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Sazetak

Diplomskog rada studentice Kristine Bekavac, naslova

UTJECAJ RAZLICITIH VRSTA SVJETLA NA KVALITETU MIKROPROPAGIRANIH KAPARA
(Capparis orientalis Veill.)

Kapar (Capparis orientalis Veill.) je grmolika trajnica koja raste uglavnom u mediteranskim
zemljama. Ima vaznu ulogu u prehrambenoj industriji i postao je skupi i komercijalno vrije-
dan proizvod. Konvencionalna metoda razmnoZavanja kapara putem sjemena nije pozeljna
uglavnom iz dva razloga: niskog postotka klijavosti zbog dormantnosti sjemena i stranooplo-
dnje koja za posljedicu ima visoki stupanj heterozigotnosti sjemena. Za plantazni uzgoj pot-
rebno je osigurati veliki broj sadnica za $to se kao rjeSenje namecée mikropropagacija. Cilj
ovog istraZivanja bio je istraZiti utjecaj tri razli¢ita izvora svjetla na zakorjenjivanje kapara in
vitro te na uspjesnost aklimatizacije mikropropagiranih kapara u ex vitro uvjetima. U poku-
sima su kao eksplantati koristeni uniformni izdanci mikropropagiranih kapara duljine 1-1,5
cm uzgajani na MS mediju s dodatkom 0,6 mg/| meta-topolina (mT). Kori$tena su tri izvora
umjetnog osvjetljenja: fluorescentne cijevi; LED rasvjeta s omjerom crvenog i plavog spektra
70% : 30%; LED svjetlo Sirokog spektra: 35 % crvenog: 21% plavog: 39% zelenog: 6% daleko
crvenog spektar. Rezultati provedenog istrazivanja upucuju da je LED osvjetljenje Sirokog
spektra pozitivno utjecalo na mjerene karakteristike korijena: duzinu korijena, povrsinu i
volumen korijena kao i na gustocu puci i koncentraciju fotosintetskih pigmenata. Utvrdeno
je da nema znacajne razlike u postotku aklimatiziranih biljaka medu tretmanima.

Kljucne rijeci: kapar, Capparis orientalis Veill.,mikropropagacija, fluorescentne cijevi, LED
rasvjeta



Summary

Of the master’s thesis - studentica Kristina Bekavac, entitled

EFFECT OF DIFFERENT TYPES OF LIGHT ON THE QUALITY OF MICROPROPAGATED CAPERS

Caper (Capparis orientalis Veill.) is perennial shrub that grows predominantly in the
Mediterranean region. Capers play an important role in food production and have become
highly valuable commercial product. Conventional method of caper reproduction by planting
seeds is not desirable for two main reasons: low germination rate due to the dormancy of
the seed and cross-pollination, which results in a high level of heterozygous seed. Cultivation
of capers requires large quantity of seedlings and these quantities can be supplied by
micropropagation. The aim of this study was to explore the influence of three sources of
lights on rooting of capers in vitro and on success of acclimatization of micropropagated
capers in ex vitro conditions. During experiments, uniformed sprouts of micropropagated
capers of 1-1,5 cm in length have been used as explants and have been cultivated on an MS
medium with addition of 0,6 mg/l meta-Topolin (mT). Three sources of artificial light have
been used in experiments: fluorescent lamps; LED lights with red to blue ratio of 70% to
30%; LED broad spectrum light: 35 % of red: 21% of blue: 39% of green: 6% of far red light.
The results of research indicate that LED broad spectrum light has a positive impact on the
measured root characteristics: root length, surface and volume of roots as well as on density
of stomata and concentration of photosynthetic pigments. The results also indicate that
treatments do not result in significant differences in percentage of acclimatized plants.

Keywords:  Caper, Capparis orientalis Veill., micropropagation, fluorescent tubes, LED
lights



1. Uvod

Biljka kapar (Capparis spinosa L.) od davnih je dana poznata kao aromaticna i ljekovita samo-
nikla biljna vrsta koja pripada porodici Capparaceae (kaparovki). Aromati¢na svojstva kapara
u upotrebi su u prehrambenoj industriji i u kulinarstvu kao zacin (nezreli plodovi i neotvoreni
cvjetni pupoljci). U mnogim zemljama cvjetni pupoljci, plodovi, korijen i sjemenke koriste se
u narodnoj medicini kao anti-reumatska, tonicka, iskasljavajuca, anti-spazmodicna, diuretic-
ka i analgetska sredstva. Kapar je kserofit, biljka aridnih i semiaridnih zona.

Trenutno kapari prirodno rastu u Spanjolskoj, Francuskoj, Maroku, Monaku, Italiji, Malti,
Hrvatskoj, Makedoniji, Grékoj, Tunisu, Alziru, podrucjima Afrike, J. Azije, Himalaje, Tihog
Oceana i nekim dijelovima Australije. Zbog nedavnog poveéanja komercijalnog uzgoja nasada
kapara, povecava se potreba za uniformnim materijalom kapara, a in vitro klonsko umnaza-
nje je brza alternativna metoda in vivo razmnoZavanju reznicama.

Svjetlost je uz temperaturu najvazniji vanjski ¢imbenik koji odreduje uspjeSnost mikropropa-
gacije, odnosno optimalan rast i razvoj biljaka u in vitro uvjetima. Najvaznije karakteristike
svjetla su duljina osvjetljenja (fotoperiod), intenzitet (koli¢ina) osvjetljenja i kvaliteta osvjet-
lienja (spektar svjetla). Autotrofni organizmi mogu iz anorganskih tvari primljenih iz okolisa
sintetizirati organske spojeve koristedi se svjetlosnom energijom (fotoautotrofi), a taj proces
se naziva fotosinteza. Fotosinteza pokazuje snazinu ovisnost o kvaliteti i koli¢ini svjetlosti.
Djelotvoran dio spektra za fotosintezu je u podrucju crvene i plave svjetlosti. Najaktivnije
fotosintetsko tkivo u visih biljaka je mezofil lista. Stanice mezofila imaju veliki broj kloroplas-
ta (30 do vise od 1000) koji sadrze klorofil. Svjetlost moze u kloroplastu obaviti rad samo ako
je apsorbirana. Od raznih klorofila pri fotosintezi najveée znacenje ima klorofil a. Klorofil a je
plavo zelene boje i maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 430 i 662 nm, a klorofil b
Zutozelene boje i maksimalno apsorbira svjetlost valnih duljina 453 i 542 nm.

Puci omoguduju isparavanje kao i izmjenu plinova, a u turgescentnom listu postoji blizak od-
nos izmedu otvorenosti pudi i stope fotosinteze. Svjetlost u normalnim okolnostima uzrokuje
otvaranje puci, a odlucujuéi cimbenik pri fotonastijskom gibanju pudi je snizenje koncentraci-
je ugljikova dioksida putem fotosinteze. Grada i veli¢ina puci, njihova gustoéa i raspored raz-
likuju se kod pojedinih biljnih vrsta.

Za kulturu tkiva i rast biljke se odavno koriste umjetni izvori svjetlosti, ukljucujuci i floures-
centne cijevi, visokotlacne natrijeve Zarulje, metalhalogene svjetiljke, Zarulje sa Zarnom niti.
Medu njima su flourescentne cijevi najpopularnije za kulturu biljnog tkiva (Gupta i Jatothu,
2013). S druge strane, LED su izvor svjetlosti koji moze osigurati fleksibilnost kontrole kom-
pozicije spektra radi ¢ega ih je moguce koristiti kao izvor fotosintetskog zracenja s moguéno-



S¢u odabira emisije valnih duljina koje najbolje odgovaraju apsorpcijskom vrhu odabranog
fotoreceptora.

U ovom radu bit ée prezentirana problematika utjecaja svjetala razli¢itog spektra na zakorje-
njivanje i uspjesnost aklimatizacije sadnica kapara proizvedenih u in vitro uvjetima.



