksplantata koji su sme{teni na aluminijumsku
foliju tokom manipulacije, redukovanje vremena po-
trebnog za dehidraciju sa PVSs, lako postizanje vitri-
fikovanog stanja tokom zamrzavanja i izbegavanje de-
vitrifikacije tokom odmrzavanja (Kaviani & Kulus,
2022). Sa druge strane, jedan od najve}ih nedostataka
ove metode je to {to zahteva anga`ovanje veoma obu-
~enog tehni~kog kadra i vrlo preciznu kontrolu vreme-
na izlaganja PVSs. Me|utim, bez obzira na nedostat-
ke, „droplet“ vitrifikacija je jedna od naj{ire kori{}e-
nih metoda za konzervaciju biljne germplazme u krio-
bankama (Sakai & Engelmann, 2007; Panis, 2019;
Wang et al., 2021a).

Uspostavljanje efikasnih protokola za „droplet“
vitrifikaciju kontinentalnih vrsta vo}aka u Institutu za
vo}arstvo postignuto je variranjem vrste vitrifikacio-
nih rastvora (PVS2, PVS A3 i PVS3), du`ine i tempe-
rature dehidracije kao i du`ine osmotske rehidracije
posle otapanja eksplantata iz LN. Inicijalna istra`iva-
nja su zapo~eta u okviru STSM koja je sprovedena u
Institutu IRD Montpellier, Francuska, i ponovljena su
u Institutu za vo}arstvo u cilju me|ulaboratorijskog
potvr|ivanja i ispitivanja reproducibilnosti primenje-
nih protokola krioprezervacije (Vujovi} et al., 2011;
2012). Kao model biljke kori{}ene su kupina ^a~an-
ska bestrna i generativna podloga za {ljivu d`anarika.
U fazi osmotske pripreme eksplantati su tretirani 30
min modifikovanim LS rastvorom koji je sadr`avao
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1,9 M glicerol i 0,5 M saharozu (Kim et al., 2009b).
Dehidracija eksplantata je vr{ena na sobnoj temperatu-
ri PVS A3 rastvorom (10‡30 min) i PVS3 rastvorom
(90‡120 min), a osmotska rehidracija u rastvoru 0,8 M
saharoze (30 min na sobnoj temperaturi). Dobijeni re-
zultati su pokazali da se PVS3 bazirana dehidracija
mo`e sa visokom efikasno{}u koristiti kod kupine
‘^a~anska Bestrna’, a postignuti procenti regeneracije
su se kretali od 45.8% (120 min tretman) do 70% (60
min tretman). Dehidracija PVS A3 rastvorom je dove-
la do zna~ajno ni`eg procenta regeneracije koji su se
kretali od 5% (10 min tretman) do 30% (30 min tret-
man). Vrhovi in vitro izdanaka d`anarike su ispoljili
visoku senzitivnost preme oba tipa vitrifikacionih ras-
tvora i postignuti procenti regeneracije su se kretali u
intervalu 5‡20% pri ~emu ni vrsta vitrifikacionog ras-
tvora ni du`ina tretmana nisu imali zna~ajan uticaj na
regeneraciju. 

