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Sazetak

U klonskoj sjemenskoj plantazi u Kutini prikupljeni su izbojci,za
potrebe mikropropagacije, uzeti s 9 razlicitih klonova. Sa svakog
klona (stabla) prikupliena su po 4 izbojka s pupovima u fazi
dormancij; po jedan izbojak na vrhu i na dnu kro$nje sa sjeverne
strane svijeta te po jedan izbojak na vrhu i na dnu kroSnje sa
juzne strane svijeta. Prikupljeni izbojci posluZili su kao izvor
eksplantata za uvodenje u kulturu tkiva metodom meristema. Sa
svakog prikupljenog izbojka u kulturu tkiva je uvedeno po 6
pupova, Sto ukupno po klonu €ini 24 uzorka. Inokulirane kulture
SVOj su razvoj nastavile u klima komori u razdoblju od 40 dana
prilikom &ega je prac¢en njihov razvoj. Cilj rada bio je utvrditi
uspjesSnost i brzinu napretka razvoja biljCica pojedinog klona u
kulturi tkiva, s obzirom na poziciju uzetog uzorka u krosnji, kao i
razlike u razvoju i prezivljenju klonova medusobno, zbog
utjecaja genetske raznolikosti.

Abstract

In the clone seed plantation in Kutina, shoots were collected, for
micropropagation purposes, taken from 9 different clones. From
each clone (tree) were collected 4 shoots with buds in the




dormancy phase; one shoot at the top and bottom of the canopy
on the north side of the world and one shoot at the top and
bottom of the canopy on the south side of the world. The
collected shoots served as a source of explants for introduction
into tissue culture by the meristem method. From each collected
shoot, 6 buds were introduced into the tissue culture, which
makes a total of 24 samples per clone. Inoculated cultures
continued their development in the climate chamber for a period
of 40 days, during which their development was monitored. The
aim of this study was to determine the success and speed of
progress in the development of individual clone plants in tissue
culture, given the position of the sample taken in the canopy, as
differences in the development and survival of clones, due to the
influence of genetic diversity.
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1.Uvod

Mikropropagacija je posebna tehnika vegetativnog razmnozavanja biljaka uz pomoc¢
malih dijelova biljnoga tkiva (eksplantata) ili stanica roditeljske biljke na specijaliziranim
hranidbenim podlogama, kojom se nastoje proizvesti zdrave presadnice (Paradzikovi¢
2014). Uzgojem i manipulacijom inokuliranih biljnih tkiva na hranidbenim podlogama,
u strogo sterilnim uvjetima, moguce je regenerirati novu biljku genetski istovjetnih
svojstava roditeljskoj. Sama metoda temelji se na svojstvu totipotentnosti stanice sto
oznacava sposobnost stanice da se dijeli i proizvodi sve diferencirane stanice nekog
organizma (Wikipedija, Stani¢nha potentnost ). Postoje neke porodice i rodovi biljaka
koje imaju veliki kapacitet za regeneraciju. Medu njima su rodovi
Nicotiana, Petunia i Datura iz porodice Solanaceae, rodovi Brassica i Arabidopsis iz
porodice Brassicaceae, rod Achimenes te rodovi Lilium i Allium iz porodice Liliaceae i
mnogi drugi. Za razliku od navedenog postoje vrste koje se teSko mogu razmnozavati
mikropropagacijom, a primjer su vrste iz porodice Malvaceae i Chenopodiaceae (Yildiz
2012). U navedenim primjerima pretezno se radi o zeljastim biljnim vrstama cije je
zakorjenjivanje mnogo lakSe od drvenastih vrsta, upravo zbog neodrvenijelih tkiva koja

imaju vecu vitalnost od starih biljnih tkiva (Paradzikovi¢ 2014).

Buduc¢i da bi Sumska staniSta trebala Cuvati genetsku raznolikost, uporabom
generativno proizvedenih sadnica, klonirane se sadnice ne smatraju prikladnima za
poSumljavanje (Rathore i sur. 2005). Unato¢ navedenom, metoda mikropropagacije
moze biti korisna tehnika pri oplemenijivanju drvenastih vrsta kao $to je divlja trednja
(Prunus avium L.). Navedena je vrsta posebno cijenjena zbog plemenitog i
visokovrijednog drva. Zbog neredovitih periodi€nih uroda sjemena i otezane obnove
divljle treSnje, u sastojinama se vrSi selekcija plus stabala Cijim se reznicama
(cijepljenje) osnivaju plantaze za dobivanje sjemena. Buduéi da je i u klonskim
plantazama, zbog ovisnosti o vremenskom prilikama, teSko osigurati dovoljne koli€ine
sjemena, u sve je vecoj primjeni metoda mikropropagacije kojom sa nastoji na najbrzi
nacin osigurati proizvodnja sadnica elitnih genotipova, spremnih za poSumljavanje.

Navedenom metodom moguce je oCuvati genetsku konstituciju biljnog materijala bez



promjena (mutacija), a isto tako proizvesti i bezvirusni biljni materijal (TanCeva Crmari¢
i Kajba 2016 ).

2. Cilj rada

Za potrebe istraZivanja u sjemenskoj plantazi Polojec — Sartovac kod Kutine su u
ozujku 2021. godine prikupljeni izbojci s nabubrenim pupovima u fazi dormancije. Na
navedenoj plantaZi je izabrano 9 klonova (stabala) divlje treSnje, s kojih su uzimani
izbojci. Sa svakog klona uzeta su po 4 uzorka grancica s pupovima. Po jedan pri vrhu
i dnu kroSnje sa sjeverne strane svijeta te po jedan pri vrhu i dnu kroSnje na juznoj
strani svijeta. Prikupljeni materijali (pupovi), posluzili su kao izvor eksplantata koji su
metodom kulture meristema uvedeni u kulturu tkiva. Na temelju praéenja razvoja
eksplantata uvedenih u kulturu, cilj rada bio je utvrditi uspjeSnost i brzinu napretka
razvoja biljCica pojedinog klona u kulturi tkiva, s obzirom na poziciju uzetog uzorka u
kro$nji, Sto se odnosilo na stranu svijeta (sjever ili jug) te na poziciju izbojaka s
pupovima u kro$nji (dno ili vrh kroSnje). Uz navedeno se promatralo i preZivljenje
pojedinih klonova s obzirom na poziciju u kroSnji i stranu svijeta te superiornost

pojedinog klona.

Podaci iz literature pokazuju kako je donji dio kroSnje vitalniji u odnosu na gornji zbog
Cega bi uspjesSnost regeneracije eksplantata uzetih iz bazalnog dijela kroSnje stabla,
trebala biti veCa od onih uzetih na vrhu kroSnje. Prema istraZzivanju Sancheza i Vieiteza
(1990) izbojci pitomog kestena (Castanea sativa Mill.), iz bazalnog dijela kroS$nje su
imali veci kapacitet za in vitro zasnivanje, razmnozavanje i ukorjenjivanje od onih
uzetih u kruni krodnje. Istrazivanje Minghe i Faxin (2000) je takoder pokazalo da su se
plemke kuningamije (Cunninghamia lanceolata (Lamb.) Hook.) za cijepljenje uzete iz
gornjeg dijela kroSnje teZze zakorjenjivale od onih u bazalnom dijelu kro$nje. Pritom
smatraju da je razlog tome, razlika u vigoru izmedu gornjih i bazalnih grana.
Mikropropagacija duglazije (Pseudotsuga menziesi (Mirb.) Franco) takoder je pokazala
da su stanice tkiva dijelova stabla na viSem polozaju, starije od onih u bazalnom dijelu

stabla, $to navodi Evers (1984) ( prema: Jelaska 1994).