1.1. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Cilj ovog istraZivanja bio je:
Istraziti utjecaj tri razli¢ita izvora svjetla na:
(1) Zakorjenjivanje kapara in vitro

(2) Uspjesnost aklimatizacije mikropropagiranih kapara u ex vitro uvjetima

Hipoteze:

(1) Tip osvjetljenja utjeCe na razvoj korijenovog sustava, sintezu fotosintetskih pigmena-
ta i gustodéu puci

(2) Mjerenjem karakteristika korijenovog sustava, sadrzaja fotosintetskih pigmenata i
gustoce puci mozZe se procijeniti kvaliteta mikropropagiranih biljaka



2. Pregled literature

2.1. Capparis orientalis Vedill.

Biljka kapar (Capparis spinosa L.) od davnih je dana poznata kao aromati¢na i ljekovita
samonikla biljna vrsta koja raste uglavnom u mediteranskim zemljama. Znanstveni naziv roda
Capparis dolazi od arapske rijeci kabar ili kappar (Kovacevi¢, 2005).

Sjeme kapara pronadeno je u staroegipatskoj civilizaciji unutar faraonove grobnice. Dio je
mediteranske prehrane vise od 5000 godina (Glleryiz i sur, 2009). Samostalno raste kao
sastavni dio mediteranske makije i kao ruderalna korovna vrsta na starim kamenim ku¢ama
duZ morskih obala i na otocima (Kovacevi¢, 2005).

Rod Capparis pripada porodici Capparaceae (kaparovki), redu Brassicacales (krstasSica) (Fici,
2001; Inocencio i sur, 2006). Ukljucuje oko 46 rodova. Prema Gileryiiz i sur. (2009) broji oko
700 vrsta, a glavne kultivirane vrste su Capparis spinosa L. i Capparis ovata Desf. Vrste roda
Capparis prisutne u mediteranskom dijelu Europe su C. spinosa L. s varijetetima spinosa,
inermis, parviflora i aegyptia te C. ovata Desf. var.sicula.

Prema Kovaci¢ i sur. (2008) najnovija taksonomska revizija roda kapare vise ne prepoznaje
vrstu Capparis spinosa u hrvatskoj flori, veé ju dijeli u dvije odvojene vrste. Duz nase obale, i
Sire (Sredozemlje i sjeverna Afrika) rasprostranjena je isto¢njacka kapara (C. orientalis Veill.),
dok se juznije od Dubrovnika pojavljuju biljke koje pripadaju pukotinjarskoj kapari (C.
rupestris Sm.) juznog Balkana.

2.2. Morfoloske karakteristike kapara

Capparis orientalis Veill. je grmolika trajnica. Stabljika je najéeS¢e u formi grma, razgranata,
prilegnuta ili visec¢a i naraste do 1 metar duzine. Listovi su izmjenic¢ni, jednostavni, ovalni,
cjelovitih rubova, tupog vrha, sjajni, goli i mesnati, nalaze se na kratkim peteljkama (Grlic,
1990). Cvjetovi su dvospolni, samostalni, u pazuscima vrsnih listova na peteljkama 3-8 cm
duljine, Cine ih 4 lapa ruzic¢asto-purpurne boje 2-3 cm duljine, te 4 vrlo njeZne bijele latice sa
ruzi¢astim Zilama. Imaju mnogo prasnika, filamenti su na vrhu ljubicasti. Cvate od travnja do
rujna (Kovacevic¢, 2005).



Richard Cachia Zammit / \ ) N )
Slika 1. Cvijet i list kapara
(Izvor: http://www.maltawildplants.com/CAPP/Capparis_orientalis.php)

Cvjetni pupoljci su jestivi (kaparuni) koji se beru kada su joS potpuno zatvoreni (Grli¢,
1990). Pupovi su 8-15 mm velic¢ine. Plod je monolokularna boba, jajolika, duZine 2-6 cm u
pocetku zelena, a kasnije ruZicasta, sadrzi oko 200 sjemenki (Kovacevic¢, 2005).

Slika 2. Plod kapara Slika 3. Poprecno prerezani plod kapara s

vidljivim sjemenkama
(Izvor: http://www.floraotgatar.com/capparis_spinosa.htm)

Korijenov sustav je djelomi¢no odrvenio, karakteriziran mesnatim korijenjem koje prodire i
do 10 m u tlo (Kovacevi¢, 2005). Vrlo dubok korijenov sustav osigurava mu otpornost na susu
(Suleiman i sur, 2012).


http://www.floraofqatar.com/capparis_spinosa.htm

2.3. Ekoloski zahtjevi i bioloSke karakteristike

Kapar je kserofit, biljka aridnih i semiaridnih zona, karakteriziranih malom koli¢inom i
nepravilnom rasporedenosti oborina tijekom godine te visokim temperaturama u toplom
razdoblju godine koje uz vjetrove pridonose nedostatku vode (Kovacevi¢, 2005). Pogoduju
joj podrucja s obiljem intenzivnog suncevog svjetla te kalcificiran, siromasan i negostoljubiv
teren (Gulerylz i sur, 2009). Osjetljivost na mraz u vegetacijskom periodu je velika, obi¢no se
uzgaja na malim visinama, iako su neke biljke pronadene i na preko 1000 m nadmorske
visine (Barbera, 1991; Chalak et al, 2007). Grmovi kapara su ekonomski vrlo zanimljivi za
uzgoj jer rastu na zaslanjenim tlima te se koriste za sprjeCavanje erozije (Suleiman i sur,
2012). Kapar voli lagana, rastresita do srednje teska tla bogata skeletom. Kapar bez
problema raste i na hridima uz more i u zidovima kamenih gradevina. Optimalan pH tla je od
7.5 do 8. Rezistentan je na posolicu i slana tla (Kovacevié, 2005).

Trenutno kapari prirodno rastu u Spanjolskoj, Francuskoj, Maroku, Monaku, Italiji, Malti,
obalnim dijelovima Hrvatske, Makedonije, Albanije, Gréke, Tunisa, Alzira, Afrike, dijelovima J.
Azije, Himalaje, Tihog Oceana i nekim dijelovima Australije. U ovim zemljama skupljaju se
divlji kapari unutar njihovih prirodnih staniSta. Najveci proizvodaci kapara iz plantaznog
uzgoja u Europi su Spanjolska, Francuska i Italija. Kapari su takoder kultivirani u Dalmaciji
(Gllerytiz i sur, 2009).

Capparis orientalis

- Native (incl. archacophutes)

Botanical Museum,. Helsinki. Finland 201&
Data Ffrom BGBM. Berlin—Dahlem. Germanu

Slika 4. Rasprostranjenost vrste Capparis orientalis u Europi i Sire
(Izvor: http://www.maltawildplants.com/CAPP/Capparis_orientalis.php)



2.3.1. Rasprostranjenost kapara u Hrvatskoj

U Hrvatskoj kapar raste samoniklo uz Jadransku obalu, ve¢inom po pukotinama
stijena na kamenjarima, hridima, zaklonjenim mjestima, po zidinama, rusevinama i starim
kuc¢ama te izmedu kamenih stijena na otocima srednje i juzne Dalmacije. Pojedinacni odrasli
grmovi mogu se pronacdi u Imotskom i u Zagrebu na zidovima okrenutima prema jugu (Grli¢,
2005; Kovacevi¢, 2005).

— —
0 22 44 66 kn

D Zabiljeieno u literaturi

. Terenska opaZanja

Slika 5. Rasprostranjenost vrste Capparis orientalis u Hrvatskoj
(lzvor: FCD - Flora Croatica Database, 2004)

6. Prikaz rasta vrste Capparis orientalis na kamenim stijenama otoka Hvara

(Foto: N. Pijanovic)



2.4. Kemijski sastav i upotreba kapara

Biljka kapar poznata je po svojim ljekovitim svojstvima, te se kao takva koristi u
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji te medicini. Aromati¢na svojstva kapara u upotrebi su
u prehrambenoj industriji i u kulinarstvu kao zacin (plodovi i neotvoreni cvjetni pupoljci).
Sadnja na stjenovitim i strmim krajolicima u kombinaciji s drugim kulturama koristi se za
sprje€avanje erozije tla. Znacajna je i ukrasna vrijednost kapara u vrtovima, oku¢nicama te
vertikalnim vrtovima (Zuti¢, 2012).

