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Sazetak

Diplomskog rada studentice Martine Zec, naslova

MIKROPROPAGACIJA KUPINE SORTE “REUBEN”

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrdivanje protokola za uspjeSnu mikropropagaciju kupine sorte
“Reuben”. Vegetacijski vrsci izolirani su asepticno pod stereomikroskopom iz aksilarnih
pupova i postavljeni na medij za uspostavljanje kulture (EM). Ispitivan je utjecaj razli¢itih
Secera u PM2 mediju u dvije varijante 30 g/L saharoze i 20 g/L glukoze + 10 g/L saharoze.
Kako bi se utvrdila optimalna koncentracija regultora rasta za mikropropagaciju, istrazivane su
4 varijante: 6-benzilaminopurin (BAP) u koncentracijama 0,3 mg/Li 1 mg/L te meta-Topolin
(mT) (u jednakim koncentracijama). Zakorjenjivanje in vitro provedeno je u dvije varijante, na
IAA mediju za zakorjenjivanje i na mediju bez hormona. Najveci broj izdanaka po eksplantatu
(2,6) dobiven je na mediju s koncentracijom 1 mg/L BAP-a, a najveca duljina najduZeg izdanka
(8,9 mm) na mediju s koncentracijom 0,3 BAP-a. Postotak zakorjenjivanja je bio veéi (61%) na
mediju za zakorjenjivanje bez hormona, ali postotak aklimatizacije je bio slican u obadvije
varijante (92% i 95%).

Kljucne rijeci: kupina, sorta Reuben, mikropropagacija, 6-bezilaminopurin, meta-Topolin



Summary

Of the master’s thesis — student Martina Zec, entitled

MICROPROPAGATION OF BLACKBERRY CULTIVAR “REUBEN"

The aim of the present study was to establish the protocol for micropropagation of blackberry
cultivar “Reuben”. In aseptic conditions using stereomicroscope, shoot tips were isolated from
axillary buds and placed on medium (EM) to establish aseptic culture. The effect of different
sugars on PM2 medium in the two variants of 30 g / L sucrose and 20 g/ Lglucose + 10g /L
sucrose was tested. In order to establish optimal variant of growth regulators 4 variants were
experimented, 6- benzylaminopurine (BAP) in concentration of 0.3 mg/Land 1 mg/L and meta-
Topolin (mT) in same concentrations. In vitro rooting was carried out in two experimental
variants, on IAA rooting medium and on hormone free rooting medium. The greatest number
of shoots with average of 2.6 were produced in medium containing 1 mg/L BAP and the
maximum shoot length of 8.9 was produced in medium containing 0.3 mg/L BAP. The rooting
percentage was higher (61%) on hormone free rooting medium but the acclimatization
percentages for both variants were very similar (92% and 95%).

Keywords: blackberry, cultivar Reuben, micropropagation, 6-benzylaminopurine, meta-
Topolin
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1. Uvod

Kupina (Rubus fructicosus L.) postaje sve traZenija voéna vrsta zbog izuzetnih
nutritivnih vrijednosti. Kupine su bogat izvor antocijana i fenolnih antioksidansa (Siriwoharn i
sur., 2004 navedeno u Jafari Najaf-Abadi i Hamidoghli, 2009) Sto moze povoljno utjecati na
lijeCenje i prevenciju raka te kardiovaskularnih oboljenja (Jennings i sur., 1990 navedeno u
Jafari Najaf-Abadi i Hamidoghli, 2009). Procjenjuje se da se Sirom svijeta godisnje proizvede
oko 154 578 tona kupine (Strik, 2007 navedeno u Kaume i sur., 2011).

Komercijalno se kupine mogu razmnoZavati reznicama, povaljenicama, dijeljenjem
busena, a u veéim rasadnicima najées¢e mikropropagacijom. Zabiljezen je veliki broj kultivara
kupine razmnoZavanih in vitro (Wainwright i Flegmann, 1986; Meng i sur., 2004 navedeno u
Jafari Najaf-Abadi i Hamidoghli, 2009).

Mikropropagacija moze u kratkom vremenu i neovisno o godiSnjem dobu osigurati
veliki broj zdravih i ujednacenih sadnica ako je optimiziran protokol za pojedini genotip, ali
potrebno je puno istrazivackog rada da bi se optimizirali uvjeti za svaku fazu rasta i razvoja
(Jafari Najaf-Abadi i Hamidoghli, 2009). Takoder, predstavlja idealan nacin razmnoZavanja
kultura za eksperimentalne svrhe.

“Reuben” je nova sorta kupine izuzetno velikih i slatkih plodova, a rod donosi i na
jednogodisnjim izdancima $to nije zabiljeZeno kod drugih komercijalnih sorti kupine. Svojstvo
donosenja roda na jednogodisnjim izdancima sa sobom donosi puno prednosti. Za njezino
komercijalno Sirenje izuzetno je vazno utvrditi protokol za uspjeSnu mikropropagaciju.

Kao jedan od najvecih problema mikropropagacije bobicastog voéa navodi se pravilna
prilagodba koncentracija regulatora rasta te izbor odgovarajuce podloge (Jain i Ishii, 2003).

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog rada bio je:

(1) utvrditi utjecaj razli¢itog sastava Secera u podlozi na mikropropagaciju kupine sorte
“Reuben”;

(2) istraziti uspjesnost mikropropagacije na MS hranidbenom mediju s razli¢itim citokininima
i njihovim razli¢itim koncentracijama;

(3) procijeniti uspjesnost in vitro zakorjenjivanja kupine i naknadne aklimatizacije



2. Pregled literature

2.1. Morfologija kupine

Kupina je viSegodisnja biljka iz porodice Rosaceae. Pripada redu Rubus kao i malina.
Kupina je raSirena kao divlja na rubovima Suma, u Zivicama ili zapustenim povrSinama. Uzgaja
se i kao utilitarna ili ornamentalna biljka u vrtovima i na plantazama.

Stabljika je uspravnog rasta ili povinuta povijusa koja je obi¢no bodljikava ili dlakava.
Listovi su jednostavni, obi¢no izmjenicno trolisni, perasto sastavljeni s palisti¢cima. Cvjetovi
dvospolni, grupirani u grozdaste ili metlicaste cvatove. Cvijet je sastavljen od pet bijelih ili
ruzicastih latica, isto toliko lapova i veceg broja prasnika ili plodnica, koji se nalaze na
zajedni¢kom cvjetisStu. Plod je mnogokostunica srasla sa cvjethom lozom (Volcevi¢, 2008).