Na temelju podataka iz literature moze se pretpostaviti kako ¢e se biljCice uvedene u
kulturu porijeklom s fizioloSki mladeg dijela kroSnje, odnosno njenog dna, bolje razvijati

od onih s vrha krosnje.

Buduc¢i da podaci iz literature pokazuju da se genotipovi medusobno razlikuju u
uspjeSnosti mikropropagacije, zbog razlika u uvjetima za optimalni rast i geneticke
varijabilnosti, mogu se pretpostaviti i razlike u uspjednosti mikropropagacije pojedinog
genotipa. Genetska struktura nekog organizma, odnosno svi njegovi geni ¢ine genotip.
Zbog utjecaja okolisa isti genotipovi se mogu razlikovati po svojim svojstvima, pa
medudjelovanje genotipa i okoliSa Cini fenotip ( Wikipedija, Genotip). Pojam geneticka
varijabilnost (genetiCka raznolikost) oznaCava mjeru tendencije individualnih
genotipova u populaciji da se medusobno razlikuju, a posebno je vazna za oCuvanje
bioloSke raznolikosti. Sama varijabilnost neke osobine proizlazi iz genetskog utjecaja i
faktora zivotne sredine (okoliSa). Zahvaljujuéi genetskoj varijabilnosti jedinke i
populacije se mogu prilagodavati promjenama, Sto je posebno vazno u procesu
evolucije. Na taj nacin jedinke daju svoj odgovor na stres iz okolisa, Sto u konacnici

omogucuje opstanak organizama u populaciji (Wikipedija, Genetic¢ka varijabilnost).

3. Pregled literature
3.1.Vegetativho razmnozavanje

RazmnoZavanije Zivih organizama jedno je od najznacajnijih svojstava koje omogucuje
odrzavanje vrste te prijenosa nasljedne tvari na njezino potomstvo. (Kajba 2014). Uz
spolno (generativho) razmnozavanje, koje zahvaljuju¢i mehanizama rekombinacije
omogucuje veliku raznolikost Zivih organizama, biljni organizmi posjeduju i sposobnost
nespolnog, odnosno vegetativnog razmnozavanja. Odlika vegetativhog
razmnozavanja je sposobnost biljaka da iz svojih vegetativnih organa ili tjelesnih
stanica mogu razviti nove jedinke, genetski istovjetnog materijala. (Kajba 2014).

U Sumarskoj se proizvodnji metode vegetativhog razmnozavanja dijele na tehnike

makropropagacije i mikropropagacije. Tehnici makropropagacije  pripada
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autovegetativan i heterovegetativan naCin razmnozavanja. Prvi se nacin odnosi na
vegetativho razmnozavanje biljaka putem njihovih vegetativnih organa kao Sto su
stabljika i korijen, dok drugi naCin podrazumijeva primjenu podzemnog biljnog organa
(korijena - hipobiont), na koji se transplantira nadzemni dio biljke (plemka - epibiont)
drugacije genetske konstitucije od korijena pa se navedena metoda naziva cijepljenjem
(kalemljenje). Posebna tehnika vegetativhog razmnozZavanja biljaka pomocu njihovih
sitnih organa ili komadi¢a tkiva, u strogo kontroliranim uvjetima, se naziva

mikropropagacija ili kultura biljnih tkiva i stanica (Jelaska 1994).

Budu¢i da jedinke nastale vegetativnim razmnozZavanjem imaju istu genetsku
konstituciju kao i njihov predak od kojeg su potekle, nazivaju se klonovima. Samim
time se provodi postupak kloniranja, koji prema definiciji u Sirem smislu oznacava oblik
nespolnog nacina razmnoZzavanja jednostanicnih ili viSestani¢nih organizama pri ¢emu
nastaju potomci jednaki roditeljskom organizmu (Wikipedija, Kloniranje). Pritom se
mati¢na biljka naziva ortetom, a svi njezini potomci nazivaju se ramete. Ukoliko se
klonovi uzgajaju u jednakim uvjetima kao i matiCna biljka (orteta), njihova ¢e
morfoloSka i fizioloSka svojstva biti jednaka maj€inskoj biljci. (Ballian i Kajba 2011).
Prednost kloniranja biljaka kao metode vegetativhog razmnozZavanja proizlazi iz
mogucnosti zadrzavanja pozitivnih fenotipskih svojstava prilikom kloniranja, koja se
ne bi mogla oCuvati generativhim razmnozZavanjem. Kloniranjem je takoder moguce
oCuvati pozeljna fenotipska svojstva organizama nastala mutacijama u prirodi te ih
trajno fiksirati. Obi¢no se na taj naCin komercijalno uzgajaju dekorativne vrste u
hortikulturi. lako se u Sumarstvu tezi o€uvanju genetske raznolikosti, jedna od svrha
kloniranja biljaka u Sumarstvu je mogucnost njihovog oplemenjivanja, odnosno
razmnozavanje selekcioniranih superiornih jedinki pozitivnih fenotipskih svojstava s
cilem povecéanja njihove proizvodnosti, otpornosti prema abiotskim i patogenim
organizama, konzerviranja ugrozZenih vrsta te radi provodenja znanstvenih istrazivanja
(Ballian i Kajba 2011).



3.2. Mikropropagacija

Jedna od metoda vegetativhog razmnozavanja biljaka putem sitnih komadica tkiva ili
biljnih stanica naziva se mikropropagacija ili kultura biljnih tkiva i stanica. Radi se o
metodi koja se razlikuje od tradicionalnog nacina proizvodnje biljnog materijala, jer se
bilke razmnozavaju iz sitnih dijelova vegetativnin organa ili stanica u strogo
kontroliranim uvjetima. Uzgoj biljaka metodom mikropropagacije moguci je jedino u
sterilnim uvjetima, na specijaliziranim hranidbenim podlogama u epruvetama ili drugim
staklenim posudama zbog Cega je jedan od sinonima za navedenu metodu, naziv
kultura in vitro (lat. u staklu) (Wikipedija, In vitro). PoCeci razvoja metode kulture tkiva
vezu se uz 1934. godinu kada su White i Gautheret iznijeli svoje radove s odgovorima
na pitanja o hranidbenim potrebama biljaka i osnovama trajne kalusne kulture, a velik
je napredak postignut 1962. godine kada su Morashige i Skoog sintetizirali prvi hranijivi

medij kojim su regenerirali cijelu biljku duhana. (Marijanovi¢ i sur. 2000).

U danasnje vrijeme, tehnika kulture biljnog tkiva ima velik znacaj u rjieSavanju problema
u botaniCkim znanostima, pa se primjenjuje u mnogim podruc¢jima kao Sto su
biokemija, fiziologija, genetika i molekularna biologija, a posebnu primjenu je nasla i
pri o€uvanju ugrozenih i rijetkih biljnih vrsta i biljnog genofonda. Zbog navedenog se
primjenjuje u procesu oplemenijivanja poljoprivrednih te hortikulturnih vrsta i drugih

drvenastih biljaka, a ujedno je i sastavni dio biotehnologije. (Jelaska 1994).