Dalja optimizacija protokola za „droplet“ vitrifi-
kaciju kod sorte kupine ^a~anska bestrna (Vujovi} et
al., 2015b) je uklju~ivala: a) skra}ivanje vremena de-
hidracije (40‡60 min) na sobnoj temperaturi sa PVS3
rastvorom; b) promenu temperature (na ledu, umesto
na sobnoj temperaturi) i du`ine trajanja dehidracije
(20‡40 min) sa PVS A3 rastvorom. Skra}ivanjem vre-
mena dehidracije (40 min.) sa PVS3 rastvorom postig-
nuto je pove}anje procenta regeneracije na 90,0% (Sl.
5). Sa druge strane, promenom temperature na kojoj je
vr{ena dehidracija sa PVS A3 rastvorom postignuto je
tako|e zna~ajno pove}anje procenta regeneracije krio-
prezerviranih eksplantata (61,8%), za tretman u tra-
janju od 40 min. Kod generativne podloge za {ljivu
d`anarika modifikacija protokola za „droplet“ vitrifi-
kaciju uklju~ivala je produ`enje trajanja dehidracije sa
PVS A3 rastvorom (30‡50 min), kao i produ`enje tra-
janja faze osmotske rehidracije sa 30 na 60 min (neo-
bjavljeni rezultati). Iako su navedene modifikacije
protokola kod ovog genotipa uticale na neznatno po-
ve}anje procenta regeneracije (20,0‡28,2%; Sl. 6) u
odnosu na prethodno postignute rezultate, eksplantati
su znatno ranije pokazivali prve znake ponovnog ras-
tenja, a regenerisani izdanci su se odlikovali br`im ras-
tenjem i sna`nijim habitusom.

Optimizirani protokoli za droplet vitrifikaciju ku-
pine ^a~anska bestrna (PVS3 i PVS A3 bazirana dehi-
dracija) poslu`ili su kao osnova ispitivanje uticaja du-
`ine izlaganja eksplantata te~nom azotu na regenera-
tivnu sposobnost eksplantata (Vujovi} et al., 2017a).

Du`ina ~uvanja nije imala zna~ajan uticaj na procenat
pre`ivljavanja i regeneracije eksplantata dehidriranih
sa oba vitrifikaciona rastvora. Regeneracija eksplanta-
ta koji su dehidrirani sa PVS3 rastvorom kretala se u
intervalu 80‡90%. Dehidratacija sa PVS A3 je dovela
do ni`eg procenta regeneracije eksplantata koji se nisu
statisti~ki zna~ajno varirali (55‡65%). Daljim pra}e-
njem kapaciteta regenerisanih izdanaka posle kriopre-
zervacije za onovnu multiplikaciju i o`iljavanje u kul-
turi in vitro u pore|enju sa kontrolnim izdancima utvr-
|eno je da izdanci dobijeni posle krioprezervacije za-
dr`avaju kapacitet za multiplikaciju i o`iljavanje. Na
taj na~in se obezbe|uje dugotrajno ~uvanje klonski in-
denti~nog biljnog materijala.

U istra`ivanjima Ru`i} et al. (2013b) postignuti
su zadovoljavaju}i procenati regeneracije iz eksplanta-
ta vegetativne podloge Gisela 5 dehidriranih na sobnoj
temperaturi sa PVS A3 rastvorom (30‡50 min), a koji
su se kretali u intervalu od 19,1% do 38,2% (40 min
tretman; Sl. 7). Pod istim eksperimentalnim uslovima
PVS 3 rastvor (60‡120 min dehidratacije) se pokazao
podjednako efikasnim za krioprezervaciju ovog geno-
tipa, ~ijom primenom su postignuti procenti regenera-
cije iz inicijalnih eksplantata koji su se kretali u interv-
alu od 26,1% do 40% (60 min tretman). Kod sorte ja-
buke Gala Must (Vujovi} et al., 2020b) izvr{eno je is-
pitivanje uticaja temperature na kojoj se vr{i dehidra-
cija PVS A3 rastvorom pri istim trajanjima tretmana
dehidracije (30‡50 min), kao i uticaja du`ine dehidra-
cije sa PVS3 rastvorom (40‡120 min). Dehidracija
PVS A3 rastvorom na 0 °C dovela je do statisti~ki zna-
~ajnog pove}anja procenta regeneracije ovog genotipa
koji se kretao od 45% do 70% (30 min tretman; Sl. 8)
u pore|enju sa rezultatima postignutim na sobnoj tem-
peraturi (0‡14,5%). Sa druge strane, dehidratacija
PVS3 rastvorom u intervalu 40‡60 min nije imala zna-
~ajan efekat na regeneraciju krioprezerviranih vrhova
izdanaka (45‡50%). Dalje produ`enje trajanja dehi-
dratacije (90‡120 min) dovelo je do zna~ajnog pada u
regenerativnom kapacitetu (12.1‡5%). Navedeni re-
zultati jasno ukazuju da se PVS A3-bazirana vitrifika-
cija mo`e preporu~iti kao dobra tehnika za dugotrajno
~uvanje ispitanih genotipova krioprezervacijom.