2.1.1. Ljekovita svojstva kupine i nutritivne vrijednosti

Kod kupine, za ljekovite svrhe, najéesce se koriste listovi i plod. List sadrZi tanine,
etericno ulje, pektin, jantarnu, jabucnu, oksalnu, mlijecnu i salicilnu kiselinu, neSto vitamina C
i inozita. Plod sadrZzi mnogo vitamina C i A, Zeljeza, kalcija i natrija. Koriste se kod Zelucanih
tegoba, nadutosti, katara Zeluca, te nadrazene sluznice Zeluca i crijeva, Cira na Zelucu i
dvanaesniku. Povoljno utjeCe na razna krvarenja te jaca cijeli organizam (Lesinger, 2006).

SadrZi antioksidanse u obliku antocijana, tanina, elagitanina, galinske kiseline i
kvercetina. Antocijani se nalaze u obliku derivata cijanidina (Tablica 2.1.1.1.) koji pridonose
njenom visokom antioksidantom djelovanju. U usporedbi s ostalim vo¢em kupina ima visoku
vrijednost ORAC-a (engl. Oxygen radical absorbance capacity - kapacitet za apsorpciju kisikovih
radikala) (Cho i sur., 2004 navedeno u Kaume i sur., 2011). Osim $to su jaki antioksidansi,
navodi se da antocijani imaju antiupalna, antivirusna, antiproliferativna i antikancerogena
svojstva (Skrede i Wrolstad, 2002 navedeno u Kaume i sur., 2011).



Tablica 2.1.1.1. Nutritivne vrijednosti kupine

Nutrijent Mjerna jedinica | Koli¢inana 100 g
Voda G 88.15
Energetska vrijednost kcal 43
Bjelancevine G 1.39
Masti g 0.49
Ugljikohidrati g 9.61
Dijetna vlakna g 5.3
Seéeri g 4.88
Minerali

Kalcij mg 29
Zeljezo mg 0.62
Magnezij mg 20
Fosfor mg 22
Kalij mg 162
Natrij mg 1
Cink mg 0.53
Vitamini

Vitamin C mg 21
Tiamin mg 0.02
Riboflavin mg 0.026
Niacin mg 0.646
Vitamin B-6 mg 0.03
Folna kiselina, DFE ug 25
Vitamin B-12 Mg 0
Vitamin A Mg 11
Vitamin A 1V 214
Vitamin E mg 1.17
Vitamin D Mg 0
Vitamin D U 0
Vitamin K ug 19.8
Lipidi

Zasicene masne kiseline g 0.014
Jednostruko zasiéene masne | g 0.047
kiseline

Nezasicene masne kiseline g 0.28
Antocijani

Cijanidin mg 99.95

Izvor: USDA National Nutrient Database for Standard Reference 28 (May 2016)
https://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods/show/2161



https://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods/show/2161

2.1.2. Kupina sorte “Reuben”

Za pokus je koriStena sorta kupine “Reuben” (Slika 2.1.2.1.). Njena specifi¢nost je da
daje rod i na jednogodi$njim izbojima Sto rezultira ranijem stupanju u rod i povecanim
prinosom. ViSerodne (eng. primocane) sorte omogucuje ranije stupanje biljke u rod, dva uroda
u godini (iako je urod na pocetku ljeta slabiji). Odlikuje se velikim plodovima (14,5 g) visokom
kvalitetom i rodnos$c¢u. “Rueben” je sorta povedanog vigora, uspravnog i kompaktnog rasta.
MozZe se razmnoZavati dijeljenjem korijena i mikropropagacijom, u tim slucajevima
vegetativnog razmnoZavanja genetski je stabilna i zadrzava sortna obiljeZja (Google patenti
USPP23497, 2013).

Otkrivena je 2005. godine u Fayetteville-u (Arkansas). Nastala je krizanjem
nekomercijalnih sorti “A-2292T” i “APF-FF”. Oplemenjivaci su John Reuben Clark i Jane Fairlie
(Google patenti USPP23497, 2013).

“Reuben” se od Zenskog roditelja “A-2292T” razlikuje po tome Sto daje rod na
jednogodisnjim izbojima, po bodljikavoj stabljici te po veli¢ini ploda koji u prosjeku tezi 14,5 g
dok plod “A-2292T” ima prosje¢nu masu ploda 6 g (Google patenti USPP23497, 2013).

Muski roditelj “APF-FF” takoder ima maniji plod, prosje¢ne mase 8 g. “Reuben” je veéeg vigora
i viSe stabljike (Google patenti USPP23497, 2013).

“Reuben” je usporeden i s jednom komercijalnom sortom “Natchez” koja ima
prosjecnu masu ploda od 8,9 g do 9,4 g te nema bodljikavu stabljiku (Google patenti
USPP23497, 2013).

Svojstvo ovog kultivara da daje rod na jednogodisnjim izbojima donosi mnoge
prednosti. Glavna prednost je moguénost dva uroda u godini. Slabiji urod na pocetku ljeta, te
jaciurod u jesen. Drugi urod je znacajno kasniji nego kod drugih sorti kupina pa se tako sezona
produzuje do 6 tjedana. Za smanjivanje troSkova rezidbe neki proizvodaci se odlucuju na
kosnju izboja ¢ime se Zrtvuje ljetni urod, ali rezultira veéim i kvalitetnijim jesenskim urodom.
U tom slucaju se izbjegavaju i posljedice oste¢enja uzrokovanih niskim temperaturama zimi
$to nadalje omoguduje uzgoj kupina na Sirem geografskom podrucju. Prednost je i prekid
Zivotnog ciklusa nekih insekata i patogena (Cercosporella rubi) (Pritts, 2008; Clark, 2008).



Slika 2.1.2.1. Kupina sorte “Reuben”
Izvor: Hargreaves plants

2.1.3. Razmnozavanje kupine

Komercijalno se kupine razmnozavaju klasi¢nim vegetativnim metodama. Mogu se
razmnozavati reznicama, poloZenicama te dijeljenjem busena ili korijena. U velikim
rasadnicima kupine se razmnoZavaju in vitro. Mikropropagacija ima prednost pred drugim
metodama jer je ekonomski isplativija te omogucuje proizvodnju kroz cijelu godinu. Takoder
iskljuCuje probleme koji se pojavljuju kod ostalih nac¢ina razmnozavanja kao $to su potreba za
velikom povrSinom i suzbijanje korova kod poloZenica te probleme zakorjenjivanja reznica
(Busby i Himerlick, 1999 navedeno u Jafari Najaf-Abadi i Hamidoghli, 2009).



2.2.

