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glasnik zastite bilja

Keresa, Snjezana ', Ivanka Habus Jercic', Kristina Batelja Lodeta’, lzvorni znanstvenirad
Marijana Baric', Marija Pecina’, Anita Bosnjak Mihovilovi¢" Martina Zec?
Utjecaj razlicitih Secera i citokinina
na mikropropagaciju kupine sorte 'Reuben’

Sazetak

Cilj istrazivanja bio je utvrdivanje protokola za mikropropagaciju kupine sorte ‘Reuben’ Vegetacijski vrsci
izolirani su aseptiéno pod stereomikroskopom iz aksilarnih pupova i postavljeni na medij za uspostavljanje
kulture (EM). Na mediju za proliferaciju (PM) ispitivan je utjecaj Secera u dvije varijante: s dodanih 30 g L'
saharozeili20 gL' glukoze + 10g L’ saharoze. Da bise utvrdila optimalna vrsta i koncentracija citokinina za
mikropropagaciju, u drugom pokusu ispitano je 5 tretmana: 6-benzilaminopurin (BAP) u koncentracijama
1mgL'i0,3 mg L', meta-topolin (mT) u jednakim koncentracijama te kao kontrola, medij bez hormona.
Zakorjenjivanje in vitro provedeno je u dvije varijante, na mediju s dodanom indolil-3-octenom kiselinom
(IAA) u koncentraciji 1 mg L' i na mediju bez hormona. Najveci broj izdanaka po eksplantatu (2,6) dobiven
je na mediju s 1 mg L' BAP-a, ali su oni ujedno bili najkraci. Najdulji izdanci dobiveni su na mediju s 0,3
mg L BAP-a ili mT kao i na mediju bez hormona. Postotak zakorjenjivanja bio je visi (61%) na mediju
za zakorjenjivanje bez hormona. Aklimatizacija je bila uspjesna i iznosila 92%-95%, ovisno o mediju za
zakorjenjivanje.

Kljuéne rijeéi: in vitro proliferacija, Secer, 6-benzilaminopurin, meta-topolin

Uvod

Sorta kupine 'Reuben’ dobivena je 2005. godine u Fayettevilleu (SAD) iz krizanja Zenskog
roditelja kupine 'A-2292T' i muskog roditelja kupine 'APF-44". Sjeme iz ovog krizanja otpremlje-
no je u Veliku Britaniju gdje su 2006. godine sjemenke posijane na polju, a u jesen iste godine
jedna sadnica, oznacena kao HPB3 ('Reuben’), odabrana je zbog cvatnje i plodonosenja na jed-
nogodisnjim izdancima (primocane) te zbog visoke kvalitete i velic¢ine ploda. 'Reuben’ je sorta
povecanog vigora, vrio uspravnog (Slika 1a) i kompaktnog rasta (Clark i Fairlie, 2013) zbog ¢ega
se moze saditi na razmak od 50 cm unutar reda.

Za razliku od sorata kupina koje plod donose tek na dvogodisnjim izdancima (floricane),
sorta 'Reuben’ moze dati plod i na dvogodisnjim i na jednogodisnjim izdancima. Na dvogodis-
njim izdancima sorta cvate (Slika 1b) i donosi plod vrlo rano, a na jednogodisnjima koji izrastu
tijekom godine, u kasno ljeto i jesen. Ako se Zeli postici samo jedan kasni rod, izdanci se mogu
tijekom zime posjedi u razini tla, a na novima koji ¢e potjerati u proljece, u kasno ljeto i tijekom
jeseni (sve do mraza) moze se ocekivati obilan urod. Mladi izdanci su bez trnja, a stariji dvogo-
di$nji imaju mali broj tmova po sebi.