Suprotno ovim rezultatima, autohtone {ljive Cr-
vena ranka, Sitnica i Po`ega~a su pokazale znatno ni-
`e kapacitete za regeneraciju primenom tehnike „dro-
plet“ vitrifikacije bez obzira na {irok opseg du`ine tra-
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janja dehidracije sa PVS A3 (10‡50 min) i sa PVS3
rastvorom (40‡120 min) (Vujovi} et al., 2015c). Naj-
ve}i procenti regeneracije postignuti su PVS A3 tret-
manom u trajanju od 30 min kod genotipova Crvena
ranka (34,6%; Sl. 9) i Po`ega~a (15%) i PVS tretma-
nom u trajanju od 90 min kod genotipa Sitnica (18%).
Dobijeni rezultati su ukazali da su kod ovih genotipo-
va neophodne dodatne modifikacije protokola kako bi
se postiglo pove}anje procenata regeneracije. Ove mo-
difikacije bi bilo mogu}e direktno primeniti u budu}i
program uspostavljanja in vitro banke gena autohtonih
genotipova vo}aka na{e zemlje.

„V cryo-plate“ i „D cryo-plate“ metode 

Rutinska implementacija tehnika krioprezervacije u
bilo koji program konzervacije biljnih geneti~kih re-
sursa je suo~ena sa problemima kao {to su: preterana
ili nedovoljna dehidracija eksplantata, o{te}enje i gu-
bitak materijala, kao i manipulativne pote{ko}e tokom
izvo|enja procedure (Yamamoto et al., 2011). Nedav-
no su u National Institute of Agrobiological Sciences
(NIAS) Genebank (Tsukuba, Japan) razvijene nove
metode krioprezervacije u kojima se vrhovi izdanaka,
pri~vr{}eni Na-alginatom na povr{ini aluminijumskih
plo~ica, dehidrati{u hemijski razli~itim vitrifikacionim
rastvorima ‡ „V cryo-plate“ metoda (Yamamoto et al.,
2011), ili fizi~ki putem vazdu{ne desikacije ‡ „D
cryoplate“ (Niino et al., 2013). Preciznije re~eno, „V
cryo-plate“ metoda predstavlja kombinaciju inkapsu-
lacije-vitrifikacije i „droplet“ vitrifikacije, a „D cryo-
plate“ kombinuje inkapsulaciju u alginatu i vazdu{no
su{enje inkapsuliranih eksplantata. Obe tehnike za kri-
oprezervaciju su veoma prakti~ne, efikasne i obezbe-
|uju prevazila`enje problema vezanih za primenu dru-
gih tehnika (Yamamoto et al., 2011). Tako|e, ove teh-
nike obezbe|uju postizanje veoma visokih brzina zale-
|avanja i odle|avanja eksplantata zbog visoke termi~-
ke konduktivnosti aluminijuma. Dve osnovne predno-
sti ovih tehnika su laka manipulacija eksplantata i po-
stizanje visokih procenata regeneracije posle kriopre-
zervacije (Niino et al., 2013). Me|utim, vreme izla-
ganja eksplantata vitrifikacionim rastvorima u „V
cryo-plate“ protokolu mora biti znatno du`e u pore-
|enju sa „droplet“ vitrifikacijom po{to su eksplantati
inkapsulirani u alginatu (Matsumoto, 2017). Sa druge
strane, „D cryo-plate“ metoda dozvoljava kori{}enje