Mikropropagacija

Mikropropagiranje je postalo pouzdani i rutinski nacin brzog multipliciranja biljaka koji
se temelji na kulturi stanica biljaka, tkiva i organa na prilagodenom hranjivom mediju u
sterilnom okruZenju i kontroliranim uvjetima. Za in vitro proizvodnju biljaka vazna je
kvaliteta biljnog materijala i ekonomska isplativost (Anonymus 1, 2008). Fokus
mikrorazmnoZavanja je na uzgoju sadnica biljnog materijala, ali pronalazi svoju svrhu i u
raznim istraZivanjima, krioprezervaciji ugrozenih vrsta, poSumljavanju itd. (Anonymus 2,
2014).

Mikropropagacija se odvija u vise faza. Nulta faza obuhvaca postupke prije pocetka
same kulture, zatim slijedi uvodenje u kulturu, umnoZavanje i reprodukcija. Prije zavrSne
faze gdje se bilj¢ice prenose u zemlju obavlja se priprema kultura za prijenos (Jelaska,
1994).

2.2.1. Prednosti i nedostaci mikropropagacije
Prednosti mikropropagacije nad klasi¢nim vegetativnim razmnozavanjem

e RazmnozZavanje in vitro mnogo je brze od razmnoZavanja in vivo

e Moguce je razmnozavati i one biljke koje u uvjetima in vitro nije mogude

e Dbiljke ¢esto rastu bolje i snaznije od biljaka kloniranih in vivo

e U kulturi tkiva razmnoZavaju se samo zdrave biljke, postavljanje kulture moze
poceti s odabranim i posebnim materijalom

e Prostor potreban za podizanje i razmnoZavanje mati¢nih biljaka znatno se
smanjuje upotrebom kulture in vitro

e Zahvaljujuéi optimalnim uvjetima omoguéeno je precizno vremensko
planiranje proizvodnje presadnica, ¢ime se postize proizvodnja kroz Citavu
godinu

e Razmnozavanje in vitro omogucava zakorjenjivanje reznica pa je cijepljenje
pupova na podlogu nepotrebno

e Nove sorte mogu se komercijalno brzo razmnoziti

e Omoguceno je brzo postavljanje roditeljskih klonova za stvaranje Fi-hibrida

e Kultura in vitro posebno je korisna za osnivanje banke gena



Nedostaci mikropropagacije

e Geneticka stabilnost u nekim sustavima razmnoZavanja in vitro je vrlo niska

e Nakon prijenosa u uvjete in vivo propagirane biljke mogu pokazati neke lose
znacajke

e Kod odredenih biljaka zakorjenjivanje i prijenos u uvjete in vivo moze biti
zahtjevno

e Mikropropagirani genotip biljaka moZze biti osjetljiv na bolest ili unisSten od
patogenog organizma

e Regenerativha sposobnost moZe se izgubiti nakon odredenog broja
supkultura kalusnog tkiva ili stanica

e U nekim slucajevima sterilna izolacija eksplantata je vrlo teSka (Jelaska,
1994)

2.2.2. Metode mikropropagacije

Nekoliko je metoda mikropropagacije: metoda pojedinacnih nodijskih segmenata,
metoda aksilarnog pupanja (grananja), adventivnim izdancima i somatskom embriogenezom.

Metodom aksilarnog pupanja vegetacijski se vrSak izolira i na podlozi s relativno
visokom koncentracijom citokinina inducira se rast aksilarnih pupova u pazuscima listova.
Kada se izdanci razviju, mogu se presaditi na svjezu podlogu i postupak se ponavlja dok se ne
postigne trazeni broj izdanaka koji se onda zakorjenjuju i prenose u zemlju (Jelaska, 1994).

Prednosti metode aksilarnog grananja nad drugim su: metoda je opcenito
jednostavnija od drugih, stopa umnoZavanja je visoka, genetska stabilnost uglavnhom je
ocuvana te je rast tako dobivenih biljaka vrlo dobar (Jelaska, 1994).

2.2.3. Potrebna oprema

Upotreba tehnika kulture tkiva zahtjeva odredenu opremu. Osim osnovne prijeko
potrebne opreme laboratorij bi trebao sadrzavati opremu za pripremu hranidbene podloge,
opremu za sterilno rukovanje biljnim materijalom te klima-komoru.

Za pripremu hranidbene podloge osim precizne vage za mjerenje tvari u gramima i
miligramima, pH-metra, deionizatora, odgovarajuéeg laboratorijskog posuda te razlicitih
kemikalija potreban nam je i uredaj za sterilizaciju hranidbene podloge. Sterilizacija se moze
izvrsSiti na viSe nacina: autoklaviranjem, sterilizacijom zracenjem i hladnom sterilizacijom
membranskim filtrima. Hranidbeni mediji se naj¢esée steriliziraju u autoklavu. Autoklav je
uredaj za sterilizaciju vruéom parom i poviSenim tlakom. UspjeSna ée sterilizacija ovisiti o
trajanju, tlaku, temperaturi te o volumenu tvari koja se sterilizira.



U opremu za sterilno rukovanje biljnim materijalom spada kabinet s protokom
sterilnog zraka, plamenik, filter papir, ploCe za sterilno rezanje, petrijeve zdjelice, 96%-tni
alkohol, parafilm, aluminijska folija i dr. Kabinet s protokom sterilnog zraka (“laminar air-flow
cabinet”) jo$ se naziva i laminar. Laminar osigurava sterilan prostor pri svim postupcima s
biljnim materijalom. lzraden je tako da se zrak usisava s jedne strane i propuhuje kroz posebne
filtre koji ne propustaju sitne Cestice veli¢ine mikroorganizama, a nakon toga Cist i sterilan zrak
ispuhuje se u radni dio komore u kojoj se obavlja rad.

Klima-komora je prostor za uzgoj kultura. Za mikropropagiranje u komori je potreban
nadzor nad temperaturom, izvor elektricne energije, police za kulture, fluorescentne cijevi za
osvjetljenje, preklopni sat za reguliranje duljine dana i sl. (Jelaska, 1994).

2.2.4. Hranidbeni medij

UspjesSnost kulture stanica, tkiva ili organa ovisit ¢ée o izboru pogodnog sastava
hranidbene podloge. Bez obzira na razli¢itosti izmedu hranidbenih medija koje se danas
upotrebljavaju, sve one sadrze mineralne soli, ugljikohidrate kao izvor energije, vitamine i
regulatore rasta. Medij Murashige i Skoog (1962) (Tablica 2.2.4.1.), poznat po skracenici MS,
najviSe je upotrebljavana podloga koja se uspjesSno primjenjuje za velik broj kultura. Kad se u
literaturi navodi podloga MS to podrazumijeva da je sastav mineralnih soli istovjetan podlozi
MS, a drugi dodaci mogu odstupati i razlikovati se od originalnog sastava (Jelaska, 1994).