Kupine se razmnozavaju vegetativno reznicama, polozenicama ili dijeljenjem grma. U ra-
sadnicima je, medutim, uobicajeni nacin razmnozavanja kupina mikropropagacijom. Mikro-
propagacija (mikrorazmnozavanje) je razmnozavanje odredenog genotipa in vitro tehnikama
uz o¢uvanje genetske stabilnosti.
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Slika 1. Kupina sorte 'Reuben' posadena iz mikropropagairane sadnice: (a) uspravan rast i
(b) cvjetni pup krajem ozujka

Figure 1. Micropropagated blackberry 'Reuben’ planted under field conditions: (a) erect
growth and (b) floral bud at the end of March

Postoji nekoliko nacina mikropropagacije, a za kupinu se uobi¢ajeno koristi mikropropa-
gacija aksilarnim grananjem §to podrazumijeva rast novih izdanaka iz postojec¢ih meristema
u pazuscima lisnih primordija pupa nakon sto se eksplantat (pup ili nodij ili dio stabljike s vise
nodija) polozi u hranidbeni medij s odgovarajucim regulatorima rasta (hormonima).

U tu svrhu koriste se citokinini koji sprjecavaju apikalnu dominaciju i poticu istovremeni
rast vise izdanaka (George i de Klerk, 2007). Supkultivacijama tj. odvajanjem nastalih mikroiz-
danaka i njihovim prijenosom na svjezi hranidbeni medij s regulatorima rasta, multiplikacija
izdanaka se ponavlja. Nakon proizvodnje dovoljnog broja mikroizdanaka, iste je potrebno za-
korijeniti.

Protokoli za mikropropagaciju razvijeni su za razlicite sorte kupina (Bobrowski et al., 1996;
Ruzic i Lazi¢, 2006; Fira et al., 2014; Kefayti et al., 2018). lako se i kupina sorta 'Reuben’ vjerojatno
mikropropagira u velikim europskim i americkim rasadnicima, podatci o tome nisu dostupni.

Cilj rada bio je (1) utvrditi utjecaj razlicitog sastava Secera u podlozi na mikropropagaciju
kupine sorte 'Reuben’; (2) istraziti uspjesnost mikropropagacije na MS hranidbenom mediju s
razlicitim citokininima i u razli¢itim koncentracijama; (3) procijeniti uspjesnost in vitro zakorje-
njivanja kupine i naknadne aklimatizacije.

Materijali i metode

Uspostavljanje in vitro kulture i mikropropagacija

Mediji za uspostavljanje kulture i pocetnu proliferaciju izdanaka prikazani su u tablici 1.
Nakon dodavanja Bacto agara (Difco), mediji su sterilizirani u autoklavu 25 min na 121°C pri
tlaku od 1 bara. Izdanci kupine 'Reuben' sakupljeni krajem sijecnja rezani su na duljinu oko 5
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cm i podvrgnuti povrsinskoj sterilizaciji. Biljni materijal je najprije ispiran teku¢om vodom iz
slavine 30 minuta. Sterilizacija je obavljena tretiranjem izdanaka 70%-tnim alkoholom 2 minu-
te i nakon toga 3%-tnom otopinom Izosana G (Pliva) 15 minuta. Otopini Izosana G dodano je
nekoliko kapi detergenta Tween 20 (okvasivac) za smanjenje povrsinske napetosti. Biljni ma-
terijal je potom ispran 3 x 5 minuta u sterilnoj destiliranoj vodi u koju je dodana askorbinska
kiselina u koncentraciji 150 mg L.

Vegetacijski vrici veli¢cine 0.5-1 mm izolirani su asepti¢no pod stereomikroskopom iz ak-
silarnih pupova i postavljeni na medij za uspostavljanje kulture (EM - eng. Establishment Me-
dium). Ilzdanci su potom dva puta supkultivirani na EM 1 mediju prije proizvodnje dovoljnog
broja izdanaka za postavljanje pokusa. Koncentracija zeljeza u EM 1 mediju udvostrucena je u
odnosu na EM medij, a promijenjen je i <astav regulatora rasta (Tablica 1).