ve}ih eksplantata i manje je zahtevna od drugih tehni-
ka krioprezervacije u manipulativnom smislu, minimi-
zira rizike usled hemijskog stresa i pojavu geneti~ke
varijabilnosti koja mo`e biti indukovana tretiranjem
eksplantata visoko koncentrovanim rastvorima krio-
protektanata (Matsumoto, 2017; Wang et al., 2020b).
Iako su do sada ove dve metode sa uspehom primenje-
ne kod oko 30 („V cryo-plate“), odnosno 20 biljnih vr-
sta („D cryo-plate“), me|u njima se nalazi veoma ma-
li broj kultivisanih vrsta vo}aka (Wang et al., 2021b).
Tako je „V cryo-plate“ metoda kori{}ena za kriopre-
zervaciju kod Fragaria × ananassa (Yamamoto et al.,
2012) i Vitis sp. (Bettoni et al., 2019), a „D cryo-pla-
te“ metoda kod Vaccinium sp. (Dhungana et al., 2017).

Prvi poku{aj testiranja i razrade protokola za in
vitro konzervaciju predstavnika roda Prunus u Institu-
tu za vo}arstvo primenom ovih novorazvijenih tehnika
za krioprezervaciju u~injen je u okviru bilateralne sa-
radnje sa Republikom Francuskom. Kao model biljke
kori{}ene su autohtona sorta {ljive Po`ega~a i genera-
tivna podloga d`anarika (Vujovi} et al., 2015d). U
eksperimentima je ispitan uticaj vrste rastvora za
osmotsku pripremu eksplantata (2 M glicerol + 0,4 M
saharoza ili 1,9 M glicerol + 0,5 M saharoza) na uspe-
{nost regeneracije eksplantata dehidriranih da PVS A3
vitrifikacionim rastvorom 30 min na sobnoj tempera-
turi („V cryo-plate“). U protokolu za „D cryo-plate“
metodu varirana je du`ina desikacije (2, 2,5 i 3 h) u
struji vazduha laminarne komore ili u na silika gelu u
zatvorenim kontejnerima. Primenom „V cryo-plate“
metode postignuti procenti regeneracije kod oba geno-
tipa su bili ve}i ukoliko su eksplantati osmotski dehi-
drirani sa 2 M glicerolom i 0,4 M saharozom (56,1% ‡
sorta Po`ega~a; 44,6% ‡ d`anarika) (Sl. 10). U „D
cryo-plate“ protokolima uspe{nost regeneracije se kre-
tala u intervalu 57,7‡77,5% kod d`anarike (Sl. 11) i
28,5‡47,5% kod Po`ega~e. Poseban zna~aj ovih istra-
`ivanja se ogleda i u ~injenici {to je izvr{ena validaci-
ja optimiziranih protokola za obe tehnike u razli~itim
laboratorijama, kroz utvr|ivanje reproduktivnosti i
uporedivosti rezultata dobijenih u laboratorijama Insti-
tuta za vo}arstvo u ^a~ku i Instituta IRD u Monpeljeu,
Francuska. Optimizirani protokoli (Vujovi} et al.,
2017b) su u{li u knjigu protokola ‘Manual of cryopre-
servation methods using cryo-plate. V and D cryo-pla-
te procedures as an effective protocol for cryobanks’
[Nino T., Matsumoto T., Yamamoto S-I., Maki S., Ta-
naka D, Engelmann F. (eds.)].
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Dalji eksperimenti na optimizaciji ovih protokola
su sprovedeni na genotipovima koji su u prethodnim is-
tra`ivanjima pokazali zadovoljavaju}i (vegetativna po-
dloga Gisela 5) (Vujovi} et al., 2020c) ali i veoma ni-
zak (sorta {ljive Crvena ranka) kapacitet za regeneraci-
ju nakon krioprezervacije kori{}enjem drugih metoda
(Vujovi} et al., 2021b). Vreme trajanja dehidratacije
odabrano je na osnovu rezultata prethodnih istra`iva-
nja, odnosno najve}ih postignutih procenata regenera-
cije tehnikom „droplet“ vitrifikacije: PVS A3 vitrifika-
cioni tretman ‡ 40 min za vegetativnu podlogu Gisela
5, 20 i 40 min za sortu {ljive Crvena ranka; PVS 3 tret-
man ‡ 60 min za oba genotipa. U protokolu za „V cryo-
plate“ tehniku procenat regeneracije kretao se u interv-
alu 85,0‡95,9% kod vegetativne podloge Gisela 5 (Sl.
12) i od 50,0‡66,7%, kod sorte {ljive Crvena ranka.
Primenom „D cryo-plate“ metode postignuti su ne{to
ni`i procenti regeneracije koji su se kretali 45,8‡66,7%
i 30,0‡40,9% (Sl. 13). Postignute vrednosti se prema li-
teraturnim podacima mogu tretirati kao visoko zado-
voljavaju}e ili zadovoljavaju}e za uspe{nu i efikasnu
krioprezervaciju (Wilms et al., 2020).