Tablica 2.2.4.1. Kombinacija mineralnih soli u Murashige i Skoog (1962) hranidbenoj podlozi

Sol Koli¢ina (mg/l)
NH4NO3 1650
H3BOs3 6,2
CaClx2H;0 440
CoClIx6H,0 0,025
CuS04x5H,0 0,025
FeS04x7H,0 27,8
MgS04x7H,0 370
MnSO4x7H,0 22,3
Kl 0,83
KNO3 1900
KH2PO4 170
NaxEDTA 37,3
Na;MoQOsx2H,O0 | 0,25
ZnS04x7H,0 8,6

Izvor: Murashige i Skoog, 1962




2.2.4.1. Regulatorirasta

Rast i razvoj biljaka nadzire skupina malih molekula koji se nazivaju biljni hormoni.
Razina ovih molekula u biljaka tipi¢no se mijenja pod utjecajem faktora iz okoli$a, kao Sto su
svijetlo ili infekcija, tako da se odgovori tkiva u razli¢itim dijelovima biljke uskladuju sa
signalima iz okoline.

Biljni su hormoni klasi¢no podijeljeni u pet velikih skupina: auksini, giberelini, citokinini,
apscizinska kiselina i etilen (Cooper i Hausman, 2004).

U mikropropagaciji se najcesce koriste sintetski fitohormoni (auksini i citokinini) za
reguliranje rasta i razvoja.

Osim auksina, citokinini su najznacajnija grupa fitohormona. U kulturi tkiva citokinini
su neophodni za diobu stanica. Za poticanje razvoja aksilarnih pupova i reduciranje apikalne
dominacije izdanaka, jedan ili vise citokinina dodaju se u medij u fazi multiplikacije ( George i
sur. 2007. navedeno u Jafari Najaf — Abadi i Hamidoghli, 2009) .

Citokinini reguliraju rast biljke, razvoj organa i upravljaju mnogim fizioloskim
procesima. Dosad su stekli najveci potencijal u biotehnologiji kao komponente razlicitih
nutritivnih medija u kulturi tkiva. KoriStenjem optimalne koncentracije citokinina u
hranidbenoj podlozi dobivamo biljke sa Zeljenim karakteristikama. 6-benzilamiopurin (BAP) i
kinetin su najc¢esce koriSteni citokinini zbog njihove visoke bioloSke aktivnosti, dostupnosti i
niske cijene (Podlesakova, 2012).

Jedan od najboljih citokinina, BAP, koristen za poticanje rasta aksilarnih pupova
pokazao je negativne ucinke u periodu aklimatizacije biljaka. Akumulirani derivati BAP-a
inhibirali su zakorjenjivanje te inducirali heterogenost u rastu. Stoga su potrebni novi proizvodi
za eliminiranje negativnih efekata (Valero-Aracama i sur., 2010 navedeno u Kd&szeghi i sur.,
2014).

Werbrouck i sur. (1996.) testirali su citokinine dostupne na trzistu slicne BAP-u kako bi
pronasli alternativu. Takav citokinin trebao bi biti u¢inkovit, potaknuti rast dovoljnog broja
kvalitetnih izdanaka i ne bi smio proizvoditi stabilne derivate kao BAP. Pretpostavka je da je to
uzrok inhibicije zakorjenjivanja u periodu aklimatizacije. Zaklju¢ak ove studije jest da je meta-
Topolin (mT) odgovaraju¢a alternativa BAP-u kod mikropropagacije Spathiphyllum
floribindum. Meta-Topolin je aromatski citokinin, izoliran iz topole. Brzo se razgraduje tijekom
aklimatizacije, ne inhibira zakorjenjivanje, te je u¢inkovit u multiplikaciji.



2.3. Ucdinak razlicitih Secera i regulatora rasta na mikropropagaciju

Saharoza je najupotrebljivaniji Se¢er u mikropropagaciji ali, unato¢ dobrim rezultatima
i ostali Seceri (glukoza, fruktoza, sorbitol) se navode kao prikladni izvori energije za kulturu
tkiva razli¢itih vrsta (Romano i sur., 1995). Dokazano je da je glukoza ucinkovit izvor
ugljikohidrata u kulturi tkiva kod vrsta iz roda Alnus (Tremblay i Lalonde, 1984 navedeno u
Romano i sur., 1994), te vrsta Potentilla fruticosa L. i Ficus lyrata (Wainwright i Scrace, 1989 u
Romanoisur., 1994).

U istrazivanju uloge ugljikohidrata na mikropropagaciju hrasta plutnjaka ispitani su
saharoza, fruktoza, glukoza i sorbitol u razli¢itim koncentracijama. Najveéi broj izdanaka po
eksplantatu bio je na mediju koji sadrzava glukozu. Ipak, Romano i sur. (1994) navode kako je
saharoza pogodnija jer nema znacajne razlike u stopi proliferacije, a dala je dulje izdanke.

Ispitivanjem utjecaja saharoze, glukoze i fruktoze na mikropropagaciju vrste
Physocarpus opulifolius (L.) Maxim. doslo se do zaklju¢ka da je za ovu vrstu najpogodnija
fruktoza (llczuk i sur., 2013).

Gentile i sur. (2014) u svom radu su procjenivali u¢inak mT i BAP-a u odnosu na
proliferaciju kod podloga sljive “Torinel” i “Ferdor”. Rezultati su dokazali da mT nije poboljsao
proliferaciju izdanaka ni u jednoj od tri ispitanih koncentracija, medutim pokazao je pozitivan
utjecaj na rast i kvalitetu izdanaka.

Stefanci¢ i sur. (2005) ispitivanjem hormona IAA i IBA na zakorjenjivanje podloge §ljive
“Gisela 5” dosli su do zakljucka da je IBA bila ucinkovitija u zakorjenjivanju, sprijecila je razvoj
kalusa u ranom periodu zakorjenjivanja. Takoder je utjecala na jaci rast i razvoj izdanaka i
korijena. Utvrdili su i da hormoni nisu utjecali na uspjesnost aklimatizacije biljaka.

2.3.1. Mikropropagacija kupine

MS podloga osigurava razvoj biljaka i dobru stopu multiplkacije za sortu “Thornless
Evergreen” (Fira i sur., 2009, 2010). U prvom istrazivanju za multiplikaciju se koristio medij s
dodacima BAP , IBA i GAs kao regulatorima rasta. Ispitivali su tri razli¢ite koncentracije BAP-a
0,3 mg/L, 0,5 mg/L i 0,7 mg/L. Sve varijante su dale dobre rezultate, ali pri najnizoj
koncentraciji izdanci su bili ve¢eg vigora, dulji te su zakorjenili in vitro.