Provodenje mikropropagacije podrazumijeva rad u laminaru. Laminar je uredaj
(komora) kroz koji struji sterilni zrak u horizontalnom smjeru. Buduci da uredaj sadrzi
filtere koji zadrzavaju mikroorganizme, radom pod ovim uredajem se sprjeCava
kontaminacija hranidbene podloge prilikom procesa inokulacije i osigurava se rad u
sterilnim uvjetima. Sastavni dio laminara su i UV lampe koje doprinose sterilizaciji

prostora jer se ukljuCuju sat vremena prije poCetka rada. (Pintari¢ 2008)



Slika 1. Laminar s horizontalnim strujanjem zraka

(izvor: https://www.telstar.com/lab-hospitals-equipment/laminar-flow-cabinets/vertical-aeolus-v/, 19.08.
2021.)

Prema Pintari¢ (2008) faze mikropropagacije u laminaru su:

1.0brada biljnog materijala
2.Multiplikacija izbojcima
3.l1zduzivanje izbojaka

4. Zakorjenjivanje i

5. Aklimatizacija

1.0brada biljnog materijala

Ova se faza odnosi na obradu povrsinski steriliziranog biljnog materijala za inokulaciju.
Obi¢no se odnosi na premjestanje sterilnog biljnog materijala na sterilnu podlogu te

njegovo isijecanje i uklanjanje vanjskih listica, ukoliko se radi o pupovima.


https://www.telstar.com/lab-hospitals-equipment/laminar-flow-cabinets/vertical-aeolus-v/

2. Multiplikacija izbojaka

Ovom fazom se poti€e slobodno izduZivanje aksilarnih pupoljaka, a u tu se svrhu
koriste hranidbene podloge s citokininima. Navedena faza traje od 4-5 tjedana sve dok
kulture ne potroSe sav medij u kojem rastu. Tijekom tog razdoblja, iz pojedinacnog
pupoljka koji je uveden u kulturu, razvijaju se novi pupoljci koji se ponovnho mogu
koristiti kao eksplantati. ProsjeCan broj novih pupoljaka koji se tijekom subkulture
razvije iz jednog pupoljka je osnovni parametar multiplikacije i naziva se indeksom

multiplikacije.

3. lzduzivanje izbojaka

Radi se o0 medufazi izmedu multiplikacije i zakorjenjivanja (elongacije), a njezina je

svrha omoguciti dovoljno dugacke izbojke za fazu oziljavanja.

4. Oziljavanje (zakorjenjivanje)

Navedena se faza provodi premjeStanjem izduzenih izbojaka, isijecanjem iz busenova,

na posebni podlogu ciji sastav stimulira razvoj korijenja.

5. Aklimatizacija

Aklimatizacija ozna¢ava posljednju fazu mikropropagacije kojom se biljke pripremaju
za presadnju u uvjete na otvorenom. Oziljene biljke se pritom vade iz posuda u kojima
su bile kultivirane. Njihov se korijenov sustav ispire vodom kako bi se isprao zaostali
agar i potom se rasaduju u sterilni supstrat. Biljke se obi¢no sade u kontejnere i
pohranjuju se u plastenike ili staklenike gdje borave nekoliko tjedana prije presadnje

na otvoreno.



3.3 Tipovi kultura

lako se naziv kultura biljnog tkiva smatra sinonimom za mikropropagaciju, navedeni
naziv oznacava kultiviranje bilo kojeg biljnog dijela u in vitro sterilnim uvjetima. Izolirani
dio biljke koji se uvodi u kulturu se naziva eksplantatom. Uvodenjem biljnih dijelova u
kulturu (eksplantata) mogu se razlikovati organizirani i neorganizirani tip rasta (Jelaska
1994).

Organizirani tip rasta se javlja uvodenjem organiziranih biljnih organa u kulturu, kao
Sto su vrSni meristemi izdanaka ili korijena, lisni zameci, mladi cvjetni pupovi i sitni
plodovi. Nakon Sto se uvedu u kulturu, navedeni biljni dijelovi nastavljaju svoj razvitak

uz oCuvanje svoje pocetne strukture ili novim stvaranjem organa (Jelaska 1994).
S obzirom na vrstu eksplantanta postoje razli€ite kulture biljnih organa (Jelaska 1994):

a) kultura Citavih, intaktnih biljaka

b) kultura embrija

c) kultura korijena

d) kultura antera

e) kultura meristema

f) kultura vegetacijskog vrska izdanka (bocCni, aksilarni, lateralni pupovi)

g) kultura pojedinacnih nodija

3.4. Kultura meristema

Tvorna staniCja ili meristemi su stani¢ja gradena od embrionalnih ili meristemskih
stanica sa sposobnos$¢u stvaranja novih stani¢nih struktura. Pritom se razlikuju
primarni meristemi djelovanjem kojih nastaju novi organi i sekundarni meristemi u
trajnom stanicju pomodéu kojih biljni organi rastu u debljinu (postrani ili lateralni
meristemi). Primarni se meristemi nalaze u podru€ju vegetacijskog vrha stabljike i
korijena te omogucuju rast biljke u duljinu pa se zbog navedenog joS nazivaju vrSnim

ili apikalnim meristemima (Franji¢ i sur. 2008).



Kultura meristema je jedna od in vitro metoda, odnosno metoda mikropropagacije, koja
omogucuje proizvodnju biljnog materijala bez virusa, ¢ak i uvodenjem zarazenih biljnih
dijelova u kulturu meristema. Quak (1994) navodi da stanice meristemskog tkiva i
virusne Cestice vode odredenu vrstu suparnistva zbog sinteze nukleinskih kiselina, za
stani¢nu diobu, na Stetu umnozavanja virusa. Uz navedeno Quak (1994) smatra da je
razlog izostanka virusa u vrSnim meristemima, rezultat izostanka provodnih elemenata
u tom dijelu bilike (Jelaska 1994).

Sama metoda izolacije meristema iz pupa se provodi izolacijom eksplantata biljke u
fazi rasta. Pritom se prikupljaju izbojci s pupovima koji se moraju o istiti, tj. sterilizirati
i dezinficirati, kako bi se sprijeCila kontaminacija hranidbene podloge. Meristemsko
bezvirusno tkivo se izolira, odstranjivanjem ljuski pupova i promordijalnog lista
(zametak lista) sve dok se ne izdvoji meristemsko tkivo s nekoliko zametnih listi¢a. Za
navedenu svrhu se koristi stereomikroskop i sterilna pomagala poput igle i skalpela,
naravno u sterilnim uvjetima (laminar). Oslobodeni se meristem sa 1-2 primordijalna
lista odreze i inokulira na hranidbenu podlogu. lzolirani meristem pupa svoj razvoj
nastavlja u klima komori pri temperaturi zraka od 21 do 25 °C i florescentnim svjetlom
(duljina dana 14 — 16 sati). |z izoliranog pupa razvija se izdanak, a presadnjom izdanka
na podlogu za razvoj korijena potice se razvoj korijena biljke. Nakon presadnje u
zemljani supstrat i aklimatizacije biljka je spremna za sadnju na otvorenom. (Jelaska
1994).

e
Loy

Slika 2. Shematski prikaz kulture meristema iz pupa

(Izvor:https://lwww.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F %2Fhrcak.srce.hr%2Ffile %2F240690&psig
=A0vVaw3J3McuSjFgzraistud2g1C&ust=1627205059927000&source=images&cd=vfe&ved=0CAoQj
RxgFwoTCQi3z6ux-_ECFQAAAAAJAAAAABAD)



3.5. Uspjesnost mikropropagacije

Uz fizikalne faktore rasta, koji utje€u na razvoj kulture u klima komori, poput sastava
hranidbene podloge, svjetlosti, svjetlosnog spektra, temperature, vlaznosti zraka,
raspolozivosti vode i kisika, na rast biljnog materijala u in vitro uvjetima utjecCu i genotip

te fizioloSko stanje same biljke davateljice eksplantata.