Tablica 1. Sastav medija za uspostavljanje kulture i pocetnu proliferaciju izdanaka
Table 1. Media composition for culture establishment and initial shoot proliferation

Medij/Medium Sastav medija/Media composition

MS makro- i mikroelementi (Murashige i Skoog, 1962), MS vitamini, 0,1 g L inozitola,

MSHEM 30 g L' saharoze, 8 g L' Bacto-agar (Difco), pH 5,8
EM MS HFM + 0,7 mg L' BAP + 0,5 g L aktivhog ugljena
EM 1 MS HFM s 2 x FeSO xH,0, 1 mg L' BAP. 0,1 mg L indolil-3-masla¢ne kiseline (IBA), 0,1

mg L giberelinske kiseline (GA3)

U prvom pokusu, u kojem je ispitivan utjecaj razli¢itog sastava Secera na ucinkovitost aksi-
larnog grananjatj. proliferaciju izdanaka iz postavljenih eksplantata (mikroizdanci duljine 0,5-1
cm), MS medij je dodatno modificiran (PM) te je sadrzavao 2 x FeSO,xH, O i 2 x KH PO, u odnosu
na osnovni MS medij kao i MS vitamine, 0,1 g L inozitola, 8 g L' Bacto-agara (Difco), a pH je
bio prilagoden na 5,8. U medijima je variran sadrzaj Secera pa je koristena ili samo saharoza
ili glukoza + saharoza (Tablica 2). Na svaki od ovih medija postavljena su po 63 eksplantata (7
Magenti sa po 9 eksplantata).

Tablica 2. Sastav medija za ispitivanje utjecaja Secera na ucinkovitost mikropropagacije
Table 2. Media composition for examining effects of sugar type on micropropagation efficiency

Medij/Medium Sastav medija/Media composition
PM SAH PM, 1 mg L' BAR, 0,1 mg L' I1BA,0,5 mg L' GA3,30 g L' saharoze
PM GLU+SAH PM, 1 mg L' BAP. 0,1 mg L' IBA,0,5 mg L' GA3,20 g L glukoze +10 g L' saharoze

U drugom pokusu je ispitivana ucinkovitost aksilarnog grananja tj. proliferacije izdanaka
iz supkultiviranih mikroizdanaka duljine 0,5-1 cm s obzirom na vrstu i koncentraciju citokini-
na. lzdanci su zato bili postavljeni na PM medij s 30 g L saharoze i razli¢itim citokininima:
6-benzilaminopurinom (BAP) ili meta-topolinom (mT). Dodatno, citokinini su bili varirani u
dvije koncentracije (1 mg L' ili 0,3 mg L"), a PM medij bez reqgulatora rasta (PM HFM) je sluzio
kao kontrola (Tablica 3). Na svaki od ovih tretmana bilo je postavljeno od 54-63 eksplantata (6
ili 7 Magenta posudica sa po 9 eksplantata). Sve supkultivacije i mjerenja radena su razmaku
od 30 dana.
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Tablica 3. Sastav medija za ispitivanje ucinkovitosti mikropropagacije u ovisnosti o citoki-
ninima i njihovim koncentracijama

Table 3. Media composition for examining effects of different cytokinin types and concen-
trations on micropropagation efficiency

Tretmani/Treatments Sastav medija/Media composition

PM HFM PM + 30 g L' saharoze

PMBAP 1 PMHFM, 0,1 mg L' IBA,0,5mg L' GA3,1 mg L' BAP
PMBAPO,3 PM HFM, 0,1 mg L IBA, 0,5 mg L' GA3, 0,3 mg L' BAP
PMmT1 PMHFM, 0,1 mg L' IBA,0,5mgL" GA3, 1 mgL' mT
PMmTO0,3 PM HFM, 0,1 mg L' IBA,0,5mg L' GA3,03mgL' mT

Zakorjenjivanje mikropropagiranih izdanaka

Mikropropagiraniizdanci duljine 1-1,5 cm odvojeni su iz grmica i zakorijenjivani na PM HFM
mediju ili PM HFM + 1 mg L' indolil-3-octene kiseline (IAA). 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
noci intenzitetu svjetla od 40 uE m3s™.

Sadnja u supstrat i aklimatizacija

Prije sadnje s korijenja je ispran medij za zakorjenjivanje. Biljke su nakon toga posadene u
smjesu komposta (2/3) i perlita (1/3), prekrivene plasti¢cnom prozirnom folijom te aklimatizirane
u komori rasta na 20 °C, fotoperiodu 16 sati dan/8 sati noci intenzitetu svjetla od 40 pE ms™'.