U drugom istrazivanju (Fira i sur., 2010) usporedili su utjecaj BAP-a i kinetina na
multiplikaciju. Dobiveni su sli¢ni rezultati. Regulator rasta BAP u koncentracijama od 0,5-0,7
mg/L osigurava visoku stopu multiplikacije, dok povecanje koncentracije na 1 mg/L smanjuje
razinu multiplikacije. Koristenjem kinetina u koncentraciji 4 mg/L i 8 mg/| stopa multiplikacije
bila je znacajno niza.

U radu Fira (2013) istrazivan je optimalni protokol za mikropropagaciju sorte “Loch
Ness”. Vrlo ucinkovitim se pokazao MS medij s 0,5 mg/L BAP koji daje odli¢ne rezultate vezano
za rast in vitro i proliferaciju. Pove¢anjem koncentracije na 0,7 mg/L povecava se i stopa
multiplikacije, ali uzrokuje deformacije biljaka. Istrazen je utjecaj jos nekih citokinina.
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Ruzi¢ i Lazi¢ (2006) provodili su pokus na kultivarima “Cacanska bestrna” i “Cacanska
crna” s ciljem pronalaska optimalne koncentracije regulatora rasta. Za fazu multiplikacije
koristen je MS medij s dodatkom 0,1 mg/L IBA, 0,1 mg/L GAs i BAP u koncentraciji od 0,5 mg/L
do 1 mg/L. Koncentracija BAP-a od 1 mg/L kod sorte “Cacanska bestrna” rezultirala je visokom
stopom multiplikacije. Smanjenje koncentracije na 0,5 mg/L smanjilo je stopu multiplikacije,
ali dobiveni su znacajno dulji izdanci. Kultivar “Cacanska bestrna” je uspje$no mikropropagiran
dok je za “Caéansku crnu” potrebno daljnje istraZivanje u svrhu optimizacije uvjeta za
multiplikaciju.

Clapa (2014) je provodila istraZivanje s ciljem uspostavljanja ucinkovitog i jeftinog
protokola za masovnu mikropropagaciju nekoliko kultivara kupine (“Ca¢anska bestrna”,
“Chester”, “Thornless”, “Loch Ness” i “Navaho” testiranjem i optimiziranjem tehnika koje su
ve¢ dale dobre rezultate kod mikropropagacije drugih kultivara kupine. Dokazano je da je
optimalna koncentracija BAP-a 0,5 mg/L za “Chester Thornless” i “Loch Ness” i 0,3 mg/L za
“Navaho”. Za “Cacansku bestrnu” mogu se koristiti obje koncentracije. Kultivari se mogu
uspjesno propagirati kako bi proizveli biljni materijal koji osigurava visoku stopu proliferacije i
ekonomsku isplativost ove metode.

U radu Borowskog i sur. (1996) istrazuje se utjecaj BAP-a na kultivare kupine “Ebano”,
“Tupi” i “Guarany”. Kod svih kultivara najbolja multiplikacija postignuta je na MS mediju s
dodatkom 1 ili 2 mg/L BAP-a, ali sa znac¢ajnim razlikama medu kultivarima.

Shuch i sur. (1993), kako je navedeno u radu Borowskog i sur. (1996) zaklju€uju kako
kod jabuka potreba za dodatkom BAP-a ovisi o endogenom sadrZaju citokinina svakog
kultivara. Njihova medusobna interakcija utjeCe na multiplikaciju, $to moZe objasniti sli¢ne
rezultate dobivene koriste¢i BAP u koncentracijama od 1 mg/L i 2 mg/L kod razli¢itih kultivara
kupine.
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3. Materijali i metode

3.1. Sterilizacija biljnog materijala

Jednogodisnji izdanci kupine “Reuben” sakupljeni su krajem sijecnja na jednom OPG-u
kod KriZevaca. lzdanci su rezani na duljinu oko 5 cm i podvrgnuti sterilizaciji. Biljni materijal je
najprije ispiran tekuéom vodom iz slavine 30 minuta. Sterilizacija je obavljena umakanjem
izdanaka u 70%-tni alkohol 2 minute i nakon toga u 3%-tnu otopinu Izosana G (Pliva) 15 minuta.
Otopini Izosana G dodano je nekoliko kapi detergenta Tween 20 (okvasivac) za smanjenje
povrsinske napetosti. Biljni materijal je potom ispran 3 x 5 minuta u sterilnoj destiliranoj vodi u
koju je dodana askorbinska kiselina u koncentraciji 150 mg/L.

3.2. Sterilizacija pribora

Pribor, tj. skalpeli i pincete, i stakleno laboratorijsko posude sterilizirano je u autoklavu
u trajanju od 25 minuta na temperaturi od 121°C i tlaku od 1 bara, nakon ¢ega je suseno u
suhom sterilizatoru. Prilikom koristenja u sterilnom prostoru laminara, pincete i skalpeli su
ucestalo sterilizirani na plameniku.

3.3. Priprema i sastav hranidbenog medija za uspostavljanje kulture i
mikropropagaciju

Mediji za uspostavljanje kulture i mikropropagaciju prikazani su u tablicama 3.3.1.i3.3.2.
pH svih medija prilagoden je na 5.8. Nakon dodavanja 8 g/L Bacto agara (Difco), mediji su
sterilizirani u autoklavu 25 min na 121°Ci pri tlaku od 1 bara, nakon ¢ega su izlijani u staklene
epruvete ili Magenta posudice takoder sterilizirane u autoklavu.