Uzimaju}i u obzir ~injenicu da su autohtoni geno-
tipovi {ljive, nemerljive geneti~ke i kulturne vrednosti,
ugro`eni i potisnuti novostvorenim i komercijalno
zna~ajnim sortama i na taj na~in izlo`eni laganom i ne-
povratnom nestanku, veoma je bitno razviti strategiju
njihovog dugoro~nog o~uvanja i odr`ivog kori{}enja.
Stoga je osnovna ideja CrioPlum projekta bila da se
razviju i optimizuju protokoli za konzervaciju najzna-
~ajnijih autohtonih genotipova {ljive (Belo{ljiva, Cr-
vena ranka, Crno{ljiva, Cerova~ki piskavac, Draga-
~evka, Moravka, Po`ega~a, Sitnica i Trnova~a) prime-
nom „V cryo-plate“ i „D cryo-plate“ metoda, ali i da
se ispita mogu}nost eliminisanja (eradikacije) virusa
{arke (PPV virus) iz inficiranog polaznog materijala
primenom krioterapije. Na osnovu dobijenih rezultata
(neobjavljeni rezultati) moglo se zaklju~iti da je rege-
nerativni kapacitet krioprezerviranih vrhova izdanaka
zavisio od primenjene metode krioprezervacije, ali i da
je zavisio od genotipa. U „V cryo‡ plate“ protokolu
eksplantati dehidrirani sa PVS2 rastvorom imali su ni-
ske procente regeneracije (ni`e od 20%) kod ve}ine
genotipova. Procenti regeneracije izme|u 20% i 30%
postignuti su jedino kod genotipova Belo{ljiva, Sitni-
ca, Po`ega~a, Moravka i Cerova~ki piskavac. PVS A3
bazirana dehidracija je dovela do zna~ajnog pove}an-
ja kapaciteta za regeneraciju genotipa Moravka (preko