Statisticka analiza podataka

Pokusi su bili postavljeni po potpuno slucajnom rasporedu. Svojstva opazana (mjerena) u
ovim pokusima bila su broj izdanaka po eksplantatu i duljina izdanaka (mm). Za analizu poda-
taka provedena je jednofaktorska analiza varijance. Srednje vrijednosti usporedene su LSD-te-
stom na razini signifikantnosti P<0,05. Statisticka analiza podataka provedena je programskim
paketom SAS (SAS/STAT® 9.4 software).

Rezultati i rasprava

Uspostavljanje in vitro kulture

Na medij za uspostavljanje kulture, svaki u zasebnoj epruveti pokrivenoj vatom i alumi-
nijskom folijom, bila su postavljena ukupno 23 asepti¢no izolirana vegetacijska vrska kupine.
Aktivni ugljen u EM mediju koristen je kako bi adsorbirao otpustene fenolne tvari iz vegeta-
cijskih vrsaka jer njihova oksidacija ¢esto dovodi do nekroze postavljenih eksplantata. Devet
dana nakon uvodenja u in vitro kulturu vegetacijski vrici su supkultivirani (Slika 2) na medij s
povecanom koncentracijom regulatora rasta te udvostru¢enom koncentracijom zeljeza (EM
1). Koncentracija zeljeza je udvostrucena iz razloga jer su vrlo rano, tijekom formiranja rozete,
primijeceni znakovi kloroze. Sliéno ovome, kloroza izdanaka kupine pojavila se u istrazivanju
Ruzic i Lazic¢ (2006) s jednom od dvije mikropropagirane sorte kupine te je takoder kao mjera
bila primijenjena udvostru¢ena koncentracija Zeljeza u mediju. Na ovom mediju za prolifera-
ciju svi eksplantati su nastavili rasti i aksilarno granati proizvodeci u prosjeku 2,8 izdanaka po
eksplantatu.
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Slika 2. Mikroizdanci na EM 1 mediju
Figure 2. Microshoots on EM 1 medium

Utjecaj razli¢itog sastava Secera u podlozi na mikropropagaciju

Dvostruka koncentracija Zeljeza u EM 1 mediju smanjila je probleme s klorozom listova.
Ipak, nakon 2-3 tjedna od supkultivacije rubovi listova poprimali su crveno-smedu boju. Pret-
postavka je da je uzrok toj pojavi na listu manjak fosfora zbog ¢ega je u PM mediju za nastavak
pokusa udvostrucena i koncentracija KH PO, makro soli.

Analiza varijance pokazala je da je razlicit sastav secera u mediju znacajno utjecao na svoj-
stva duljine izdanaka - najdulji izdanak i prosjec¢nu duljinu svih izdanaka, ali nije imao signi-
fikantan ucinak na broj izdanaka po eksplantatu. Duljina najduljeg izdanka, kao i prosje¢ne
duljine svih izdanaka bile su znacajno vece na mediju koji je sadrzavao glukozu i saharozu (PM
GLU+SAH) (Tablica 4). U istrazivanju mikropropagacije hrasta plutnjaka (Romano i sur. 1995)
broj izdanaka s medija koji su sadrzavali glukozu bio je podjednak broju izdanaka s medija
kojem je dodana saharoza sto je sukladno nasim rezultatima. Medutim, u spomenutom istrazi-
vanju hrasta plutnjaka saharoza je bila bolja u izduzivanju izdanaka, dok je kod kupine duljina
izdanaka bila veca kad je medij uz saharozu sadrzavao i glukozu. Rezultati upucuju na to da
je kombinacija glukoze i saharoze imala pozitivan uc¢inak na mikropropagaciju kupine sorte
‘Reuben’i moze se preporuciti.