Tablica 3.3.1. Sastav medija za uspostavljanje kulture i prvi pokus aksilarnog grananja u
ovisnosti o sadrzaju Secera

Medij Sastav medija

MS HFM MS makro- i mikroelementi, MS vitamini, 0,1 g/L inozitola, 30 g/L saharoze,
Bacto-agar (Duchefa) 8 g/L, pH 5,8

EM MS HFM + 0,7 mg/L BAP + 0,5 g/L aktivnog ugljena

PM 1 MS HFM, ali sa FeSO4xH,0 2x, 1 mg/L BAP, 0,1 mg/L indolil-3-masla¢ne kiseline
(IBA), 0,1 mg/L giberelinske kiseline (GA3)

PM 2-SAH MS HFM, ali sa FeSO4xH,0 2x, KH,PO4 2x, KNO3 1/2x, NHsNOs 1/2x, 1 mg/L BAP,
0,1 mg/L IBA, 0,5 mg/L GA3 (30 g/L saharoze)

PM 2-GLU+SAH PM 2, alis 20 g/L glukoze +10 g/L saharoze
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Tablica 3.3.2. Tretmani koristeni u ispitivanju ucinkovitosti aksilarnog grananja u ovisnosti o
citokininima i njihovim razli¢itim koncentracijama

Tretmani Sastav medija

MS PM BAP 1 = PM 2-SAH

MS PM BAP 0,3 | PM 2-SAH + BAP 0,3 mg/L

MS PM mT 1 PM 2-SAH + 1 mg/L mT

MS PM mT 0,3 PM 2-SAH + 0,3 mg/L mT

MS PM HFM kao svi MS PM mediji, ali bez hormona

3.4. Uspostavljanje in vitro kulture i mikropropagacija

Vegetacijski vrsci izolirani su asepti¢no pod stereomikroskopom iz aksilarnih pupova i
postavljeni na medij za uspostavljanje kulture (EM - eng. Establishment Medium). lzdanci su
jednom bili supkultivirani na PM 1 medij (eng. Proliferation Medium) prije proizvodnje dovoljnog
broja izdanaka (Slika 3.4.1.) za postavljanje pokusa. Koncentracija Zeljeza u PM mediju
udvostrucena je u odnosu na EM medij, a promijenjen je i sastav regulatora rasta (Tablica 3.3.1.).

Na ovom su mediju izdanci supkultivirani dva puta tj. do proizvodnje dovoljnog broja izdanaka
za postavljanje pokusa.

Slika 3.4.1. Izdanci na PM mediju nakon supkultivacije s medija za uspostavljanje kulture
(Foto: S. Keresa)
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U prvom pokusu u kojem je ispitivana ucinkovitost aksilarnog grananja tj. proliferacije
izdanaka iz postavljenih eksplantata (vrskovi izdanaka duljine 0,5-1 cm) variran je sadrzaj Seéera
u podlozi pa je koristena ili samo saharoza (medij PM 2-SAH) ili glukoza 20 g/L + saharoza 10 g/L
(PM 2-GLU+SAH). Na svaki od ovih medija postavljena su po 63 eksplantata (7 Magenti sa po 9
eksplantata).

U drugom pokusu u kojem je ispitivana ucinkovitost aksilarnog grananja tj. proliferacije
izdanaka iz postavljenih eksplantata (vrSkovi izdanaka duljine 0,5-1 c¢cm) varirana je vrsta i
koncentracija regulatora rasta. lzdanci su zato bili postavljeni na PM 2-SAH, ali s razli¢itim
vrstama citokinina (BAP ili mT) u dvije koncentracije (1 mg/L ili 0,3 mg/L) te na isti takav medij
bez hormona — HFM (eng. Hormone Free Medium) (Tablica 3.3.2.). Na svaki od ovih tretmana
bilo je postavljeno od 54-63 eksplantata (6 ili 7 Magenta posudica sa po 9 eksplantata).

Supkultivacije i mjerenja radena su razmaku od 30 dana.

U jednom i drugom pokusu inducirana je mikropropagacija aksilarnim grananjem tj.
multipliciranjem izdanaka iz postojec¢ih meristema u bazalnim aksilarnim pupovima izdanaka
(eksplantata).

3.5. Zakorjenjivanje mikropropagiranih izdanaka

Mikropropagirani izdanci duljine 1-1,5 cm postavljeni su na medij za ukorjenjivanje (RM)
slijedecdeg sastava: MS makro- i mikroelementi, ali sa FeSOaxH>0 2x, KH2PO4 2x, MS vitamini,
0,1 g/Linozitola, 30 g/L saharoze, Bacto-agar (Duchefa) 8 g/L, pH 5,8. Najvedi broj izdanaka (188
kom) postavljen je na ovakav medij bez hormona (HF RM), a manji broj (49) na HF RM+1 mg/L
IAA (IAA RM). Faza zakorjenjivanja trajala je 50 dana.

Sve faze rasta in vitro odvijale su se u komori rasta pri 22°C, fotoperiodu 16 sati dan/8
sati no¢ i intenzitetu svjetla od 40 uE m?2s?,

3.6. Sadnja u supstrat i aklimatizacija

Prije sadnje s korijenja je opran medij za zakorjenjivanje. Biljke su nakon toga posadene u
smjesu komposta (2/3) i perlita (1/3), prekrivene plasticnom prozirnom folijom te
aklimatizirane u komori rasta na 20 °C, fotoperiodu 16 sati dan/8 sati no¢ i intenzitetu svjetla
od 40 pE m2s?,
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3.7. Statisticka analiza podataka

Pokusi su bili postavljeni po potpuno slu¢ajnom rasporedu.

Svojstva opazana (mjerena) u ovim pokusima bila su: broj izdanaka po eksplantatu i
duljina izdanaka. Mjereni su svi izdanci na eksplantatu, iz ¢ega su kao varijable izracunate
duljina najduljeg izdanka te prosjec¢na duljina svih izdanaka (mm).

Za analizu utjecaja sadrZaja Secera u hrandibenoj podlozi (PM 2-SAH i PM 2-GLU+SAH)
provedena je jednofaktorska analiza varijance.

Za utjecaj razlicitih citokinina u podlozi (BAP i mT) i njihovih razli¢itih koncentracija (1
mg/L i 0,3 mg/L) provedena je dvofaktorska analiza varijance (pokus 2 x 2). Provedena je i
dodatna jednofaktorska analiza varijance za ucinak pet tretmana i to: Cetiri kombinacije
citokininin x koncentracija te isti takav medij bez hormona — MS PM HFM na svojstva
mikropropagacije.

Srednje vrijednosti su usporedene LSD-testom ili Duncan-ovim testom na razini
signifikantnosti P < 0,05 (SAS, 2010).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Uspostavljanje kulture biljnog tkiva

Na medij za uspostavljanje kulture, svaki u zasebnoj epruveti pokrivenoj vatom i
aluminijskom folijom, bila su postavljena ukupno 23 asepti¢no izolirana vegetacijska vrska
kupine veli¢ine 0.5 - 1 mm. Devet dana nakon uvodenja u in vitro kulturu vegetacijski vrsci su
supkultivirani na medij za proliferaciju s pove¢anom koncentracijom regulatora rasta te
udvostru¢enom koncentracijom Zeljeza (PM 1) jer su vrlo rano, tijekom formiranja rozete,
primijeceni znakovi kloroze. Slicno ovome, kloroza izdanaka kupine se je pojavila u istrazivanju
Ruzi¢ i Lazi¢ (2006) s jednom od dvije mikropropagirane sorte kupine te su takoder kao mjeru
udvostrucili koncentraciju Zeljeza u mediju. Na ovom mediju za proliferaciju svi eksplantati su
nastavili rasti i aksilarno granati proizvodeci u prosjeku 2,8 izdanaka po eksplantatu. Na PM 1
mediju su izdanci supkultivirani dva puta tj. do proizvodnje dovoljnog broja izdanaka za
postavljanje pokusa.