60%; Sl. 14). Procenti regeneracije jednaki ili ve}i od
30% zabele`eni su i kod genotipova Belo{ljiva, Po`e-
ga~a i Crno{ljiva, dok je kod ostalih genotipova rege-
neracija iznosila ispod 20%. Tretman PVS3 rastvorom
doveo je do pove}ane regenerativne sposobnosti krio-
prezerviranih vrhova izdanaka genotipova Sitnica, Cr-
no{ljiva i Moravka (prose~no izme|u 40% i 50%).
Kod genotipova Belo{ljiva i Cerova~ki piskavac uspe-
{nost krioprezervacije iznosila je izme|u 20% i 30%,
dok je kod svih ostalih bila manja od 20%. Uzimaju}i
u obzir uspeh regeneracije primenom „D cryo-plate“
metode, sve analizirane {ljive su se mogle svrstati u
jednu od 3 grupe: i) genotipovi kod kojih je postignu-
ta zadovoljavaju}a regeneracija (iznad 40%) u bar jed-
nom desikacionom tretmanu (Belo{ljiva, Sitnica i Po-
`ega~a) (Sl. 15); ii) genotipovi koji su pokazali nisku
(ispod 30%) regenerativnu sposobnost (Crno{ljiva,
Moravka i Cerova~ki piskavac) i; iii) genotipove kod
kojih nije bilo mogu}e regenerisati izdanke iz kriopre-
zerviranih eksplantata (Draga~evka i Trnova~a). Dalja
optimizacija protokola za ove dve tehnike krioprezerv-
acije je u toku, kao i evaluacija fitosanitarnog statusa
genotipova Belo{ljiva i Crvena ranka koji su kao PPV-
zara`eni uvedeni u proces krioprezervacije u cilju era-
dikacije virusa.

Za razliku od ko{ti~avih, jagodaste vrsta vo}aka
su pokazale znatno ve}i kapacitet regeneracije posle
krioprezervacije primenom „V cryo‡ plate“ i „D cryo-
plate“ tehnika (neobjavljeni rezultati). „V cryo‡ plate“
tehnika je, uz izvesnu modifikaciju osmotskog pretret-
mana (pove}anje koncentracije saharoze na 0,8 M u
kombinaciji sa 2 M glicerolom) i produ`enje trajanja
dehidracije virifikacionim rastvorima (PVS2, PVS A3
i PVS3) do 50 min na sobnoj temperaturi, sa uspehom
primenjena kod nekih jagodastih vrsta vo}aka. Najve-
}i procenti regeneracije vijabilnih izdanaka iz kriopre-
zerviranih eksplantata iznosili su iznad 80% kod sorte
borovnice Toro (PVS A3 dehidratacija), iznad 60%
kod sorte jagode Clery (PVS3 dehidratacija) i preoko
50% kod mongolske borovnice (Amelanchier alnifo-
lia) (PVS3 dehidratacija), dok je sorta maline Willa-
mette pokazala nizak kapacitet regeneracije (20%).
Kod istih genotipova „D cryo-plate“ metoda je bila ve-
oma uspe{na kod borovnice i jagode (iznad 80% rege-
neracije za 2,5 i 3 h desikacije; Sl. 16), ali se pokaza-
la kao manje efikasna ili potpuno neefikasna kod mon-
golske borovnice i maline.
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Sl. 1. Izdanci sorte kupine ^a~anska bestr-
na regenerisani posle kriprezervacije tehni-
kom inkapsulacija-dehidracija u prvoj sup-
kulturi posle regeneracije 
Fig. 1. Shoots of blackberry ‘^a~anska
Bestrna’ cryopreserved using encapsulati-
on-dehydration technique in the 1st subcul-
ture after regrowth

Sl. 7. Izdanci vegetativne podloge Gisela 5
regenerisani primenom tehnike „droplet“ vi-
trifikacija sa PVS A3
Fig. 7. Regrowth of vegetative rootstock ‘Gi-
sela5’ explants cryopreserved by PVS A3 ba-
sed droplet vitrification technique 

Sl. 8. Izdanci sorte jabuke Gala Must regeneri-
sani primenom tehnike „droplet“ vitrifikacija
sa PVS A3
Fig. 8. Regrowth of apple cultivar ‘Gala Must’
explants cryopreserved by PVS A3 based dro-
plet vitrification technique

Sl. 9. Izdanci authtone sorte {ljive Crvena
ranka regenerisani primenom tehnike „dro-
plet“ vitrifikacija sa PVS A3
Fig. 9. Regrowth of autochthonous plum ‘Cr-
vena Ranka’ explants cryopreserved by PVS
A3 based droplet vitrification technique