Tablica 4. Prosjecne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o sadrzaju
Secera u mediju

Table 4. Average values of analysed micropropagation growth traits depending on sugar
composition in medium

Sadrzaj Secera u mediju/ Broj izdanaka po Duljina najduljeg Prosjecna duljina
Sugar composition in eksplantatu/ Number of izdanka/ Length of the izdanaka/ Average
medium shoots per explant longest shoot (mm) length of shoots (mm)
PM SAH 27a* 52b 42b
PM GLU+SAH 30a 64a 51a

*vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se znacajno
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Utjecaj citokinina i njihovih koncentracija na mikropropagaciju

Jednofaktorska analiza varijance provedena kako bi se utvrdio u¢inak tretmana na svojstva
mikropropagacije pokazala je da tretmani znacajno utjecu na sva tri svojstva. Najvedi broj izda-
naka po eksplantatu (2,6) dobiven je koristenjem BAP-a u koncentraciji 1 mg L' medija (Tablica
5.). Tretman s koncentracijom BAP-a 0,3 mg L' i mediji s meta-topolinom (obje koncentracije)
kao i medij bez hormona dali su znacajno maniji broj izdanaka po eksplantatu. Slicne indekse
multiplikacije izdanaka (od 1,46-2,45) kod sorte kupine 'Cacanska bestrna' dobili su Ruzi¢ i
Lazic¢ (2006) koristeci MS medij s dodatkom BAP-a u koncentraciji 0,5ili 1 mg L'+ GA3 0,1 mg
L' +IBAiliNAAO,1 mgL™.

Na PM BAP 1 mediju koji je dao najveci broj izdanaka po eksplantatu, duljine izdanaka bile
su, medutim, najmanje (Tablica 5). Kod nizih koncentracija bilo kojeg od dvije vrste citokinina
(BAP-ailimT)izdanci su bili znacajno duljinego u tretmanu s 1 mg L citokinina. Ovirezultati su
sli¢nirezultatima istrazivanja koje su proveli Ruzi¢i Lazi¢ (2006) te Fira i sur. (2014) gdje se pove-
¢anjem koncentracije citokinina znacajno povecala proliferacija, a duljina izdanaka je znacajno
smanjena. Svi tretmani u ovom pokusu sadrzavali su giberelinsku kiselinu (GA3) u koncentraciji
0,5 mg L. Giberelinska kiselina dodana je u medij zbog prije dokazanog pozitivhog ucinka na
izduzivanje izdanaka (Azazi Gonbadi sur,, 2014). U ovom radu usprkos koristenju GA3 u mediju
izdanci su bili kratki, a moguce je da je u ovako relativno visokoj koncentraciji GA3 uzrokovala
manju proliferaciju izdanaka kao 5to su dokazali Kefayetii sur. (2019) na kupini sorte 'Chester
thornless. Izdanci propagirani na mT (Slika 3) imali su vece, morfoloski normalnije listove od iz-
danaka propagiranih na BAP-u. Iz svega navedenog moze se zakljuciti da je BAP u koncenraciji
1 mg L bio najucinkovitiji u poticanju aksilamog grananja kupine sorte 'Reuben_ Vise koncen-
tracije (1,5ili 2 mg L") dale bi i veci broj izdanaka, koji bi, medutim, bili jos kraci. Kultiviranjem
izdanaka s visih koncentracija BAP-a 2-3 tjedna na mediju s 0,3 mg L' mT prije zakorjenjivanja
povecala bi se njihova duzina sto bi moglo djelovati pozitivno na zakorjenjivanje.

Tablica 5. Prosjecne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o vrsti i
koncentraciji citokinina (tretmani)

Table 5. Average values of analysed micropropagation growth traits depending on cytoki-
nin types and concentration (treatments)

Broj izdanaka po Duljina najduljeg Prosjecna duljina
Tretmani/Treatments eksplantatu/ Number of izdanka/ Length of the izdanaka/ Average length

shoots per explant longest shoot (mm) of shoots (mm)
PM HFM 08c 88a 11.0a
PM BAP 1 26a 51b 42d
PM BAP 0,3 20b 89a 80b
PMmT 1 1,6b 62b 56¢c
PMmTO0,3 1.7b 83a 74b

*vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se znacajno prema LSD testu
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Slika 3. Izdanci dobiveni aksilamim grananjem na PM mT 0,3
Figure 3. Shoots produced by axillary branching on PM mT 0.3