Slika 7. Prikaz rasta kapara u okué¢nicama

(lzvor:https://www.dievole.it/en/blog/foraging-in-tuscany/)

Slika 8.i 9. Prikaz rasta kapara u vertikalnim vrtovima

Slika 8. Slika 9.
http://www.zemljani.com/forum/viewtopic.php https://www.easytogrowbulbs.com/products/ca
?t=751&sid=4e4a754f25376e0d1a27f42e0bc2



https://www.dievole.it/en/blog/foraging-in-tuscany/
http://www.zemljani.com/forum/viewtopic.php?t=751&sid=4e4a754f25376e0d1a27f42e0bc2
http://www.zemljani.com/forum/viewtopic.php?t=751&sid=4e4a754f25376e0d1a27f42e0bc2
https://www.easytogrowbulbs.com/products/caper
https://www.easytogrowbulbs.com/products/caper

Razliciti biljni dijelovi ukljuujuci plod i korijenje koristeni su kao tradicionalni biljni
lijek od davnina zbog njegovih blagotvornih uc¢inaka na ljudsko zdravlje (Zhang i Ma, 2018).
U mnogim zemljama cvjetni pupoljci, plodovi, korijen i sjemenke koriste se u narodnoj
medicini kao anti-reumatska, tonicka, iskasljavaju¢a, anti-spazmodicna, diureticka i
analgetska sredstva (Heibatullah i sur, 2018).
U Saudijskoj Arabiji suho voée i kapari pomijeSani s vodom primjenjuju se za lijeCenje
hipertenzije i dijabetesa (Allaith i Ameer , 2016). Stari Egipc¢ani i Arapi konzumirali su
korijenje za lijeCenje bolesti jetre i bubrega, Rimljani za lijeCenje paralize, Marokanci kod
lijecenja bolesti dijabetesa. U sjevernim dijelovima Pakistana korijen je koriSten u lijeenju
splenomegalije, mentalnih poremedaja i tuberkuloze. U Kini u Ujgurskoj medicini kapare
koriste se za lijeCenje reumatoidnog artritisa i gihta, U Iranu za lijeCenje hemeroida i gihta
(Zhang i Ma, 2018).
Nutritivne komponente koje plodovi kapara sadrzi u znacajnim koli¢inama ukljucuju: 5%
ugljikohidrata, 3% dijetalnih vlakana, 2% proteina 0.9% lipida i vitamin C (4 mg/100 g svjeze
tvari). Sjemenke ploda kapara bogat su izvor nezasi¢enih lipida. Pulpa ploda je takoder
bogata fenolnim spojevima (rutin i kvercetin). Kvercetin je flavonoid koji se nalazi u mnogim
vrstama voca i povréa i jedan je od najaktivnijih antioksidanata zahvaljujuéi svojoj visokoj
sposobnosti otklanjanja slobodnih radikala (Heibatullah i sur, 2018). Ovi fenoli zajedno s
vitaminom C, tokoferolima i karotenoidima, odgovorni su za antioksidacijsku aktivnost biljnih
preparata (Allaith i Ameer A, 2016).
Vrlo su dobri izvori glukozinolata, flavonoida, fenolne kiseline i alkaloida koji pridonose
poboljSanju zdravlja zbog raznih bioloskih aktivnosti (antioksidativni, antikancerogeni,
antimikrobni i antimutageni). Osim toga listovi kapara se koriste za pripremu Liv-52 jednog
od najpoznatijih biljnih pripravaka u svijetu za pomo¢ kod zastite jetre. Koriste se za lijeenje
alkoholne bolesti jetre, virusnog hepatitisa i ciroze jetre.



2.4.1. Upotreba u kulinarstvu

Imaju oStar, pikantan okus, osebujan miris i slanost te se koriste uz prehrambene
proizvode i u jelima kao Sto su tjestenina, umaci, pizza, riba, meso i salata. Znacajno
doprinosi lepezi klasicnih mediteranskih okusa koji uklju¢uju masline, rukolu, incune i
articoke (Alkire, 1998). Mladi izbojci i plodovi mogu se konzumirati kao povrée (Gilerylz i
sur, 2009). Jestivi su cvjetni pupoljci koji se beru kada su joS potpuno zatvoreni. Obicno se
konzerviraju u octu jer tek tada razviju karakteristican okus. Jestivi su i sirovi plodovi
(kaparuni) koji se takoder mogu konzervirati (Grli¢, 1990).

Mladi listovi takoder se mogu jesti kao povrce ili se konzerviraju u salamuri, octu i suhoj soli.
Rjede se zreli i poluzreli plodovi jedu kuhani kao povrée. Pepeo od spaljenog korijena kapare
koristi se kao izvor soli (Alkire, 1998).

’ U
Slika 10. Kapare u maslinovom ulju Slika 11. Palace carpaccio
(foto: photography studio)

2.5. Razmnozavanje kapara

Kapar je moguce razmnozZavati generativhim putem izravhom sjetvom sjemena
odnosno presadnicama, vegetativnim putem stabljiénim reznicama, te in vitro metodom
mikropropagacije (Zuti¢, 2017).
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2.5.1. Generativno razmnozavanje kapara

Jedan gram ploda kapara sadrzi do 200 sjemenki (Kovacevi¢, 2005). Sjeme se dobiva
trljanjem ploda, nakon cega slijedi pranje i suSenje u hladu. Konvencionalna metoda
razmnozavanja kapara putem sjemena nije poZeljna uglavnom iz dva razloga: niskog
postotka klijavosti zbog mirovanja sjemena i stranooplodnje koja za posljedicu ima visoki
stupanj heterozigotnosti sjemena (Mussalam i Duwayri, 2015). Klijanje sjemenki kapara
smanjeno je zbog dugotrajne dormantnosti i niske dugovjecnosti (Chedraoui i sur, 2017).

U prirodi se klijanje sjemena kapara odvija na mjestima ¢ija je povrSina djelomi¢no
sterilizirana morskom solju i na karbonatnim podlogama. Tvrda opna sjemena otvara se
sporo pa bi npr. u zemlji, gdje ima vlage i mnogo razlicitih bakterija i gljivica, klica sjemena
bila uniStena i prije nego Sto proklije (Kovacevié, 2005). OdrzZivost sjemena je oko 2 godine
kada se ¢uva na 4° Ci niskoj relativnoj vlaznosti. Proklijale sjiemenke dobivaju se nakon 25-50
dana. Ova tradicionalna tehnika koja je vrlo ograni¢ena niskom klijavos¢u koriStena je u
Argentini, Armeniji, Cipru, Indiji, Italiji, Spanjolskoj i SAD-u. Te$koée u generativhom
razmnozavanju uzrokovane su slabom klijavo$¢u i tvrdom opnom sjemena; prema tome,
¢vrsta struktura sjemenke i sluz, koja se stvara u kontaktu s vodom, mogu ograniciti difuziju
kisika u embrij. Naime, na brzinu i stopu klijanja utjece zrelost sjemena, polozaj i tezina ploda
(Chedraoui i sur, 2017).

Razli¢iti tretmani koriste se kako bi se prevladala dormantnost i poboljsala klijavost. Medu
njima se isti¢u skarifikacija (oStri pijesak, brusni papir, ultrazvuk, itd), hladno raslojavanje,
namakanje u koncentriranoj sumpornoj kiselini (H,SO4 ), 0,2% KNOs , giberelini (GAz+7 i GA3) i
manipulacije okolisnim faktorima (svjetlo/tama, temperatura) (Chedraoui i sur, 2017). Prema
Guleryiz i sur. (2009) giberelini povecavaju klijavost sjemena za vise nego dvostruko. Spori
razvoj kapara posljedica je nerazvijenog korijenovog sustava koji je pak posljedica nedostatka
auksina (Swaminathaan i Srinivasan, 1996; Soyler i Khawar, 2007).

2.5.2. Vegetativno razmnozavanje kapara

Ovaj nadin razmnozavanja od posebne je vaznosti za one kultivirane vrste koje u
odredenim uvjetima uzgoja ne stvaraju sjeme ili je sjeme loSe kvalitete (Dubravec, 1996).
Vegetativno razmnozavanje kapara omoguduje dobivanje brojnih jedinki iz ograni¢enog broja
biljaka.