Istrazivanja su pokazala da visoki kapacitet za regeneraciju imaju mlada embrijska
tkiva i dijelovi tkiva juvenilnih biljaka. Zbog navedenog su neodrvenjela biljna tkiva

pogodnija za mikropropagaciju od starijih tkiva.

Na uspjesSnost razvoja kulture tkiva mogu utjecati uvjeti rasta biljke s koje se uzima
materijal za mikropropagaciju te polozaj eksplantata na biljci. Evers 1984. navodi kako
izbojci uzeti Sto blize vegetacijskom vrdku biljke pokazuju manju mogucénost stvaranja
adventivnog korijenja jer su s obzirom na vrijeme njihovog postanka, stanice tkiva
dijelova stabla na viSsem polozaju, starije od onih u bazalnom dijelu stabla. (Jelaska

1994). Navedena se pojava naziva ciklofiza. (Klaehn 1962)

Maluire

Intermadiata

Juvenile

Slika 3. Gradijent juvenilnosti drvenastih vrsta

(Izvor: https://propg.ifas.ufl.edu/03-genetic-selection/17-genetic-phasechange.html)
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Prema Yildizu (2012) na uspjesnost mikropropagacije utjecu sljedeci ¢imbenici :

1.

Genotip

Sposobnost regeneracije biljaka u Sirokom je rasponu i razlikuje se izmedu
porodica i pojedinih vrsta, a moZe se razlikovati i unutar genotipova iste vrste.
Smatra se da dvosupnice imaju bolji regeneracijski kapacitet od jednosupnica,

a isto tako se zeljaste biljke lakSe obnavljaju od drveca i grmlja.

. Fizioloski stadij mati¢ne biljke (biljke davatelja eksplantata)

Vegetativni biljni dijelovi lakSe se regeneriraju od generativnih biljnih dijelova, a

sposobnost regeneracije veca je kod mladih tkiva i biljnih organa.

Izvor eksplantata
Biljke uzgajane u staklenicima daju bolje rezultate od biljaka uzgajanih na

otvorenom.

Starost eksplantata
Regeneracijska sposobnost starije biljke je obi¢no niska. Sto su organi biljke,
koji se koriste kao izvor eksplantata stariji to je sposobnost umnozavanja biljke

manja.

Veli¢ina eksplantata

Buduci da veci eksplantati poput listova ili hipokotila sadrze vecée koliCine
nutritivnih rezervi, lakSe se mogu regenerirati in vitro uvjetima od sitnih biljnih
dijelova poput stanica. Isto tako veci biljni dijelovi zahtijevaju manje koliCine

hranjiva i biljnih hormona.

Polozaj eksplantata na biljci donoru

Razvoj eksplantata u in vitro kulturi moze biti pod utjecajem mjesta na biljci gdje
prikupljen. Primjerice visi dijelovi biljke, poput vrinih izbojaka u krosnji, smatraju
se starijima od onih u bazalnom dijelu biljke. Takoder se smatra da je razlog

navedene pojave veci vigor biljke u njezinom bazalnom dijelu.
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7. PovrSinska sterilizacija eksplantata
Jedan od najznacajnijih Cimbenika koji utjeCe na uspjesnost mikropropagacije
je zdravstvena ispravnost eksplantata. Pritom je izrazito vazan tretman
sterilizacije biljnih dijelova prije samog uvodenja u kulturu kako bi se sprijeCila
mogucénost njihove kontaminacije mikroorganizmima kojima su in vitro uvijeti
pogodni za razvoj. Vazno je istaknuti kako dezinfekcija eksplantata ne smije

nastetiti zivim stanicama.

8. Hranidbena podloga
Hranidbena je podloga iznimno vazna za razvoj kulture biljnog tkiva. Ona sadrzi
mikroelemente, makroelemente, vitamine, aminokiseline, duSi¢ne spojeve

biline hormone te druge spojeve i elemente vazne za razvoj biljaka.

9. Uyvijeti u kulturi tkiva
Nakon Sto su eksplantati inokulirani na hranidbenu podlogu, svoj razvoj
nastavljaju u kontroliranim uvjetima temperature i vlage. Biljke se razvijaju pod
florescentnim svjetlom u klima komorama sa 16 sati svjetla i 8 sati mraka, pri
temperaturi od 21 do 25 °C.

3.6. Prednosti i nedostaci mikropropagacije

U odnosu na klasi¢an nacin vegetativhog razmnozavanja, mikropropagacija ima
viSestruke prednosti. Glavna prednost je mogucnost proizvodnje bezvirusnog
materijala i velikog broja biljaka (klonova) u kratkom vremenu, $to osobito pogoduje
komercijalnoj biljnoj proizvodnji. Ova metoda, takoder omogucuje i razmnozZavanje
bilinih vrsta koje se ne mogu proizvesti in vivo (u Zivom) a istom se izbjegava
inkompatibilnost reznica kod metode cijepljenja. Prednost mikropropagacije, u odnosu
na druge metode, ocituje se i u uStedama sredstava koja bi se inaCe utroSila na
zagrijavanje staklenika i drugih prostora te mogucnosti proizvodnje presadnica tijekom

cijele godine.
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Neki od nedostataka mikropropagacije su teSko zakorjenjivanje drvenastih vrsta i
mogucnost pokazivanja loSih znacajki biljaka, prilikom njihove presadnje u in vivo
uvjete, kao Sto su grmolik rast ili povratak na juvenilne karakteristike. Biljke
proizvedene mikropropagacijom, na otvorenom cCesto mogu pokazivati osjetljivost na
pojavu bolesti i Stetnika, zbog ¢ega nije preporucljiv uzgoj monoklonskih plantaza. Uz
mogucnost gubitka regenerativne sposobnosti biljaka, nakon odredenog broja
supkultura kalusnog tkiva ili stanica, nedostatak mikropropagacije predstavlja i visoka
cijena kosStanja rada i opreme potrebne za proizvodnju biljnog materijala. (Regionalni
centar za biotehnoloska istrazivanja i razvoj Brodsko posavske Zupanije, Odjel za

biljnu proizvodnju )

3.7. Biljni hormoni

Organske tvar koje biljke sintetiziraju u listu, u procesu organogeneze i pomocu kojih
reguliraju sve procese nazivaju se biljnim hormonima. Radi se o0 organskim tvarima
koje utjeCu na rast i diferencijaciju tkiva i organa s kojima dolaze u dodir. Tri glavne
skupine biljnih hormona koji stimuliraju procese su auksini, giberlini i citokinini, dok

apscizinska kiselina i etilen djeluju kao inhibitori (Skvorc i sur. 2013).