Sl. 4. Izdanci sorte jabuke Gala Must regeneri-
sani primenom tehnike vitrifikacije sa PVS A3
Fig. 4. Regrowth of apple cultivar ‘Gala
Must’ explants cryopreserved by vitrification
technique using PVS A3

Sl. 5. Izdanci kupine, sorta ^a~anska bestrna
regenerisani primenom tehnike „droplet“ vi-
trifikacija sa PVS3
Fig. 5. Regrowth of blackberry cultivar ‘^a-
~anska Bestrna’ explants cryopreserved by
PVS3 based droplet vitrification technique

Sl. 2. Izdanci d`anarike regenerisani prime-
nom tehnike enkapsulacija-dehidracija
Fig. 2. Regrowth of cherry plum explants
cryopreserved by encapsulation-dehydrati-
on technique

Sl. 3. Izdanci vegetativne podloge Gisela 5
regenerisani primenom tehnike vitrifikacije
sa PVS A3
Fig. 3. Regrowth of vegetative rootstock ‘Gi-
sela 5’ explants cryopreserved by vitrificati-
on technique using PVS A3

Sl. 6. Izdanci d`anarike regenerisani prime-
nom tehnike „droplet“ vitrifikacija sa PVS A3
Fig. 6. Regrowth of cherry plum explants
cryopreserved by PVS A3 based droplet vitri-
fication technique
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Sl. 10. Izdanci autohtone sorte {ljive Po`e-
ga~a regenerisani primenom tehnike „V
cryo-plate“ sa PVS A3
Fig. 10. Regrowth of autochthonous plum
‘Po{ega~a’ explants cryopreserved by PVS
A3 based V cryo-plate method

Sl. 16. Izdanci sorte jagode Clery regenerisa-
ni primenom tehnike „D cryo-plate“
Fig. 16. Regrowth of strawberry ‘Clery’ ex-
plants cryopreserved by D cryo-plate method

Sl. 13. Izdanci autohtone {ljive Crvena ranka
regenerisani primenom tehnike „D cryo-plate“
Fig. 13. Regrowth of autochthonous plum
‘Crvena Ranka’ explants cryopreserved by D
cryo-plate method

Sl. 14. Izdanci  autohtone sorte {ljive Morav-
ka regenerisani primenom tehnike „V cryo-
plate“ sa PVS3
Fig. 14. Regrowth of autochthonous plum
‘Moravka’ explants cryopreserved by PVS3
based V cryo-plate method

Sl. 11. Izdanci  d`anarike regenerisani pri-
menom tehnike „D cryo-plate“
Fig. 11. Regrowth of cherry plum explants
cryopreserved by D cryo-plate method

Sl. 12. Izdanci podloge Gisela 5 regenerisani
primenom tehnike „V cryo-plate“ sa PVS A3
Fig. 12. Regrowth of cherry rootstock ‘Gise-
la 5’ explants cryopreserved by PVS A3 ba-
sed V cryo-plate method

Sl. 15. Izdanci autohtone {ljive Belo{ljiva re-
generisani primenom tehnike „D cryo-plate“
Fig. 15. Regrowth of autochthonous plum
‘Belo{ljiva’ explants cryopreserved by D
cryo-plate method