Koristenje reznica za razmnoZavanje uz odredene probleme ima i prednosti jer se time
izbjegavaju velike varijabilnosti u smislu proizvodnje i stabilnosti osobina kvalitete. Reznice
se mogu dobiti iz odrvenjelih segmenata, poluodrvenjelih ili zeljastih. Odrvenjele reznice
variraju u duljini od 1 do 50 cm i od 1 do 2,5 cm u promjeru. Mogu se sakupljati u veljadi i
ozujku, tretirati fungicidima (npr. kaptan ili kaptafol), a zatim stratificirati na otvorenom ili na
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3—-4° C i na kraju prekriti pijeskom ili plastikom. Poluodrvenjele reznice mogu se sakupljati i
saditi u kolovozu i rujnu, ali su uocene niske stope prezivljavanja (ispod 30%). Zeljaste reznice
imaju veci postotak ukorjenjivanja; sakupljaju se i pripremaju u travnju (period klijanja).
Reznice su posadene uz primjenu sustava za zamagljivanje i grijanje za koje se smatra da ima
pozitivan ucinak na zakorjenjivanje, kao i uranjanje u otopinu auksina (1.500-3.000 mg/L). Na
odrvenjele reznice nisu utjecali hormonalni tretmani, dok se 83% zeljastih reznica ukorijenilo
kada su tretirane a-naftalen octenom kiselinom (NAA) (Chedraoui i sur, 2017).

RazmnoZavanje cijepljenjem je manje prihvaéena metoda, medutim, provedena je u
Spanjolskoj s prihvatljivim rezultatima pomoc¢u metode cijepljenja pod koru (60% primitka) i
mogla bi ponuditi vrlo zanimljive perspektive za razvoj sorte kapara (Chedraoui i sur, 2017).

Osim male uspjesnosti ukorijenjivanja reznica kapara (55%), pri konvencionalnoj metodi
razmnoZzavanja kapara vegetativnim putem problemi se javljaju i u aklimatizaciji presadnica
(Chedraoui i sur, 2017). Ovi problemi se mogu prevladati tehnikama kulture tkiva kako bi se
olakSala obimnija proizvodnja kapara (Chalk i Elbitar, 2006). Unaprijedilo i ubrzalo
umnozavanje kapara, te oc¢uvala njihova vrijednost (Mussalam i Duwayri, 2015).

2.5.3. Mikropropagacija kapara

Mikropropagacija (mikrorazmnoZavanje) je razmnoZavanje odredenog genotipa in
vitro tehnikama uz ocuvanje genetske stabilnosti (Keresa, 2017).
Danas se mikrorazmnozavanju mnogih biljnih vrsta daje prednost u odnosu na klasi¢no
vegetativno razmnozZavanje, i to zbog ovih Cinjenica:

a) RazmnozZavanje in vitro mnogo je brze od razmnoZavanja in vivo

b) Mogude je razmnoZiti i one biljne vrste koje u uvjetima in vivo nije moguce

c) Mikropropagirane biljke ¢esto rastu bolje i snaznije od biljaka kloniranih in vivo
d) U kulturi in vitro razmnozavaju se samo zdrave biljke

e) Moze se ustedjeti znatna sredstva koja se inace trose (za grijanje staklenika, prostora
i dr.). Prostor potreban za podizanje i razmnozZavanje mati¢nih biljaka znatno se
smanjuje upotrebom kulture in vitro.

f) Zahvaljujuc¢i optimalnim uvjetima (hranidbena podloga i fizicki faktori) omoguceno je
precizno vremensko planiranje proizvodnje presadnica, ¢ime se ponistava sezonski
utjecaj i omogucava proizvodnja kroz Citavu godinu (Jelaska, 1994).

Zbog nedavnog povecdanja komercijalnog uzgoja nasada kapara, poveéava se potreba
za uniformnim materijalom kapara, a in vitro klonsko umnaZzanje je brza alternativha metoda
in vivo razmnoZavanju reznicama (Carra i sur, 2012).
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MikrorazmnoZavanje iz postoje¢ih meristema moZe se odvijati metodama kao Sto su
aksilarno grananje na nacin da se potice razvoj veéeg broja izdanaka dodavanjem relativno
visokih koncentracija citokinina u podlogu i ko¢enjem apikalne dominacije. Druga je metoda
mikropropagacije pojedina¢nim nodijskim segmentima koja se bazira na izduZivanju
pojedinacnog izdanka, nakon ¢ega se pojedinacni nodijski segmenti rezu i supkultiviraju te se
ponovno potice njihov rast u visinu. Mikropropagacija formiranjem meristema de novo moze
se odvijati formiranjem adventivnih pupova (organogeneza) ili somatskom embriogenezom
(Jelaska, 1994). Za mikropropagaciju kapara koristi se metoda aksilarnog grananja. Vrsni i/ili
aksilarni pupovi najéesce su vrste eksplantata za zapocinjanje mikropropagacije. S relativno
visokom koncentracijom citokinina inducira se rast aksilarnih pupova u pazuscima listova.
Sastav medija odluc€ujuci je za rast. Ako u podlozi ima svih ostalih potrebnih elemenata u
optimalnoj kolicini, reakcija izrezana tkiva ¢e najviSe ovisiti o regulatorima rasta (auksinima i
citokininima).

Uspjesno in vitro umnazanje kapara postignuto je na Murashige i Skoog (MS) mediju
obogacenom s 0.8 mg/L BAP (6-benzilaminopurin), gdje je u prosjeku razvijeno 45,3 izdanaka
po eksplantatu (Al-Mahmood i sur, 2011). Najveca duZina izbojaka (35.6 mm) dobivena je na
mediju upotrebom 0.4 mg/L BAP i 0.2 mg/L NAA (1-naftalenoctena kiselina). Dodatkom 2
mg/L kinetina biljke su u prosjeku razvile 9,7 izdanaka po eksplantatu s prosje¢cnom duljinom
od 21.3 mm. In vitro zakorijenjivanje uspjesno je ostvareno na MS mediju uz dodatak
razli¢itih koncentracija indolil-3-maslacne kiseline (IBA), indol octene kiseline (IAA) ili NAA.
Medutim, do zakorijenjivanja u mediju nije doslo kod nedostatka navedenih regulatora rasta.
NajduZe izdanke (u prosjeku 41.9 mm) razvile su biljke na mediju s 2 mg/L IAA, bez nastanka
kalusa.

Najveci broj korijenja (3,2 po izdanku) razvijen je na mediju s 1,5 mg/L NAA. Korijenje je
postiglo najvecu duljinu (6,25 mm) na mediju s IAA u koncentraciji od 2 mg/L, a na istom je
mediju i najvise izdanaka razvilo korijenje (60%). Ukupan broj od 85% prezivjelih biljaka
postignut je aklimatizacijom zakorijenjenih eksplantata u supstratu perlita i treseta u omjeru
1:1 (Al-Mahmood i sur, 2011).

Chalak i Elbitar (2006) proveli su istrazivanja in vitro propagacije C. spinosa upotrebom
pojedinacnih nodijskih segmenata na MS mediju s dodatkom 1 mg/L zeatina. Segmentis 2-3
nodija supkultivirani su svakih 6 tjedana na istom mediju. Sposobnost proliferacije o¢uvana
je uspjesno tijekom 9 supkultiviranja, nakon pete supkultivacije doslo je do naglog porasta u
proliferaciji s pocetnih 3 izdanka rezultat je bio 20 novih izdanaka po nodijskom segmentu.
Nakon 4-satnog tretiranja s IAA koncentacije 100 mg/L u mraku, postignut je visok postotak
zakorijenjivanja od 92%. Ovi rezultati ukazuju na visoki potencijal C. spinosa za upotrebu u
multiplikaciji.

Musallam i Duwayri (2015) su testirali MS medij, modificirani MS (1/2 MS) i WPM
(woody plant medium) u mikropropagaciji C. spinosa. Utvrdeno je da je WPM najbolji medij
za uspostavljanje kulture tkiva kapara. Najveéi broj izdanaka dobiven je na WPM mediju
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obogaéenom s 0.8 mg/L kinetina u kombinaciji sa 0.05 mg/L indolil-3-maslacne kiseline i 0.1
mg/L giberelinske kiseline. Utvrden je i najveéi postotak zakorijenjivanja (80%) u % MS

mediju u kombinaciji sa 5 mg/L indolil-3-octene kiseline. Zakorijenjene bilj¢ice uspjesno su
aklimatizirane sa 63% prezivljavanja.
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3. Fotosinteza i svjetlost

Autotrofni organizmi mogu iz anorganskih tvari primljenih iz okolisa sintetizirati
organske spojeve koristeéi se svjetlosnom energijom (fotoautotrofi). Fotoautotrofne biljke u
procesu fotosinteze pretvaraju energiju Sunéeva zracenja u kemijsku energiju. Fotosintetski
organizmi koriste Suncéevu energiju za sintezu organskih spojeva koji se bez te energije ne bi
mogli sintetizirati. Energija pohranjena u tim molekulama koristi se u brojnim, Zivotno
vaznim procesima koji se zbivaju u stanicama biljaka i sluzi kao izvor energije za sve oblike
Zivota.