Za reguliranje rasta i razvoja u mikropropagaciji se najCeSce koriste sintetsKki

fitohormoni kojima pripadaju auksini i citokinini. (Zec 2017)
Citokinini

Skupina biljnih hormona koji stimuliraju diobu stanica u procesu citokineze su citokinini.
Navedeni se hormoni sintetiziraju u tkivima poput vrSkova korijena embrija i ploda.
(Skvorc i sur. 2013). Uz navedeno reguliraju rast bilike, njezinih organa i upravljaju
mnogim fizioloSkim procesima. Naj¢e&¢i citokinini koji se koriste u sastavu hranidbenih
podloga su 6-benzilamiopurin (BAP) i kinetin, a u uporabi su zbog visoke bioloSke
aktivnosti, dostupnosti i niske cijene (Zec 2017).
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Auksini

Auksini su hormoni koji stimuliraju produZeni rast stanica stanice i koleoptila, a djeluju
tako da omoguéuju rastezanje rasta stani¢ne stijenke (Skvorc i sur. 2013). Uz
navedeno auksini djeluju na sekundarni rast vaskularnog kambija i stimuliraju rast
plodova. Posebno su vazni u procesu zakorjenjivanja reznica jer na reznoj plohi

stabljike potiéu stvaranje adventivnog korijenja (Skvorc i sur. 2013).

4. Divlja tresSnja ( Prunus avium L.)

Divlja treSnja (Prunus avium L.) je cijenjena autohtona vrsta naSih mezofilnih Suma
(Agroklub: Divlja treSnja: Cijenjeno drvo za proizvodnju sadnog materijala i oCuvanje
bioraznolikosti ). Radi se o listopadnoj vrsti drveca iz porodice Rosaceae (Stetnici Hr,
TreSnja (Prunus avium)). Karakterizira ju polimorfnost, odnosno velik broj sorti u
vocarstvu koje se obi¢no uzgajaju radi dobivanja plodova. Posebnu vrijednost ima i
njezino drvo crvenkaste boje koje se koristi za izradu namjeStaja i glazbenih
instrumenata. Podrucje prirodnog rasprostranjenja divlje treSnje, obuhvaca podrucje
Europe, Male Azije, Krima, Kavkaza, Irana i sjeverne Afrike. Navedena vrsta obitava
kao pojedinagno stablo ili manja skupina stabala u Sumama ili njihovim rubovima.
(Franiji¢ i Skvorc 2010).

Slika 4. Areal divlje trenje
(1zvor: https://www.researchgate.net/figure/Prunus-avium-L-distribution-map-62-https-
commonswikimediaorg-wiki-FilePrunus_fig4_331962891 ) (Pristupljeno:21.07.2021.)
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Stablo divlje treSnje moze narasti do visine od 20 metara. Kora navedene vrste je
tamnosive boje i ljusti se u horizontalnom trakama i obi¢no dugo ostaje glatka i sjajna.
Dugi izbojci su nejednako obojeni i sjajni te posuti ovalno produzenim lenticelama.
Pupovi su pojedina¢no rasporedeni duz izbojaka, dok se pri vrhu nalazi nekoliko
pupova zajedno, a sam oblik pupa je jajast i zaSilienog vrha pokriven s viSe ljusaka.
Razlikuju se lisni i cvjetni pupovi. Kratki izbojci su obi¢no zbijeni i smezZurani. (Idzojti¢
2005).

Divlja treSnja, u travnju za vrijeme listanja, razvija dvospolne, entomofilne cvjetove
bijele boje. Samo cvjetanje pocinje u starosti od 20 do 25 godina, a kod oplemenjenih
vrsta znatno ranije, u starosti od 4 do 15 godina. Tijekom lipnja i srpnja dozrijevaju
plodovi (treSnje), a to su glatke i mesnate koStunice crvene boje na dugackim
stapkama. (ldzojti¢ 2013).

Slika 5. Stablo divlje treSnje u cvatu

(izvor: https://caraghnurseries.ie/product/prunus-avium/)
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Slika 6. Pupovi divlje tre$nje
(izvor: https://www.pinterest.at/pin/301741243777665839/)

Slika 7. Plodovi divlje treSnje

(izvor: https://www.ehorticulture.com/tree-plants-seeds/fruit-tree-seeds/prunus-avium-detail.html)
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5. Materijal i metode

Prikupljanje izbojaka s nabubrenim pupovima u fazi dormancije, potrebnih za
dobivanje eksplantata, obavljeno je prije poCetka vegetacije (ozujak) u sjemenskoj
plantaZi Polojec — Sartovac blizu Kutine. Prema definiciji klonska sjemenska plantaza
je umjetni nasad genetski superiornih jedinki neke vrste drveca. Kako bi se smanjila
mogucnost opraSivanja iz vanjskih izvora s genetski slabijim jedinkama, nasad je
obicno izoliran, a osniva se upravo radi sto obilnije proizvodnje genetski superiornog
sjemena potrebnog za proizvodnju sadnica. (Ballian i Kajba 2011). Klonske sjemenske
plantaze se osnivaju cijepljenjem ili generativno, a potomci su najkvalitetnijih plus-
stabala izabranih metodom selekcije. Kloniranjem (cijepljenjem) takvih genotipova

fiksira se njihov genofond (Ballian i Kajba 2011).

Klonska plantaza divlje treSnje kraj Kutine je najvecCa sjemenska klonska plantaza
divlje treSnje u Europi, koja na povrsini od 3,89 hektara uzgaja 27 klonova. Plantaza je
osnovana 2001. godine radi proizvodnje kvalitethog sjemena i sadnica divlje tresnje,
upravo zbog pomanjkanja visokokvalitetnog drva divlje trednje u nasSim Sumama, Sto

je rezultat nepravilnog periodiciteta plodono$enja i uroda sjemena (Sapina 2013).

Navedeni nasad osnovan je prikupljanjem materijala s plus stabala divlje treSnje iz
razli¢itih Sumarija (Pulovac, Novska, Klostar Podravski, Koprivnica, Lipovljani, Kutina,
Pozega i Garesnica). Plemke plus stabala su cijepljene na podloge sjemenjaka, a sam
raspored cijepljenih biljaka u plantaZi je nasumican radi ravhomjernog opraSivanja.
Svrha osnivanja klonske plantaZze je omoguciti medusobno oprasivanje fenotipski
najkvalitetnijih jedinki (plus-stabala) kako bi se proizveo kvalitetni sjemenski materijal
(Sapina 2013). Pritom se polazi od pretpostavke da se jedinke pozitivnih fenotipskih
karakteristika rezultat dobrog genotipa. Buduci da je porijeklo roditeljskih jedinki
poznato ono je garancija proizvodnje kvalitetnog sjemena (Sapina 2013 prema: Kajba
i sur. 2007). Samo osnivanje klonskih sjemenskih plantaza, selekcioniranim jedinkama
najkvalitetnijih fenotipskih svojstava, jedan je od postupaka proizvodnje genetski
poboljSanih jedinki i pripada genetsko - bioloSkoj disciplini koja se naziva

oplemenjivanje Sumskog drveca. (Ballian i Kajba 2011)
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Slika 8. Klonska sjemenska plantaza divlje tre$nje kraj Kutine

5.1. Prikupljanje uzoraka

Za potrebe mikropropagacije, u proljece 2021. godine su prikupljeni uzorci od 9
klonova, odnosno uzorkovane su grancice s nabubrenim pupovima u fazi dormancije.
Pritom se radilo o sljedeéim klonovima: klonu PZ-16 porijeklom s podrugja Sumarije
Pozega, klonovima 5R2-16, KC2-18, NB-1-10 i R1-14 s podrucja Sumarije Koprivnica,
klonu BU2-6 porijeklom s podru¢ja Sumarije BPulovac, klonu 5KP-5-22 s podrucja
Sumarije Klostar Podravski te klonovima L2-21 i L4-15 s podrucja Sumarije Lipovljani.
Sa svakog odabranog stabla (klona) uzeta su po Cetiri uzorka grancica: jedan uzorak
(grancica) na dnu i jedan na vrhu kroSnje sa sjeverne strane svijeta te takoder po jedan
uzorak na vrhu i jedan uzorak na dnu kroSnje s juzne strane svijeta. Na taj nacin je
prikupljeno ukupno 36 uzoraka grancica s nabubrenim pupovima koji su potom
oznaceni i spremljeni u plasticne vrecice, gdje su se do pocCetka pokusa Cuvali na

temperaturi od 4 °C.
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Slika 9. Slika 10.