Zakorjenjivanje i aklimatizacija mikropropagiranih izdanaka

Uspjesnost zakorjenjivanja bila je 61% na mediju bez hormona (PM HFM), a svega 41% na
mediju s dodatkom IAA (PM HFM + 1 mg L' IAA). Korijenje je bilo dugacko i dovoljno razgrana-
to (Slika 4a). Uspjesnost zakorjenjivanja na PM HFM mediju usporediva je s postotkom ex vitro
zakorijenjenih (in vitro propagiranih) izdanaka kupine sorata ,Chester Thornless” i ,Ca¢anska
bestrna” (Firai sur., 2014). Medutim, ovaj postotak zakorijenjenih izdanaka nije zadovoljavajuci
te protokol zakorijenjivanja treba jo$ optimizirati. Medukorak izduzivanja izdanaka prije zako-
rijenjivanja mogao bi pomodi. Zbog dobro razvijenog korijenja uspjesnost aklimatizacije bila
je vrlo visoka (Slika 4b). Aklimatizaciju je prezivjelo 92% biljaka zakorijenjenih na mediju bez
regulatora rasta (PM HFM) i 95 % biljaka zakorijenjenih na mediju s dodatkom IAA.

Slika 4. (a) In vitro zakorijenjena biljka na mediju bez hormona i (b) aklimatizirane biljke u
komori rasta

Figure 4. (a) In vitro rooted plantlet on medium without hormones and (b) plants acclima-
tised in growth chamber
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Zakljucak

Temeljem dobivenih rezultata istrazivanja mozemo zakljuciti da su vrsta Secera kao i vrsta
i koncentracija citokinina vazni ¢imbenici koji odreduju uspjesnost mikropropagacije kupine
sorte ‘Reuben’. Kombinacija glukoze i saharoze u hranidbenom mediju dala je duze izdanke
od same saharoze, ali nije imala utjecaj na broj izdanaka. Citokinin BAP u koncentraciji 1 mg
L' bio je ucinkovitiji u poticanju aksilarnog grananja od drugih tretmana, ali su izdanci na spo-
menutom tretmanu bili najkradi. Visi postotak zakorjenjivanja (61%) postignut je na mediju
bez hormona u odnosu na medij s dodatkom IAA. Aklimatizacija je bila vrlo uspjesnai iznosila
92-95%, ovisno o mediju za zakorjenjivanje. Kako bi se postigla bolja proliferacija izdanaka
potrebno je istraziti vise koncentracije citokinina u mediju (1,5 ili 2 mg L). One bi vjerojatno
dale veci broj izdanaka po eksplantatu koji bi, medutim, bili jos kraci. Medukorak izduzivanja
izdanaka na mediju s niskom koncentracijom mT prije zakorjenjivanja mogao bi biti rjesenje
ovog problema.
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Influences of different types of sugar and cytokinin
on micropropagation of blackberry cultivar ‘Reuben’

Abstract

The aim of the present study was to establish the protocol for micropropagation of blackberry cultivar
‘Reuben’ Using stereomicroscope, shoot tips were isolated from axillary buds and placed on medium (EM)
to establish aseptic culture. The effect of different sugars in proliferation medium (PM) in the two variants:
30g L' sucroseor20g L' glucose + 10 g L' sucrose was tested. In order to establish optimal constitution of
cytokinins, in second experiment 5 treatments were tested: 6- benzylaminopurine (BAP) in concentration of
1mgL'and 0.3 mg L' and meta-Topoline (mT) in the same concentrations, as well as a control hormone free
medium. In vitro rooting was carried out in two experimental variants, on IAA added rooting medium and
on hormone free medium. The greatest number of shoots/explant (2.6), but in the same time the shortest
shoots, were produced on medium containing 1 mg L' BAP. Maximum shoots length was produced on
medium containing 0.3 mg L' BAP or mT as well as on medium without hormones. The rooting percentage
was higher (61%) on hormone free rooting medium.

Acclimatization was very successful reaching 92% -95%, depending on rooting medium.

Keywords: in vitro proliferation, sugar, 6- benzylaminopurine, meta-Topoline
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