Biljke posjeduju biljna bojila — pigmente, koji apsorbiraju svjetlosnu energiju i pretvaraju je u
kemijsku energiju. Mogu se orijentirati kako bi se postavile u povoljan poloZaj u odnosu na
svjetlost (Pevalek-Kozlina, 2003).

U podrudju vidljive svjetlosti zbivaju se fotosinteza, fototropizmi (zakrivljenja uzrokovana
svjetlo$¢u), fototaksije (slobodna lokomotorna gibanja upravljana svjetloS¢u) i
fotomorfogeneze (promjene oblika potaknute svjetlo$éu). To se podrucje spektra naziva
fotobioloSkim podrucjem (Pevalek-Kozlina, 2003).

Fotosinteza pokazuje snaznu ovisnost o kvaliteti i koli¢ini svjetlosti. Povedanjem intenziteta
osvjetljenja brzina fotosinteze se u pocetku linearno povecava, zatim se postupno smanjuje i
konacno — kada se fotosintetski aparat zasiti svjetloSéu — poprima konstantnu vrijednost. Kod
odredenog porasta intenziteta svjetlosti postize se svjetlosno zasi¢enje i daljnji porast
intenziteta svjetlosti viSe ne utjeCe na stopu fotosinteze. Pri joS jaem osvjetljenju moze se
ostetiti fotosintetski aparat, uslijed cega intenzitet fotosinteze opada (Pevalek-Kozlina,
2003).

3.1. Puci

U turgescentnom listu postoji blizak odnos izmedu otvorenosti puéi i stope
fotosinteze. Svjetlost u normalnim okolnostima uzrokuje otvaranje pudi i to tako da putem
poviSenja potencijalnog osmotskog tlaka inducira relativno poviSenje turgora stanica
zapornica u odnosu na susjedne stanice. Djelotvorni spektri te fotonastije pokazuju da dolazi
do sudjelovanja fotosinteze i dodatnog ucinka modre svjetlosti. Osjetljivost puci na svjetlost
je izuzetno velika, a odluéujuéi ¢imbenik pri fotonastijskom gibanju pudi je snizenje
koncentracije ugljikova dioksida putem fotosinteze. Puci, otvori koji se nalaze na epidermi
lista omogucuju isparavanje kao i izmjenu plinova. Grada i veli¢ina puci, njihova gustoca i
raspored razlikuju se kod pojedinih biljnih vrsta. Razlikujemo epistomatski (iskljucivo se
nalaze na gornjoj strani lista), hipostomatski (isklju¢ivo na donjoj strani lista) i amfistomatski
(s obje strane lista) raspored puci (Pevalek-Kozlina, 2003). .
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3.2. Kloroplast

Najaktivnije fotosintetsko tkivo u visih biljaka je mezofil lista. Stanice mezofila imaju
veliki broj kloroplasta (30 do vise od 1000) koji sadrZe klorofil. Djelotvoran dio spektra za
fotosintezu je u podrucju crvene i plave svjetlosti, dok se sredisnji dio spektra, koji odgovara
zelenoj svjetlosti, ne koristi za fotosintezu. To upucuje na zaklju¢ak da u fotosintezi sudjeluju
zeleni pigmenti, klorofili, koji apsorbiraju plavu i crvenu svjetlost (Pevalek-Kozlina, 2003).

Chloro-

Chlorophyll b

Carotenoids

Absorption of light by
chloroplast pigments

Wavelength of light (nm)

Slika 12. Apsorpcijski spektri klorofila a i klorofila b
(lzvor: https://www.edubio.info/2015/01/klorofil-reseptor-cahaya.html)

Svjetlost moze u kloroplastu obaviti rad samo ako je apsorbirana. Od raznih klorofila
pri fotosintezi najvece znacenje ima klorofil a. Klorofil a je plavo zelene boje i maksimalno
apsorbira svjetlost valnih duljina 430 i 662 nm, a klorofil b Zutozelene boje i maksimalno
apsorbira svjetlost valnih duljina 453 i 642 nm. Kako klorofil apsorbira u plavom i crvenom
dijelu spektra, svjetlost koja se prenosi i svjetlost koja se reflektira, obogaéene su zelenim
dijelom spektra i zato su biljke zelene boje. Djelotvoran (akcijski) spektar fotosinteze ne
poklapa se u potpunosti s djelotvornim spektrom klorofila a. To je zbog toga sto klorofil a
nije jedini pigment u kloroplastima koji sudjeluje u fotosintezi, iako samo on moze
neposredno sudjelovati u svjetlosnim reakcijama koje Sunéevu energiju pretvaraju u
kemijsku. No, i drugi pigmenti mogu apsorbirati svjetlost i prenositi energiju na klorofil a, koji
se onda ponasa kao da je sam apsorbirao foton. Takvi pomocéni pigmenti su klorofil b i
karotenoidi. Ostale molekule klorofila i karotenoidi sluze kao antene za hvatanje svjetlosti.
Oni apsorbiraju fotone i prevode energiju od molekule do molekule sve dok ne stigne u
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reakcijsko srediste. Citav ovaj aparat — antenski kompleks s reakcijskim sredistem klorofila a i
primarnim akceptorom elektrona naziva se svjetlosnim sustavom ili fotosistemom (Pevalek-
Kozlina, 2003).

3.3. lzvori svjetlosti

Svjetlost — elektromagnetsko zracenje koje je vidljivo ljudskom oku.

Sastoji se od energetskih Cestica — fotona. Foton je kvant svjetlosti tj. najmanja koli¢ina
energije koja se moze emitirati odredenom frekvencijom (Pevalek-Kozlina, 2003). Svjetlo je
kvantitativno i kvalitativno vrlo varijabilni faktor. Vidljivi spektar svjetlosti (ili dio
elektromagnetskog svjetla koji se moze vidjeti) za biljke ¢ini dio elektromagnetskog spektra
od (380-760 nm) (Zeiger i Taiz, 2002).

x-zrake ultraljubicasti spektar vidljiva svjetlost
infracrveni
spektar

100 200 |280315400 780 (nm)
UV svjetlosno duljina vala
254 nm zracenje
duljina vala

Slika 13. Elektromagnetski spektar i PAR (fotosintetski aktivno svjetlo)
(Izvor: http://ljekarne-lipa.hr/stetno-djelovanje-uv-zracenja/)

Umjetno osvjetljenje bas kao i prirodno sunéevo zracenje treba omoguditi energiju nuznu za
razvoj. Biljke ne apsorbiraju sve valne duljine vidljive svjetlosti. Zapravo vrlo su selektivne te
apsorbiraju zracenje odgovarajuéih valnih duljina. NajvaZniji dio spektra svjetlosti za biljke su
valne duljine izmedu 400-700 nm. Ovaj dio spektra je poznat kao fotosintetsko aktivno
zracenje (eng. Photosynthetically active radiation, PAR) (Zeiger i Taiz, 2002).
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3.3.1. Utjecaj svjetla na biljke

Nekoliko vanjskih i unutarnjih faktora regulira rast i razvoj in vitro biljaka, a medu
njima najvaznije je svjetlo (Gupta i Jatothu, 2013). Kako bi se fotosinteza odvijala u uvjetima
umjetnog osvjetljenja vazno je osigurati 3 parametra svjetlosti: kvalitetu, koli¢inu i trajanje.