Slike 9. Uzimanje izbojaka s vrha kroSnje, Slika 10. Uzimanje izbojaka s dna krosnje

5.2 Uvodenje pupova u kulturu tkiva

Nastavak pokusa obavljen je u laboratoriju za kulturu tkiva, na Hrvatskom Sumarskom
institutu u Jastrebarskom, gdje je za potrebe istrazivanja provedena mikropropagacija,
metodom kulture meristema. Navedenom su metodom izolirani meristemi iz pupova s

prikupljenih izbojaka divlje treSnje te su potom nasadeni na hranidbenu podlogu.

Prije samog uvodenja pupova u kulturu in vitro provedena je njihova povrSinska
sterilizacija, kako bi se sprijeCila mogucnost kontaminacije hranidbene podloge
mikroorganizmima. Za navedenu svrhu su grancice s pupovima rezane na segmente
s po jednim pupom te su potom ispirani tekuéom vodom i osuseni izmedu dva
papirnata ru¢nika. Potom su segmenti uronjeni u 70% alkohol na 10 sekundi i ponovno
su osuSeni papirnatim rucnicima. Nastavak sterilizacije obavljen je uranjanjem

izrezanih segmenata u otopinu, nacinjenu od 20 ml varikine (4-6% natrijevog
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hipoklorita), 180 ml destilirane vode i nekoliko kapi Tweena, te njihovog mijeSanja na

magnetnoj mijesalici u trajanju od 20 minuta.

Samo uvodenje pupova u kulturu tkiva obavljeno je u laminarnim kabinetu s
horizontalnim strujanjem sterilnog zraka, kako bi se izbjegla moguc¢nost kontaminacije
hranidbene podloge. U navedenim uvjetima je nastavljena povrSinska sterilizacija
izrezanih segmenata, njihovim ispiranjem 1 minutu u 70 % alkoholu i ispiranjem 3 puta
po 3 minute u steriliziranoj vodi, uporabom magnetne mijeSalice. Po zavrSetku
navedenog postupka pupovi su bili spremni za uvodenje u kulturu pa su sterilnom

pincetom premjesteni u sterilne pertijeve zdjelice.

Slika 11. Izrezani segment s pupom spreman na uklanjanje listi¢a

Uporabom sterilnog pribora koji su Cinili pinceta i sterilni noz, pod stereomikroskopom
je provedeno uklanjanje vanjskih listica s pupova. Nakon $to su pupovi oc€iS¢eni od
vanjskih listica jedan po jedan su nasadivani u epruvete, na unaprijed pripremljenu
hranidbenu podlogu. Kako bi se sprijeCila kontaminacija epruvete su zatvorene

sterilnim ¢epom i dodatno omotane prozirnom folijom. Oznaavanjem epruveta Sifrom
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klona, odredena je pripadnost inokuliranih pupova pojedinom klonu. Buduéi da su za
svaki klon prikupljena po 4 uzorka grancica s pupovima (grancice s pupovima, za svaki
klon, su prikupljane na vrhu i na dnu kroSnje sa sjevere strane svijeta te isto tako i s
juzne strane svijeta) za svaki od 4 uzorka, pojedinog klona, u kulturu je uvedeno po 6
pupova. Sto &ini 24 pupa po pojedinom klonu, a ukupno 216 pupova. Po zavrsetku
zahvata mikropropagacije inokulirane kulture su smjestene u klima komoru uz 16 satno
osvjetljenje bijelom svjetlos¢u (fluorescentne cijevi, 40 W, 80 yE m-2 s -1 ) na
temperaturi 23 — 24 °C.

Slika 12. Pupovi divlje treSnje uvedeni u kulturu tkiva (Bogunovi¢ 2021)
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Slika 13. Inokulirane kulture u klima komori (Bogunovic¢ 2021)

5.3. Sastav hranidbene podloge

Za uvodenje pupova u kulturu koristena je modificirana hranjiva podloga MS
(Murashige i Skoog 1962) uz dodatak 30 g/L saharoze i 8 g/L agara. U hranjivu podlogu
dodani su i biljni regulatori rasta: 1,0 mg/L 6-benzilaminopurina (BAP) i 0,1 mg/L 1-
naftalenacetatne kiseline (NAA). Hranjiva podloga pripremljena je otapanjem svih
sastojaka u destiliranoj vodi u Erlenmeyerovoj tikvici uz konstantno mijeSanje na
magnetnoj mijesalici. pH vrijednost hranjive podloge iznosila je 6,0. Pripremljena

hranjiva podloga razlivena je u epruvete te je autklavirana 20 minuta na 121 °C.
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Tablica 1. Sastav hranidbene podloge

Makroelementi mg/L
KNOs3 950,0
NH4NO3 825,0
CaCl2x 2H20 220,0
MgSOa4 x H20 185,0
KH2PO4 85,0
Mikroelementi mg/L
MnSOa4 x 4H20 22,3
ZnS04 x 4H20 8,6
H3BO3 6,2
Ki 0,83
Na2MoOs x 2H20 0,25
CuSO0s4 x 5H20 0,025
CoCls - 6H20 0,025
FeSOa4x 7H20 27,8
Na2EDTA 37,3
Vitamini mg/L
Inozitol 100,0
Tiamin 1,0
Nikotinska kiselina 1,0
Glicin 2,0

5.4. Ocjenjivanje razvoja pupova

Inokulirane kulture svoj razvoj su nastavile u klima komori, a tijekom toga je provedeno
praéenje njihovog razvoja kroz razdoblje od 40 dana. Pritom je pracen razvoj svakog
uzoraka pojedinog klona (24 uzorka po klonu). U svrhu pracenja napretka razvoja

biljCica definirane su 4 faze razvoja inokuliranih kultura. Faza 0 oznacavala je potpuno
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zatvorene pupove, faza 1 pocetak otvaranja listica inokuliranog pupa, faza 2 razvijene
listiCe i faza 3 potpuno ispunjene epruvete listi¢ima, spremne za presadivanje na novu
podlogu (Slika 11). Tijekom monitoringa zabiljeZene su i infekcije kultura gljivama, pa
su one uklonjene radi sprjeCavanja kontaminacije ostalih uzoraka. Monitoring
inokuliranih uzoraka proveden je u nekoliko navrata. Ujedno je za svaki datum
monitoringa, u zato predvidene formulare evidentiran napredak u razvoju pojedinog
uzorka, svakog klona, s oznakom faze razvoja u rasponu od 0 do 3. Pojava gljive u
pojedinom uzorku takoder je evidentirana i zabiljezena u formularu. Za varijable kojima
je usporeden razvoj i uspjeh svih uzoraka odabrano je svojstvo zapaZenog stadija

rasta bilj€ice na 40. dan od uvodenja (R40) i preZivljenje.