Zaklju~ak

Rezultati primene tehnika krioprezervacije in vitro ko-
je se baziraju na fenomenu vitrifikacije u konzervaciji
razli~itih kontinentalnih vrsta vo}aka jasno ukazuju da
postoji genotipska specifi~nost regenerativnih kapaci-
teta razli~itih genotipova i to ne samo izme|u onih ko-
ji pripadaju razli~itim vrstama ve} i u okviru iste vrste
vo}aka. Ova genotipska specifi~nost se mo`e pripisati
razli~itoj dehidratacionoj toleranciji, kao i razli~itoj
osetljivosti na hemijski ili osmotski stres koji eksplan-
tati trpe tokom tretmana koji prethode samom procesu
potapanja u te~nom azotu. Dobijeni rezultati su u skla-
du sa zapa`anjima drugih istra`iva~a (Wilms et al.,
2020) koji su poku{ali da razviju protokole koji bi, uz
visoku efikasnost a bez zna~ajnih modifikacija, bili
primenjivi kod genotipova u okviru jedne vrste. Me|u-
tim, bez obzira na velika variranja u procentima rege-
neracije, kod ve}ine genotipova u na{im istra`ivanji-
ma je bilo mogu}e posti}i regeneraciju preko 40% pri-
menom bar jedne tehnike krioprezervacije ({to se mo-
`e smatrati uspe{nom regeneracijom). Dalja istra`i-
vanja je potrebno fokusirati na prekondicioniranje ma-
ti~nih in vitro biljaka (aklimacija) i/ili prekulturu izo-
lovanih eksplantata u cilju postizanja dehidratacione
tolerancije koja je neophodan preduslov za uspe{nu
krioprezervaciju koja se zasniva na fenomenu vitrifi-
kacije. Dosada{nji rezultati predstavljaju upravo dobru
osnovu za dalju optimizaciju protokola koje }e biti
mogu}e direktno implementirati u budu}i program us-
postavljanja in vitro banke germplazme vo}aka u na-
{oj zemlji.
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Abstract

Cryopreservation represents contemporary method for
long-term conservation of plant germplasm at ultra-
low temperature (liquid nitrogen, -196oC). Since
cryopreservation reduces cost and risks linked to ma-
nagement of field germplasm collections, it has beco-
me a complementary approach to conventional con-
servation methods. Program for application of this
strategy was also initiated within Department of Fruit
Physiology of FRI, ^a~ak more than a decade ago.
Most of the research has been focused on optimization
of the protocols for different vitrification-based
cryopreservation techniques and their application for
conserving temperate fruit tree genotypes. Encapsula-
tion-dehydration technique has been successfully ap-
plied for cryopreservation of cherry plum and blackbe-
rry ‘^a~anska Bestrna’. Research on application of vi-
trification technique for conservation of Prunus and
Malus germplasm has shown that significant increase
in regrowth of cryopreserved shoot tips of cherry root-
stock ‘Gisela 5’ and apple ‘Gala Must’ can be achie-
ved by varying duration of dehydration and/or type of
vitrification solution (VS) employed. Optimization of
the droplet-vitrification protocol in representatives of
Prunus (plums ‘Crvena Ranka’, ‘Sitnica’, ‘Po`ega~a’,
and ‘Krina’, cherry plum, rootstock ‘Gisela 5’), Malus

(apple ‘Gala Must’) and Rubus (blackberry ‘^a~anska
Bestrna’) genera was performed by evaluating the ef-
fect of different VSs, treatment durations, temperature
of dehydration and duration of unloading on recovery
of cryopreserved explants. Recently, the research on
application of newly developed V and D cryo-plate
techniques has been initiated, too. These methods al-
low overcoming disadvantages of other vitrification
procedures such as mistiming dehydration, damage
and loss of material and manipulative problems. Sho-
ot tips of number of autochthonous plums (‘Crvena
Ranka’, ‘Po`ega~a’, ‘Sitnica’, ‘Moravka’, ‘Belo{lji-
va’), cherry plum, rootstock ‘Gisela 5’, strawberry
‘Clery’, blueberry ‘Toro’ and saskatoon (Amelanchier
alnifolia) were successfully cryopreserved using these
methods. 

Results obtained in this research represent a sub-
stantial contribution to establishing optimized con-
servation technology by application of different vitri-
fication based cryopreservation techniques, as well as
a good basis for further optimization of the protocols
that will be possible to directly implement in the futu-
re program of establishing an in vitro germplasm bank
of fruit tree species in our country.

Key words: encapsulation-dehydration, vitrification,
droplet-vitrification, V cryo-plate, D cryo-plate
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