Koli¢ina svjetlosti (intenzitet) je glavni parametar koji utjeCe na fotosintezu odnosno
fotokemijske reakcije unutar kloroplasta biljne stanice (Nishio, 2000). Obi¢no se u fazi
inokuliranja eksplantata i razvitka izboja (pocetna faza) koristi niZi intenzitet svjetla, 1000
luxa, a kasnije 3000 - 10000 luxa. Time biljku prisiljiavamo na fotosintezu (Keresa, 2017).
Kvaliteta svjetla odnosi se na spektralnu raspodjelu zracenja, valnu duljinu, odnosno boju
emitiranog svjetla. Biljke reagiraju najjace na crvenu i plavu svjetlost u procesu fotosinteze.
Kvaliteta svjetla, ali i trajanje osvjetljenja utjeCu na cvatnju, oblik i razvoj biljke (Nishio,
2000). Opcenito, u prisustvu prirodnog svjetla, biljke proizvode vise ugljikohidrata za
upotrebu i skladiStenje. Rast biljaka unutar zatvorenog prostora kao Sto su: komore za rast,
laboratoriji, staklenici uzrokuje nedostatak svjetlosti (Pati, 2014). Veéina ovih nacina uzgoja
nisu odrZivi sami za sebe i imaju nekoliko limitirajuéih faktora od kojih je najvazniji adekvatno
osvjetljenje (Darko i sur, 2004). Sustavi rasvjete za in vitro kulture bi trebali osigurati svjetla u
podrucju spektra koji je uklju¢en u fotosintezu i fotomorfogenezu (Gupta i Jatothu, 2013).

3.3.2. Usporedba tradicionalno koristenih flourescentnih svjetala sa novijom
LED rasvjetom

Za kulturu tkiva i rast biljke se odavno koriste umjetni izvori svjetlosti, uklju¢ujudi i
flourescentne lampe, visokotlacne natrijeve Zarulje, metalhalogene Zarulje, Zarulje sa Zarnom
niti. Medu njima su flourescentne cijevi najpopularnije za kulturu biljnog tkiva (Gupta i
Jatothu, 2013).

Ova svjetla imaju Siroki raspon valnih duljina (350-750 nm) te su niske kvalitete za poticanje
rasta biljaka. Osim toga, odlika flourescentnih cijevi je i visoka potroSnja elektricne energije s
niskom ucinkovitoséu koja ¢e u konacnici povecati troSkove proizvodnje. Stoga postoji
potreba za ucinkovitim izvorima osvjetljenja, koja ée poboljsati kvalitetu biljaka razvijenih u
in vitro uvjetima, ali i smanjiti troSkove proizvodnje biljaka. LED (Light emitting diode)
rasvjeta predloZzena su kao potencijalni alternativni izvor svjetla za rast i razvoj biljaka u in
vitro uvjetima i ex vitro, u staklenicima (Pati, 2014).

Bududi da LED rasvjeta emitira svjetlost unutar Zeljenog podrucja spektra, moze se koristiti
za reguliranje razine zracenja kod fotosintetske aktivnosti i fotomorfogeneze. Ova znacajka
omogucuje izvedbu LED rasvjete koje emitiraju svjetlost u podruéjima spektra koji su
ukljuceni u razvoj biljaka te takoder osigurava neovisnu kontrolu svakog spektra i precizno
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manipuliranje spektralnim karakteristikama i intenzitetom svjetlosti. LED rasvjeta se smatra
jedinim izvorom svjetlosti koji moze osigurati fleksibilnost kontrole sastava spektra. Ova
znacajka omogucava uporabu LED rasvjete kao izvora fotosintetskog zracenja s mogucnoscu
odabira emisije valnih duljina koje najbolje odgovaraju apsorpcijskom vrhu odabranog
fotoreceptora.

Nadalje, specificnost valne duljine LED rasvjete mozZe se koristiti za proucavanje fizioloskih
osobina biljaka uzgojenih u zatvorenom sustavu proizvodnje. Navedeni izvori svjetla idealni
su za koristenje kao rasvjeta za in vivo i in vitro kulture u biljnoj proizvodnji. Fleksibilnost
odabira odgovarajuéih valnih duljina LED rasvjete omogudava optimalnu proizvodnju utjecudi
na morfologiju i metabolizam biljke. Uporabom LED izvora svjetlosti moguce je regulirati i
kontrolirati fizioloski aspekt rasta biljke, kao Sto je fotosinteza i/ili fotomorfogeneza (proces
razvoja biljaka ovisan o svjetlu). LED izvori svjetla mogu kontrolirati rast i razvoj biljnih
stanica, tkiva i organa pokrecuci fizioloSke reakcije (Gupta i Jatothu, 2013).

Spektralni sastav svjetlosti utjeCe na razliCite procese kao $to su otvaranje pudi, intenzitet
fotosinteze, porast broja i veli¢inu lista, veli¢inu stabljike, cvjetanje, tezinu suhe i svjeZe tvari,
indukciju kalusa, proliferaciju, razvoj i pretvorbu somatskih embrija, razvoj glavnog i bo¢nih
korijenja, klijavost. Utjece takoder i na biokemijske parametre kao $to su: povecanje sadrzaja
klorofila, topivih Seéera, sadriaj karotenoida, Skroba i slobodnih masnih kiselina,
superoksida, dismutaza, katalaza, aktivnosti peroksidaze (Pati, 2014).

Prethodno spomenute studije pokrivaju cijeli spektar moguée uporabe LED rasvjete tijekom
kultiviranja in vitro. U skoro svim slucajevima, za mikropropagaciju, LED osvjetljenje bilo je
bolje u odnosu na energetski zahtjevniju flourescentnu rasvjetu. U prostorijama kulture tkiva
LED rasvjeta moze u potpunosti nadomjestiti dnevnu rasvjetu dobrom strategijom raspodjele
osvjetljenja, a specijalnim optickim karakteristikama LED rasvjete i zahvaljujuéi malim
dimenzijama, mozZe se povecati proizvodnja biljaka (Gupta i Jatothu, 2013).

3.3.3. Prednosti LED rasvjete

LED sustav zraCenja ima nekoliko prednosti u odnosu na standardni sustav:

Niski utroSak energije LED rasvjete Cini razmnoZavanje biljaka u in vivo i in vitro uvjetima
isplativije.

LED rasvijeta ima relativno dugi vijek trajanja kada se pravilno instalira.
Tipicni vijek trajanja iznosi 25,000-100,000 h, dok je vijek flourescentnih cijevi obi¢no 10,000-
15,000 h u idealnim uvjetima.
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Odlikuje ih visoka ucinkovitost. Vecéina energije se pretvara u zracenje u Zeljenom obliku uz
minimalnu proizvodnju topline. Za razliku od drugih sustava rasvjete ucinkovitost LED ne
ovisi o obliku i veli¢ini Zarulje ili cijevi.

Moze emitirati svjetlost u odredenoj boji bez koristenja filtera, kao Sto zahtijevaju
tradicionalne metode. Mogu biti podeseni da proizvode spektre ili boje kako bi se postigle
odredene morfoloSke karakteristike biljaka. Tradicionalna svjetla emitiraju zelenu svjetlost
Sto im smanjuje ucinkovitost jer zeleno svjetlo biljci nije potrebno. Flourescentni izvori
svjetlosti emitiraju svjetlo u rasponu od 400-700 nm valne duljine, dok monokromatska LED
rasvjeta emitira svjetlo na specifi¢nim valnim duljinama.

Proizvodnja toplinske energije u diodama je relativno niska u usporedbi s flourescentnim
cijevima. Kulture mogu biti postavljene u blizini izvora svjetlosti bez oStecenja ili svjetlosnog
stresa, malih su dimenzija Sto ih takoder ¢ini idealnima za upotrebu (Gupta i Jatothu, 2013).

3.3.4. Nedostaci LED rasvjete

Glavni nedostatak ovog izvora svjetlosti je cijena. Visoki pocetni troSak ulaganja
amortizira se kroz ustedu elektricne energije, iako ovaj trosak postaje sve manji s brzim
razvojem LED tehnologije (Gupta i Jatothu, 2013).

Jo$ jedan od nedostataka je nemogucnost zamjene individualnog elementa u LED sustavu za
razliku od tradicionalnih sustava gdje je mogucée zamijeniti pojedina¢nu Zarulju. Ako jedna
svjetle¢a dioda prestane raditi mora se zamijeniti cijeli element (Gupta i Jatothu, 2013).
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4. Materijali i metode istrazivanja

4.1. Biljni materijal

Kao biljni materijal koristeni su uniformni izdanci mikropropagiranih kapara uzgojeni u
Biotehnoloskom laboratoriju Zavoda za oplemenjivanje bilja, genetiku i biometriku Agronom-
skog fakulteta u Zagrebu. Izdanci su prije postavljanja ovog pokusa mikropropagirani na MS
mediju (Murashige i Skoog, 1962) s dodatkom 0,6 mg/L meta-topolina (mT).