Slika 14. Bilj¢ice u fazama 1,2 3
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5.5.StatistiCka analiza

Deskriptivna analiza

Deskriptivna analiza podataka za svojstvo zapaZenog stadija rasta biljCice na 40. dan
od uvodenja (R40) i svojstvo prezivljenja provedena je koristenjem MEANS procedure
u SAS® software-u (SAS/STAT softver, besplatna verzija, SAS University Edition, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). Ova je analiza provedena s ciliem izraCunavanja
prosjecnih vrijednosti analiziranih znacajki, minimalnih i maksimalnih vrijednosti, te

pripadajucih varijanci odnosno standardnih devijacija.
Analiza varijance

Za analizirano svojstvo zapaZenog stadija rasta biljCice na 40. dan od uvodenja
koriStena je ordinalna skala (0 - 3) i ono nije bilo normalno distribuirano. Zbog toga je
analiza varijance provedena uporabom neparametarskog Kruskal-Wallis rank sum
testa u R software-u. Statisticka znacajnost razlika medu populacijama utvrdena je
usporedbom parova Wilcoxon-ovim rank sum testom, takoder u R software-u.
Ispitivana su tri u€inka — klon, strana svijeta (Sjever — Jug) i polozaj u kro$nji (Gore —
Dolje).

Za svojstvo prezivljenja koriStene su vrijednosti 0 (nije prezivjela) ili 1 (prezivjela) i
analiza varijance takoder je provedena neparametarskom metodom. Promatrana su

ista tri uéinka.
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6. Rezultati

Analiza varijance

Neparametarska analiza varijance pokazala je da je za oba svojstva (R40 i prezivljenje)
statistiCki znacajan bio samo ucinak klona, dok ucinci strane svijeta i polozaja u krosnji

za ni jedno od ovih svojstava nisu bili znacajni.
Svojstvo zapazenog stadija rasta bilj¢ice na 40. dan od uvodenja (R40)

Za svojstvo R40 klonovi su se medusobno signifikantno razlikovali, uz stupan;j
znacajnosti p<0.001 (p =7.886e-11). Wilcoxonov rank sum test je pokazao da klonovi
formiraju tri grupe od kojih samo klon KC2 pripada dvjema grupama, a klon R2 formira

zasebnu grupu i signifikantno se razlikuje od svih ostalih klonova.

Tablica 2 — pripadnost klonova grupama po Wilcoxon-ovom rank sum testu

L2
KP5
PU2
KC2
L4
R1
pZ
NB1

R2 C

>|>>>

(|||

Svojstvo prezivljenja

Za svojstvo prezivljenja klonovi su se medusobno signifikantno razlikovali, uz stupanj
znacajnosti p<0.01 (p = 0.001071). Wilcoxonov rank sum test je pokazao da znacajne
razlike proizlaze iz razlike tri klona sa najmanjim prezivljenjem (KP5, NB1, L2) i tri klona

sa najveéim prezivljenjem (PZ, R1, R2)
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Tablica 3 — pripadnost klonova grupama po Wilcoxon-ovom rank sum testu

KP5
NB1
L2
PU2
KC2
L4
pZ
R1
R2

>|>>I>>>

D (|

Srednje vrijednosti i standardne devijacije svojstva R40

L2 KP5 bu2 KC2 L4 R1 Pz NB1 R2

Klon

Stadij razvoja biljcice
e L O N
wv o wv o (9] o (9]

o
=)

Grafikon 1 — Srednje vrijednosti i standardne devijacije svojstva rasta bilj¢ica na 40. dan od

uvodenja u kulturu tkiva po klonovima
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Srednje vrijednosti svojstva R40 po klonovima i stranama svijeta

L2 KP5 bu2 Pz KC2 NB1 L4 R1 R2

Klon

Stadij razvoja biljcice
e BN NMNowWWw
wv o wv o (93] o (9]

o
=)

mJUG MmSJEVER

Grafikon 2 — Srednje vrijednosti svojstva rasta bilj¢ica na 40. dan od uvodenja u kulturu tkiva
po klonovima i stranama svijeta

Na grafikonu 2 prikazane su srednje vrijednosti rasta biljCica na 40. dan od uvodenja
u kulturu tkiva po klonovima i stranama svijeta. Na navedenom prikazu je vidljivo da
najbolje srednje vrijednosti rasta po stranama svijeta (sjever i jug) ima klon R2 s
iznosom od 3.0, dok se najmanje uspjesSnim pokazao klon L2 €ija srednja vrijednost za
jug iznosi 1,8, a za sjever 2,0. Na grafikonu 2 je takoder vidljivo da 4 klona (L2, BU2,
PZ i NB1) imaju veéu srednju vrijednost rasta na sjevernoj strani svijeta, 3 klona (KC2,
L4 i R1) na juznoj strani svijeta, dok su srednje vrijednosti rasta po stranama svijeta za

2 klona (KP5 i R2) bile jednake za obje strane svijeta.
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Srednje vrijednosti svojstva R40 po klonovima i poloZaju u krosnji
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Grafikon 3 — Srednje vrijednosti svojstva rasta bilj¢ica na 40. dan od uvodenja u kulturu tkiva
po klonovima i poloZaju u kro$niji

Na grafikonu 3 prikazane su srednje vrijednosti svojstva rasta biljCica na 40. dan od
uvodenja u kulturu tkiva po klonovima i polozaju u kro$nji. 1z grafikona se moze iScitati
da klon R2 ima najbolju srednju vrijednost svojstva rasta biljCica po polozaju u krosnji
od svih klonova s iznosom od 3.0. Isto tako vidljivo je da klon R2 pokazuje jednaku
uspjesnost rasta biljCica u gornjem i donjem dijelu kroSnje. Najslabiju srednju vrijednost
rasta po polozZaju u krosnji ima klon L2 s iznosom od 1.8 za gornji polozaj u krosnjii s
iznosom od 2.0 za doniji polozaj u kro$nji. Na grafikonu je takoder vidljivo da su se
biljcice 4 klona (L2, U2, PZ i NB1) porijeklom iz donjeg dijela kro$nje razvije bolje od
onih porijeklom iz gornjeg dijela kroSnje. Za tri klona (KC2 ,R1, L4) bolje srednje
vrijednosti rasta pokazivale su biljCice iz gornjeg dijela krosnje, a biljCice preostala dva
klona (KP5 i R2), porijeklom iz gornjeg i donjeg dijela kroSnje jednako su se uspjeSno

razvijale.
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Grafikon 4 — PreZivljenje bilj¢ica po klonovima

Uzorci pojedinih klonova tijekom razvoja pokazali su simptome infekcija gljivama, zbog
kojih nisu prezivjeli. Na grafikonu 4 je vidljivo da su klonovi PZ i R2 imali najbolji
postotak prezivljenja u iznosu vecem od 90 %, dok je najvise infekcija gljivama
zabiljezeno na klonovima KPS i NB, zbog Cega je postotak njihovog prezivljenja iznosio
nesto viSe od 60 %.
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Grafikon 5 — Prezivljenje biljCica po klonovima i stranama svijeta

Na grafickom prikazu 5. vidljivo je da su klonovi prijekom sa sjeverne i juzne strane
svijeta imali podjednako preZivljenje. Na juznoj strani svijeta bolje preZivljenje su
pokazala 4 klona (BU2, L4, NB1 i PZ). Na sjevernoj strani svijeta manje infekcija
gliivama pokazali su klonovi (KP2, KC2, R1iR2 ) dok je klon L2 imao jednak postotak
preZivljenja na sjevernoj i juznoj strani svijeta (viSe od 60%). Najbolji postotak
prezivljenja po stranama svijeta pokazali su klonovi R1 i R2. Takoder je vidljivo da je
klon NB1 imamo najmaniji postotak preZivljenja na sjevernoj strani svijeta (nesto vise
od 30%).
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Grafikon 6 — Prezivljenje biljica po klonovima i polozaju u kro3nji