4.2. Ucinkovitost mikropropagacije u ovisnosti o sastavu Secera

U prvom pokusu varirana je vrsta Secera u podlozi, ali je i dodatno bio promijenjen
sastav makro soli u medijima zbog crvenila i smedenja rubova listova Sto je mogao biti znak
nedostatka fosfora. Zato je makro sol KH2PO4 u svim daljnjim fazama in vitro kulture koristena
u dvostrukoj koncentraciji.

Analiza varijance pokazala je da je razlicit sastav Secera u mediju signifikantno utjecao
na svojstva duljine izdanaka - najdulji izdanak i prosje¢nu duljinu svih izdanaka, ali nije imao
signifikantan ucinak na broj izdanaka po eksplantatu. Duljina najduljeg izdanka, kao i prosje¢ne
duljine svih izdanaka bile su signifikantno ve¢e na mediju koji je sadrzavao glukozu i saharozu
(PM 2-GLU+SAH) (Tablica 4.2.1., Slika 4.2.1.).

U istrazivanju mikropropagacije hrasta plutnjaka Romano i sur. (1994) dobili su najveci
broj izdanaka na mediju koji je sadrzavao glukozu, iako je medij s 3% saharoze dao sli¢cne
rezultate. Ovo je sukladno nasim rezultatima. Za razliku od navedenog istraZivanja hrasta
plutnjaka, gdje je saharoza bila bolja u izduZivanju izdanaka, kod kupine je duljina najduljeg
izdanka bila ve¢a na mediju s 20 g/L glukoze + 10 g/L saharoze. Rezultati upucuju na to da je
kombinacija glukoze i saharoze imala pozitivan ucinak na mikropropagaciju i moze se
preporuditi.
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Tablica 4.2.1. Prosjecne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o sadrzaju

Secera u mediju

Sadrzaj secera u | Brojizdanaka po Duljina najduljeg Prosjecna duljina svih
mediju eksplantatu izdanka (mm) izdanaka (mm)

PM 2-SAH 2,7 a* 52b 4,2 b

PM 2-GLU+SAH 3,0a 6,4 a 51a

*vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se signifikantno

&
!

M 2-SAH

Pemacems

i

Slika 4.2.1. I1zdanci propagirani na mediju PM 2-SAH i PM 2-GLU+SAH (Foto: S. Keresa)

4.3. Ucinkovitost mikropropagacije u ovisnosti o razli¢itim citokininima i
njihovim razlicitim koncentracijama

Provedena dvofaktorska analiza varijance u kojoj je prvi faktor bila vrsta, a drugi
koncentracija citokinina pokazala je da vrsta citokinina kao i interakcija vrste i koncentracije
citokinina signifikantno utje¢u na broj izdanaka po eksplantatu. Sto se ti¢e duljine najduljeg
izdanka kao i prosjecne duljine svih izdanaka, vrsta citokinina nije pokazala signifikantan
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ucinak, ali jest koncentracija citokinina. Na prosje¢nu duljinu svih izdanaka signifikantan ucinak
pokazala je i interakcija vrste i koncentracije citokinina

Broj izdanaka po eksplantatu na mediju s BAP-om (2,2) (prosjek obje koncentracije) bio
je znacajno veci nego na mediju s mT (1,7) ili na mediju bez regulatora rasta (HFM) (0,8).
Istrazivanje na podlogama Sljive (Gentile i sur., 2014) takoder je pokazalo da je mT
neucinkovit citokinin na proliferaciju izdanaka. Prosjecne duljine izdanaka nisu znac¢ajno
razli¢ite ovisno o vrsti citokinina, ali su znacajno manje nego na mediju bez dodanih hormona
(Tablica 4.3.1). BAP i mT su, moZemo reci, inhibirali rast izdanaka u visinu, $to zapravo je
odlika citokinina. Oni potic¢u formiranje novih aksilarnih izdanaka, ali ujedno smanjuju
njihovu visinu.

Tablica 4.3.1. ProsjeCne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o vrsti
regulatora rasta (citokinina) u mediju

Regulator rasta | Broj izdanaka po | Duljina najduljeg | Prosjecna duljina svih
(citokinin) u mediju eksplantatu izdanka (mm) izdanaka (mm)

BAP 2,2a 7,1b 6,2 b

mT 1,7b 74D 6,6 b

HFM 0,8c 8,8a 11,0a

*vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se signifikantno prema LSD testu

Koncentracije citokinina (BAP-a i mT) od 1 mg/L , suprotno ocekivanju, nisu znatno
povecale broj izdanaka po eksplantatu. Manja koncentracija citokinina nije inhibirala rast
izdanaka, zato su duljine izdanaka signifikantno ve¢e na medijima koji su sadrzavali citokinine
u koncentraciji od 0,3 mg/L. Najveca prosjecna duljina svih izdanaka postignuta je na mediju
bez regulatora rasta (Tablica 4.3.1.).

Ovi rezultati su sli¢ni rezultatima istrazivanja koje su proveli Ruzi¢ i Lazi¢ (2006), Fira
(2010, 2013) gdje se povecanjem koncentracije citokinina znacajno povecala proliferacija, a
duljina izdanaka je znacajno smanjena.
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Tablica 4.3.2. Prosjec¢ne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o
koncentraciji regulatora rasta (citokinina) u mediju

Koncentracija Broj izdanaka po | Duljina najduljeg | Prosje¢na duljina svih
regulatora rasta eksplantatu izdanka (mm) izdanaka(mm)

1 mg/L 2,1a 57b 49c

0,3 mg/L 1,8a 8,6a 7,7b

0,0 mg/L 0,8b 8,8a 11,1 a

*vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se signifikantno prema LSD testu

Jednofaktorska analiza varijance provedena kako bi se utvrdio ucinak tretmana na
svojstva mikropropagacije pokazala je da tretmani signifikantno utjecu na sva tri svojstva.

Broj izdanaka po eksplantatu bio je najvedi i signifikantno razli¢it od ostalih tretmana
koriStenjem MS PM BAP 1 medija (2,6) (Tablica 4.3.3.). Tretman s koncentracijom BAP-a 0,3
mg/L i mediji s meta-Topolinom (obadvije koncentracije), dali su znacajno maniji broj izdanaka
po eksplantatu.