4.2. Hranidbeni medij

Mikropropagirani izdanci kapara duljine 1-1,5 cm postavljeni su na medij za ukorjenji-
vanje sljedeceg sastava: MS makro- i mikroelementi (Murashige i Skoog, 1962), MS vitamini,
0,1 g/L inozitola, 30 g/L saharoze i 2 mg/L indolil-3 octene kiseline (IAA). pH medija je prilago-
den na 5.8. Nakon dodavanja 8 g/L Bacto agara (Difco), medij je steriliziran u autoklavu 25 min
na 121°Ci pri tlaku od 1 bara, nakon ¢ega su izlijani u Magenta posudice takoder sterilizirane u
autoklavu.

4.3. Tretmani svjetlom

Magenta posudice s eksplantatima smjestene su u komoru rasta namijenjenu za rast
kulture tkiva. Temperatura u komori bila je 23,5+1°C i fotoperiod 16 sati dan/ 8 sati no¢. Radi
procjene utjecaja svjetla na uspjesSnost ukorjenjivanja i kvalitetu mikropropagiranih izdanaka
kapara ispitana su tri izvora umjetnog osvjetljenja: fluorescentne cijevi Osram L 36W/77
FLUORA; LED rasvjeta proizvodaca Philips, model GP LED DR/B 120 HB LO s omjerom crvenog
i plavog svjetla u omjeru 70% : 30%; LED rasvjeta Sirokog spektra: 35% crvene: 21% plave:
39% zelene: 6% tamnocrvene valne duljine (Valoya NS12).

Sva tri izvora svjetla/tretmana davala su intenzitet svjetla 40 pE m™2s™".
Na svaki tretman svjetlom postavljeno je 8 Magenta posuda, sa 9 izdanaka u svakoj; ukupno,
72 biljke po tretmanu. Nakon 70 dana, procijenjen je udio zakorjenjenih biljaka.
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Slika 14. Magenta posuda s eksplantatima
Snimila: A. BoSnjak Mihovilovié¢

Slika 15. Zakorijenjeni izdanci u Magenta posudici
Snimila: A. BoSnjak Mihovilovié

4.4. Analize fotografija korjenovog sustava

Sa svakog tretmana su sve zakorijenjene biljke fotografirane te su fotografije korije-
novih sustava analizirane pomod¢u WinRhizo® softvera (WinRhizo 2015 Pro., Regent Instru-
ments Canada Inc.). Pri tom su analizirane sljede¢e morfoloske karakteristike korijena: prom-
jer, ukupna duljina, ukupna povrsina i ukupni volumen.

22



4.5. Odredivanje gustoce puci

Sa svakog tretmana je uzorak od 6 biljaka posluZio za odredivanje gustoée puci (broj puci po
mm? povriine lista).

4.6. Mjerenje koncentracije klorofila

Prije sadnje i aklimatizacije zakorjenjenih izdanaka kapara, po tri izdanka sa svakog
tretmana koriSteno je za pripremu uzoraka za analizu klorofila. Odvagnuto je po 200 mg lis-
nog tkiva koji su uz postupno dodavanje male koli¢ine natrijevog karbonata i 4,5 ml 80% ace-
tona gnjeceni u tarioniku. Nakon $to je dobivena jednoli¢na smjesa, do obezbojenja je mije-
Sano na magnetnoj mjesalici. Ovakvi uzorci su centrifugrani do odvajanja taloga, a tekuda
faza odpipetirana je u kivete zbog spektrofotometrijske analize na 470, 645 i 663 nm po me-
todi Inskeep i Bloom (1985). Dobiveni rezultati preracunati su u mg/g svjeze tvari.

Slika 16. Lisno tkivo kapara u tarioniku Slika 17. Uzorci za spektofotometrijsku

analizu
Snimila: A. Bosnjak Mihovilovi¢

4.7. Sadnja u supstrat i aklimatizacija

Prije sadnje s korijenja je opran medij za zakorjenjivanje. Biljke su nakon toga posa-
dene 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 mZs™. Uspjesnost aklimatizacije procijenjena je 60 dana nakon sadnje.
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4.8. Plan pokusa i statisticka analiza podataka

Radi utvrdivanja utjecaja svjetla na uspjesSnost ukorijenjivanja, na svaki tretman svjet-
lom postavljeno je 8 Magenta posuda, s 9 izdanaka u svakoj; ukupno, 72 biljke po tretmanu.
Nakon 70 dana, procijenjen je udio zakorjenjenih biljka. Sve zakorijenjene biljke su fotografira-
ne te su fotografije korijenovih sustava analizirane pomoc¢u WinRhizo® softvera. Za odrediva-
nje gustoce puci koristeno je 6 zakorjenjenih izdanaka sa svakog tretmana svjetlom, dok je po
tri izdanka sa svakog tretmana koristeno za pripremu uzoraka za analizu klorofila. Podaci jed-
nofaktorijelnih pokusa podvrgnuti su jednosmjernoj analizi varijance (ANOVA).

Radi testiranja uspjesnosti aklimatizacije biljaka s obzirom na tretmane svjetlom, proveden je
xz-test u excelu.

Slika 18. lIzdanci razvijeni na tretmanu MS FLUO
Snimila: A. BoSnjak Mihovilovié

i

Slika 19. l1zdanci na tretmanu MS LED
Snimila: A. BoSnjak Mihovilovié¢
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5. Rezultati i rasprava

5.1. Rezultati analize fotografija korijenovog sustava

Prema rezultatima ovog istraZivanja, vidljiva je znacajna ovisnost razvoja korijena i
vrste osvjetljenja. U tablici 1. prikazane su prosjecne vrijednosti analiziranih svojstava korije-
na ovisno o tipu svjetla. Najveca vrijednost duZine korijena, povrsine i volumena korijena
dobivena je pod LED svjetlima Sirokog spektra dok je promjer korijena bio najveci pod floure-
scentnim svjetlom. Za sve karakteristike korijena, najnize vrijednosti su izmjerene na izdan-
cima zakorijenjenim pod LED svjetlom s 70 : 30 omjerom crvenog i plavog svjetla.

Tablica 1. Prosjecne vrijednosti analiziranih svojstava mikropropagacije ovisno o razli¢itim
vrstama svjetla

Fluo LED 70: 30 LED-Siroki spektar
duZina korijena (cm) 14,849 AB 8,316 B 17,658 A
Povrgina (cm?) 2,805 A 1,197 B 3,15A
promjer (mm) 0,765 A 0,523 B 0,604 B
volumen (cm®) 0,048 A 0,014 B 0,048 A
% zakorijenjenih biljaka 80,56 83,33 58,73

5.2. Rezultati odredivanja gustoce puci

Gustoda puci utvrdena u ovom istrazivanju bila je pod signifikantnim utjecajem tret-
mana svjetlom. Pod oba tipa LED osvjetljenja gustoca pudi i na gornjoj i na donjoj strani lista
bila je znacajno veéa nego pod flourescentnim cijevima. Pri tom je najveca gustoca puci
utvrdena pod LED svjetlom Sirokog spektra.
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Tablica 2. Prosjecne vrijednosti gustoce puci dobivene ovisno o razli¢itim vrstama svjetla

Fluo LED 70 : 30 LED Siroki spektar
Gornja epiderma
Broj puéi/mm? 188,6 B 291,8 A 361,9 A
Donja epiderma 216,6 B 277,3 A 426,4 A

Broj puéi/mm?

U drugim je istraZivanjima, takoder dokazana znacajna razlika u broju puci s obzirom na razli-
Cite tipove osvjetljenja. Poudel i sur. (2008) su testirali razli¢ite genotipove vinove loze pod
flourescentnim cijevima te plavim i crvenim LED osvjetljenjem u mikropropagaciji. Prema
ovom istrazivanju, broj puci bio je najveci pod plavim LED osvjetljenjem kod svih testiranih
genotipova. Na krizantemama je veci broj puci uo¢en kod uzgoja pod kombinacijom daleko
crvenog i plavog LED svjetla (Kim et al. 2004), dok je najveéi broj puci kod nevena i kadulje
primjecen pod flourescentnim cijevima uz dodatak LED osvjetljenja tamnocrvene valne dulji-
ne te pod flourescentnim cijevima uz dodatak LED osvjetljenja crvenog svjetla (Heo et al.
2002). Vieira i sur. (2015) su na izdancima banana uocili veci broj puci pod LED osvjetljenjem
daleko crvene/bijele svjetlosti te LED osvjetljenjem bijele svjetlosti u odnosu na kontrolno
osvjetljenje flourescentnim cijevima.