S obzirom na prezivljenje biljCica po klonovima i polozaju u kro$nji, na grafikonu 6 je
vidljivo da su biljCice klonova porijeklom iz gornjeg polozaja u krosnji bile manje
izloZene infekcijama gljivama, odnosno imale su bolji stupanj preZivljenja (klonovi KP2,
L2, NB1,KC2 i L4) od onih porijeklom iz donjeg dijela kroSnje. Ni jedna infekcija
gliivama nije zabiljeZzena kod klonova PZ, R1 i R2 porijeklom iz donjeg poloZaja u

kroSnji. Isto tako postotak prezivljenja navedenih klonova porijeklom iz donjeg dijela
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kroSnje bio je veci od 90 %. Najvise infekcija gljivama zabiljeZeno je kod klona NB1 i

to kod biljCica porijeklom iz donjeg polozaja u krosniji.

7. Rasprava

Rezultati neparametarske analize varijance pokazali su da ucinci strane svijeta i
polozaja u kroSnji ni za jedno od svojstava (svojstvo zapazenog stadija rasta biljCice
na 40. dan od uvodenja (R40) i prezivljenje) nisu bili statistiCki znacajni. Statisticki
znacajnim se pokazao samo ucinak klona. lako istrazivanja i iskustvo pokazuju da je
vegetativni bilini materijal uzet s dna kroSnje bolji za zakorjenjivanje ili
mikropropagaciju jer se smatra fizioloski mladim od materijala uzetog s vrha krosnje,
rezultati istraZivanja ipak nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u uspjesnosti razvoja

biljCica u kulturi tkiva s obzirom na poziciju u krosnji (gore - dolje).

U sjemenskoj plantazi u Kutini stabla (klonovi) divlje treSnje nisu nastala iz sjemena,
vec¢ se radio o cijepovima. Sama plantaza je osnovana pomocu reznica uzetih s plus
stabala divlje treSnje. Kako bi se izbjegli nezZeljeni efekti poput kasnije cvatnje i
plodonosenja, reznice plus stabala su uzimane u fizioloski starijem dijelu krosnje,
odnosno u njezinu vrhu. Na taj su nacin metodom cijepljenja u startu dobivene fizioloSki

starije biljke 5to moze biti razlog drugacijih rezultata od onih postavljenih hipotezom.

Rezultati istrazivanja su pokazali statisticki znaCajne razlike u uspjesSnosti
mikoropropagacije izmedu razli€itih klonova (genotipova) sto je bilo oekivano, upravo
zbog geneticke raznolikosti medu klonovima te posljedicno razlika u optimalnim
uvjetima za njihov rast. SliCne rezultate, u kojima je na uspjeSnost mikropropagacije
utjecala genetska konstitucija, su pokazala mnoga istraZivanja. Medu njima je
istrazivanje kojim se prouavao ucinak genotipa na mikropropagaciju vrste Terminalia
arjuna (Roxb.) Wight & Arn. U navedenom radu provedena je mikropropagacija
nodalnih eksplantata uzetih s 3 razliita klona vrste arjuna . Buduéi da su Klonovi
pokazali razliCitu uspjeSnost razvoja kultura smatra se da razliCiti genotipovi zahtijevaju

razliCite doze regulatora rasta za svoj optimalni razvoj (Choudhary i sur. 2020).
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Prema istraZivanju Yegizbayeve i sur. (2021), o uspjeSnosti mikropropagacije Cetiri
sorte oraha (Juglans regia L.), ustanovljeno je da uz genotip i hranidbenu podlogu, na
uspjesSnost razvoja inokuliranih kultura utjeCe i godiSnje doba u kojem su prikupljeni

uzorci za dobivanje eksplantata te medudjelovanje viSe razli€itih C¢imbenika.

U istrazivanju utjecaja hranidbene podloge, duljine eksplantata i genotipa na
mikropropagaciju vrste Pinus teada L., utvrdeno je da uspjeSno zakorjenjivanje i

formiranje izdanaka navedene vrste ovisi upravo o genotipu (Cézar i sur. 2015).

Kako bi se utvrdila adekvatna metoda za rutinsko provodenje mikropropagacije divlje
treSnje provedeno je istrazivanje nad 24 klona iz klonske sjemenske plantaze u Kutini.
Cilj rada bio je utvrditi jedinstveni sastav hranidbene podloge i biljnih hormona za in
vitro proizvodnju divlje treSnje (Tanceva Crmari¢ i Kajba 2016). U navedenom su radu
uoCene razlike u obrascu pona$anja pojedinih klonova ovisno o zemljopisnom
porijeklu. Utvrdeno je da sastav hranidbene podloge ovisi o genotipu kao i
aklimatizacija biljaka divlje treSnje Cije je preZivljenje ovisno o klonskoj varijabinosti.
Kao problem uvodenja divlje treSnje u kulturu tkiva navode i mogucénost zarazenosti
prikupljenog biljnog materijala za mikropropagaciju mikroorganizmima, $to je bio slucaj
i u ovom istrazivanju. Chikh (prema Tanceca Crmari¢ i Kajba 2016) navodi kako
uspjesnost mikropropagacije uspostavom in vitro kulture ovisi o sastavu minerala i
hormona hranidbene podloge, kao i o dobi pocCetnih eksplantata. S obzirom na
navedeno za mikropropagaciju se koriste razli€ite formulacije sastava hranidbenog

medija, koje ovise o kultivaru i genotipu.
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8. Zakljuc€ak

lako istrazivanja pokazuju kako je biljni materijal uzet s dna kroSnje pogodniji za
vegetativho razmnozavanje, od biljnog materijala porijeklom iz gornjeg dijela krosnje,
rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali statistiCki znaCajnu razliku u uspjesSnosti
razvoja inokuliranih kultura divlje treSnje s obzirom na poziciju biljnog materijala u
kro$nji. Jedan od mogucih razloga dobivenih rezultata je osnivanje klonske plantaze
divlje treSnje biljkama, koje nisu nastale generativno (iz sjemena), ve¢ su dobivene
cijeplienjem. Radi izbjegavanja negativhog efekta poput kasnijeg cvjetanja i
plodonosenja, plemke plus stabala su uzimane u vrhu kro$nje, koji se smatra fizioloSki

starijim, te su na taj nacCin u samom pocetku dobivene starije biljke.

StatistiCki znaCajne razlike zabiljeZzene su medu razliitim klonovima $to je bilo
oCekivano upravo zbog njihove genetske varijabilnosti te samim time njihove razliCite
sposobnosti regeneracije. Genotipovi istrazivanih klonova porijeklom su iz razlicitih
geografskih podrucja te posjeduju medusobno razli€itu genetsku konstituciju. Buduci
da se genetski razlikuju imaju razliite zahtjeve prema sastavu hranidbene podloge te
njezinog mineralnog sastava i biljnih hormona, kao i prema uvjetima rasta. Kako su
klonovi divlje treSnje uzgajani na hranidbenoj podlozi istog mineralnog i hormonskog
sastava, a razlikuju se prema genetskoj konstituciju i uvjetima rasta, pojedinim je

klonovima hranidbeni medij bio pogodniji za rast i prezivljenje od ostalih klonova.
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