Sliéne indekse multiplikacije izdanaka (od 1,46-2,45) kod sorte kupine ,Calanska
bestrna“ dobili su Ruzi¢ i Lazi¢ (2006) koriste¢i MS medij s dodatkom BAP-a u koncentraciji 0,5
ili1 mg/L+GA3 0,1 mg/L+ IBA ili NAA 0,1 mg/L.

Na MS PM BAP 1 mediju, koji je imao najveci broj izdanaka po eksplantatu duljine
izdanaka bile su najmanje (Slika 4.3.1). Meta-Topolin u koncentraciji od 1 mg/L se nije pokazao
ucinkovit, nije povecao broj izdanaka i razvijeni izdanci su znaéajno kraéi nego Sto su bili na
mediju sa manjom koncentracijom citokinina i na mediju bez hormona (Slika 4.3.2.). Tretman
MS PM BAP 0,3 pokazao je manji u€inak multiplikacije izdanaka po eksplantatu od tretmana
MS PM BAP 1, ali je dao izdanke znacajno dulje od ostalih tretmana s citokininima (Tablica
4.3.2.). Tretman MS PM mT 0,3 ima sliéne rezultate kao i tratman MS PM BAP 0,3 (Slika 4.3.3.
i4.3.4.).
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Tablica 4.3.3. Prosjec¢ne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o

kombiniranom ucinku vrste i koncentracije regulatora rasta (tretmani)

Tretmani Broj izdanaka po | Duljina najduljeg | Prosje€na duljina svih
eksplantatu izdanka (mm) izdanaka (mm)

MSPMBAP 1 2,63 51b 4,2d

MS PM BAP 0,3 2,0b 8,9a 8hb

MSPM mT 1 1,6b 6.2b 5,6¢

MS PMmT 0,3 1,7b 83a 7,41

MS PM HFM 08¢ 8,83 113

*vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone
testu

ne razlikuju se signifikantno prema Duncan-ovom

Slika 4.3.1. I1zdanci dobiveni aksilarnim grananjem na MS PM BAP 1 (Foto: S. Keresa)
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Slika 4.3.2. I1zdanci dobiveni aksilarnim grananjem na MS PM mT 1 (Foto: S. Keresa)

M
i

Slika 4.3.3. Izdanci dobiveni aksilarnim grananjem na MS PM BAP 0,3 (Foto: S. Keresa)
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Slika 4.3.4. I1zdanci dobiveni aksilarnim grananjem na MS PM mT 0,3 (Foto: S. Keresa)

4.4. Zakorjenjivanje i aklimatizacija mikropropagiranih izdanaka

Uspjesnost zakorjenjivanja bila je 61% na mediju bez hormona, a 41% na mediju s dodatkom
IAA (Graf 4.4.1.). Korijenje je bilo dugacko i dovoljno razgranato (Slika 4.4.1.). UspjesSnost
zakorjenjivanja na HF RM usporediva je s postotkom ex vitro zakorijenjenih (in vitro
propagiranih) izdanaka kupine sorata ,Chester Thornless” i ,Cacanska bestrna“ (Fira i sur.,
2014). Medutim, ovaj postotak zakorijenjenih izdanaka nije zadovoljavajuéi te protokol
zakorijenjivanja treba jo$ optimizirati.
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Graf 4.4.1. Postotak zakorjenjivanja na HF RM i IAA RM

Slika 4.4.1. In vitro zakorijenjena biljka na HF RM (Foto: S. Keresa)
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Zbog dobro razvijenog korijenja uspjeSnost aklimatizacije bila je vrlo visoka (Slika
4.4.1.). Aklimatizaciju je preZivjelo 92% biljaka zakorijenjenih na HF RM (bez hormona) i 95%
biljaka zakorijenjenih na IAA RM (medij s 1 mg/L IAA) (Slika 4.4.2.).

Slika 4.4.2.. Aklimatizirane biljke kupine (Foto: S. Keresa)
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5. Zakljucak

Uspjesno je provedena mikropropagacija kupine sorte “Reuben” na modificiranoj MS
hranidbenoj podlozi uz dodatak auksina i citokinina. Ispitivali smo utjecaj sastava Secera u
hranidbenoj podlozi, te utjecaj razliCitih citokinina u razli¢itim koncentracijama na
mikropropagaciju. Mjerena svojstva su bila broj izdanaka po eksplantatu, duljina najduljeg
izdanka i prosje¢na duljina svih izdanaka. Na temelju provedenih istraZzivanja, doneseni su
slijededi zakljucci:

Za mikropropagaciju kupine sorte ,,Reuben” povoljniji je medij s dodatkom glukoze - PM
2-GLU+SAH, u odnosu na medij samo sa saharozom. lako je broj izdanaka na ovim medijima
bio slican, duljine izdanaka bile su znacajno vece na mediju PM 2-GLU-SAH.

Broj izdanaka po eksplantatu na mediju s BAP-om (2,2) bio je znacajno veéi nego na
mediju s mT (1,7) ili na mediju bez regulatora rasta (0,8). Duljine izdanaka nisu se znacajno
razlikovale obzirom na ova dva citokinina. Najmanji broj, ali najdulji izdanci dobiveni su na
mediju bez regulatora rasta.

Usporedivanjem koncentracija citokinina utvrdeno je da veée koncentracije povise
proliferaciju, a smanje duljinu izdanaka.

Analiza mikropropagacije ovisno o kombiniranom uéinku vrste i koncentracije regulatora
rasta tj. tretmanu pokazuje da je najbolji rezultat dobiven koristenjem BAP-a u obje ispitivane
koncentracije. Temeljem dobivenih rezultata zakljuéujemo da meta-Topolin ipak ne
predstavlja alternativu BAP-u u mikropropagaciji kupine sorte “Reuben”.

Postotak zakorjenjivanja je bio veci na mediju bez dodatka hormona i iznosio je 61% dok
je na mediju s dodatkom IAA iznosio samo 41%.

Aklimatizacija je bila vrlo visoka te ju je prezivielo 92% biljaka zakorijenjenih na HF RM
(bez hormona) i 95% biljaka zakorijenjenih na IAA RM.

Rezultati su dokazali da je BAP ucinkovitiji od mT, te daju prednost koristenju glukoze kao
izvora Secera, ali ukazuju i na potrebu daljnjeg istrazivanja. Jedno od bududih istrazivanja
moglo bi se temeljiti na optimizaciji koncentracije BAP-a koja bi dala najbolje rezultate.
Ispitivanjem hormona kao sto je IBA, mogli bi poboljsati uspjeh zakorjenjivanja.
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