Puci omogucavaju biljci da se prilagodi promjenama u okoliSu kontrolom otvorenosti pora.
Zbog ovih su osobina puci izuzetno vazne u aklimatizaciji i prezivljavanju sadnica nakon pre-
nosenja iz in vitro uvjeta kada je regulacija vode u biljci izuzetno bitna da bi se izbjegla dehid-
racija. Tip osvjetljenja utje¢e na formiranje i aktivnost puci (Kim i sur, 2004). Povecani broj
puci moZe osigurati biljci bolju adaptabilnost u aklimatizaciji, ali moZe biti i negativna karak-
teristika koja ¢e uzrokovati veéi gubitak vode (Vieira i sur, 2015).

5.3. Rezultati mjerenja koncentracije klorofila

U tablici 3. prikazani su rezultati mjerenja sadrzaja klorofila u mezofilu lista kapara
ovisno o vrsti svjetla. Najvece vrijednosti karotenoida, klorofila a, klorofila b te ukupnog klo-
rofila su izmjerene pod LED rasvjetom Sirokog spektra. Najmanje vrijednosti ovih parametara
utvrdene su pod LED osvjetljenjem s omjerom crvenog i plavog svjetla 70 : 30. Omijer klorofi-
la a/b je bio najvedi pod LED rasvjetom s omjerom crvenog i plavog svjetla 70% : 30%.

Na izdancima banane uzgojenim u in vitro uvjetima, uoéeno je da LED osvjetljenje daleko
crvenim/bijelim svjetlom i LED osvjetljenje bijelim svjetlom znacajno utjeCu na povecanje
koncentracije klorofila a, klorofila b i ukupnog klorofila u odnosu na osvjetljenje flourescen-
tnim cijevima (Vieira i sur. 2015). Li i sur. (2010) su izvjestili o poveéanju koncentracije kloro-
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fila kod izdanaka pamuka pod utjecajem LED rasvjete plavog svjetla. Vaznost plavog svjetla
za povecdanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata kod krizantema naglasava Kuriléik i sur.
(2008). S druge strane kod in vitro uzgojene orhideje Doritaenopsis, najvecéa koli¢ina fotosin-
tetskih pigmenata je izmjerena kod LED rasvjete crvenim/plavim svjetlom dok je kod LED
osvjetljenja crvenim svjetlom znacajno smanjena koncentracija klorofila. Jednako tako, uku-
pan sadrzaj klorofila kod in vitro izdanaka vinove loze bio je najvedi pod plavom LED svjetlos-
¢u, a najmanji pod LED rasvjetom crvenim svjetlom.

Iz rezultata ovog istrazivanja te u skladu su s navedenim rezultatima drugih autora, mozemo
zakljuciti da je na koncentraciju fotosintetskih pigmenata presudnu ulogu imao negativan
utjecaj udjela crvene svjetlosti. Naime najveca koncentracija fotosintetskih pigmenata izmje-
rena je kod LED osvjetljenja u kojem je crveni spektar zastupljen s 35%, a plavi s 21%; dok je
najmanja koncentracija fotosintetskih pigmenata izmjerena kod LED osvjetljenja crve-
nog/plavog spektra s omjerom 70 : 30.

Tablica 3. Sadrzaj klorofila u mezofilu lista kapara ovisno o vrsti svjetla

Fluo LED 70: 30 LED-Siroki spek-
tar

Karotenoidi 6,58AB 4,91B 8,25A
mg/g svjeie tvari
klorofil a 0,0171AB 0,011B 0,0196A
mg/g svjeie tvari
klorofil b 0,1628AB 0,08168B 0,1778A
mg/g svjeie tvari
klorofil a/b 0,109178B 0,13583A 0,1112748B
mg/g svjeie tvari
klorofil ukupni 0,17998AB 0,092698B 0,19752A

mg/g svjeie tvari

5.4. Uspjesnost aklimatizacije

Za ispitivanje postotka aklimatiziranih biljaka koristen je Hi-kvadrat test. U tablici 4. prikazan
je broj posadenih biljaka te broj i postotak aklimatiziranih biljaka obzirom na vrstu svjetla.
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Tablica 4. Postotak aklimatizacije kapara nakon tretmana razli¢itim vrstama svjetla

Fluo LED 70: 30 LED-Siroki spektar
broj posadenih biljaka 49 51 28
broj aklimatiziranih bilja- 34 33 19
ka
% aklimatizacije 69,39 64,7 67,8

Na temelju dobivenih rezultata Hi-kvadrat testa utvrdeno je da nema znacajne razlike
u postotku aklimatiziranih biljaka medu tretmanima. Ostvareni uspjeh aklimatizacije vedi je
od objavljenog u istrazivanju Musallam i Duwayri (2015), gdje je bio 63%.

Ukupno gledajudi, rezultati provedenog istrazivanja upucuju da je LED osvjetljenje Sirokog
spektra pozitivno utjecalo na razinu fotosintetskih pigmenata kao i na karakteristike korijena:
duZinu korijena, povrsinu i volumen korijena.

Istovremeno, za navedene karakteristike, najnize vrijednosti su izmjerene pod LED osvjetlje-
njem s omjerom crvenog i plavog spektra 70 : 30.

Jednako tako, gustoda puci je bila najveéa pod LED osvjetljenjem Sirokog spektra, ali se nije
znacajno razlikovala od gustoce puci pod LED osvjetljenjem s omjerom crvenog i plavog
spektra 70 : 30.

U fazi aklimatizacije nije bilo statistic¢ki znacajne razlike medu tretmanima pa bez obzira na

mjerene karakteristike i uoéene razlike ne mozemo niti jedan od tri promatrana tretmana
proglasiti superiornim u pogledu kvalitete proizvedenih biljaka.
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6. Zakljucak

Na temelju provedenih istrazivanja zakorjenjivanja mikropropagiranih kapara na MS mediju
pod razli¢itim uvjetima osvjetljenja doneseni su slijededi zakljucci:
Vidljiva je znacajna ovisnost razvoja korijena i vrste osvjetljenja.

Najveéa vrijednost duZine korijena, povrSine i volumena korijena dobivena je pod LED
rasvjetom Sirokog spektra dok je promjer korijena bio najveéi pod flourescentnim svjetlom.
Za sve karakteristike korijena, najnize vrijednosti su izmjerene na izdancima zakorjenjenim
pod LED svjetlom s 70 : 30 omjerom crvenog i plavog spektra.

Gustodéa puci utvrdena u ovom istrazivanju bila je pod signifikantnim utjecajem tretmana
svjetlom. Najveéa gustoca puci utvrdena je pod LED svjetlom Sirokog spektra, a najmanja
pod flourescentnim svjetlom.

Najvece vrijednosti karotenoida, klorofila a, klorofila b te ukupnog klorofila su izmjerene pod
LED svjetlom Sirokog spektra. Najmanje vrijednosti ovih parametara utvrdene su pod LED
osvjetljenjem s omjerom crvenog i plavog spektra 70 : 30. Omjer klorofila a/b je bio najvedi
pod LED svjetlom s omjerom crvenog i plavog spektra 70% : 30%.

Ukupno gledajuci, rezultati provedenog istrazivanja upucuju da je LED osvjetljenje Sirokog
spektra pozitivnho utjecalo na razinu fotosintetskih pigmenata, gusto¢u pudi, kao i na
karakteristike korijena: duZinu korijena, povrSinu i volumen korijena. Istovremeno, za
navedene karakteristike, najnize vrijednosti su izmjerene pod LED osvjetljenjem s omjerom
crvenog i plavog spektra 70 : 30.

U fazi aklimatizacije nije bilo statistic¢ki znacajne razlike medu tretmanima pa bez obzira na
mjerene karakteristike i uocene razlike ne mozemo niti jedan od tri promatrana tretmana
proglasiti superiornim u pogledu kvalitete proizvedenih biljaka.
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