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Sazetak

Diplomskog rada studentice Ena Kos$¢ec, naslova

Uspjesnost zakorjenjivanja kapara (Capparis orientalis Veill.) ovisno o predtretmanu
citokininima

Grm kapara (Capparis orientalis Veill.) samonikla je biljna vrsta ¢ije staniste najvise vezemo
uz mediteransko podrucje gdje se najvise i prirodno prosirila. Ova biljna vrsta ima vrlo male
zahtjeve prilikom uzgoja. Otporna je na susna razdoblja i manjak vode te razvija vrlo snazan i
dubok korijen. Zbog znacajnih aromati¢nih i ljekovitih svojstava sve viSe raste interes za
komercijalni uzgoj kapara. Problem prilikom uzgoja je otezano zakorjenjavanja ove vrste.
Danas se sve viSe primjenjuje nafin razmnozavanja u in Vitro aseptickim uvjetima, tzv.
mikrorazmnozavanje §to bi moglo biti potencijalno rijeSenje za razmnozavanje ove i mnogih
drugih biljnih vrsta. Na taj nac¢in moguce je umnoziti mati¢nu biljku u kontroliranim uvjetima
i na mediju to¢no odredenog sastava prilagodenog vrsti koja se uvodi u kulturu. U cilju
poboljsanja zakorjenjivanja u ovom istrazivanju kapar je uveden u kulturu gdje je prvo
multipliciran na mediju s dva razli¢ita regulatora rasta. KoriSteni su citokinini, 6-
benzilaminopurin (BAP) i meta-topolin (mT) u ¢etri razli¢ite koncentracije. Nakon postignutog
zeljenog broja eksplantata na hranjivom mediju za multiplikaciju, izdanci kapara postavljeni
su na medij za zakorjenjivanje s auksinom indolil-3-maslacnom kiselinom (IBA) i kontrolni
medij bez dodatka hormona. Cilj provedenog istrazivanja bio je istraziti uspjeSnost
zakorjenjivanja kapara ovisno o koristenim citokininima u fazi multiplikacije izdanaka.
Rezultatima je utvrdeno da nema znaCajne razlike izmedu BAP-a i mT-a u procesu
zakorjenjivanja, dok je veci postotak uspjesno aklimatiziranih biljaka bio kod biljaka
formiranih na mediju s mT.

Kljuéne rije¢i: kapar, capparis, in vitro, mikrorazmnozavanje, regulator rasta



Summary

Of the master’s thesis — student Ena Kos¢ec, entitled

Success of rooting of capparis (Capparis orientalis Veill.) dependent of cytokinin
pretreatment

Caper bush (Capparis orientalis Veill.) is a wild plant species whose habitat is most closely
associated with the Mediterranean area where it has spread most natural. This plant species has
very low growing requirements. It is resistant to drought and lack of water and develops a very
strong and deep root. Due to its significant aromatic and medicinal characteristics, there is a
growing interest in commercial caper cultivation. The problem with cultivation is difficult
rooting of this species. Today, the method of propagation in in vitro aseptic conditions, the so-
called micropropagation which could be a potential solution for the propagation of this and
many other plant species. In this way, it is possible to propagate the mother plant under control
conditions and on a medium of precisely defined composition adapted to the species being
introduced into the culture. In order to improve rooting in this study, caper has been introduced
into the culture where it first multiplied on a medium with two different growth regulators.
Cytokines, 6-benzylaminopurine (BAP) and meta-topoline (mT) were used in four different
concentrations. After achieving the desired number of explants on the multiplication nutrient
medium, the caper shoots were placed on the rooting medium with auxin indolyl-3-butyric acid
(IBA) and the control medium without the addition of hormones. The aim of the study was to
investigate the success of rooting of capers independently of the cytokines used in the shoot
multiplication phase. The results showed that there was no significant difference between BAP
and mT in the rooting process, while a higher percentage of successfully acclimatized plants
was in plants formed on medium with mT.

Keywords: caper, capparis, in vitro, micropropagation, growth regulator



1. UVOD

Kapar (Capparis orientalis Veill.) je biljka koja ima dugu povijest i ljudi od davnina poznaju
njena ljekovita i aromati¢na svojstva koja koriste u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji.

Poznata je kao vrsta koja raste u mediteranskim zemljama, odakle i potjece. Prema Guleryiz i
sur. (2009) kapari trenutno prirodno rastu u Spanjolskoj, Francuskoj, Maroku, Monaku, Italiji,
Malti, obalnim dijelovima Hrvatske, Makedonije, Albanije, Grcke, Tunisa, Alzira, Afrike,
dijelovima J. Azije, Himalaje, Tihog Oceana i nekim dijelovima Australije. U nasim krajevima
raste samoniklo, duz Jadranske obale, na otocima i otoCi¢ima srednje i1 juzne Dalmacije U
pukotinama stijena, starih kuca i gradskih zidina.

Prirodno je samonikla vrsta ali sve vie se prepoznaje vaznost komercijalnog uzgoja zbog sve
veceg znacaja u prehrani. Njezini cvjetni pupoljci koji se konzumiraju ukiseljeni u octu ili
konzervirani u granulama soli (Sher i Alyemeni, 2010). Uzgoj kapara jos uvijek je u zaecima,
no postoji veliki potencijal zbog toga Sto ima vrlo male zahtjeve u uzgoju, tolerantna je na
nepovoljne uvjete te zbog svog snaznog i dubokog korijena kojeg razvija moze doprinijeti
sprjeCavanju erozije tla (Carra i sur., 2012).

Ovu biljku moguce je razmnozavati vegetativno i generativno ali kod oba nacina postoje neki
nedostaci. Kod generativnog na¢ina razmnoZavanja problem stoji u niskom postotku klijavosti
sjemena uzrokovanom zbog dormantnosti (Carra i sur., 2011). Dormatnost moze biti posljedica
tvrde sjemene ovojnice koja sprjecava ulazak vode u sjemenku, prisutnost inhibitora klijanja
ili luéenje sluzi nakon vlazenja sjemenke $to onemogucava pristup kisika embriju. Nadalje,
kod vegetativng nacina razmnozavanja, kod kojeg je prednost to Sto se izbjegava velika
varijabilnost, a zadrzava stabilnost svojstava kvalitete, postoji problem otezanog
zakorjenjivanja ovo vrste.

Uz ove spoznaje u danaSnje vrijeme sve vise raste interes za uzgoj u in vitro uvjetima gdje se
razmnoZzavanje provodi uvodenjem mati¢ne biljke u kulturu. Na taj nacin se u kontroliranim 1
aseptickim uvjetima mogu proizvesti vrlo kvalitetne, uniformne biljke. U odnosu na klasi¢no
vegetativno razmnozavanje reznicama, in Vivo na¢in razmnozavanja ima puno vise prednosti.
Hranidbeni medij na koji se postavljaju eksplantati za daljnje umnaZanje i zakorijenjivanje
biljke pripravlja se po to¢no odredenom protokolu, sa svim potrebnim hranjivima za rast i
razvoj odredene biljne vrste. Cijeli proces je vremenski puno brzi i potrebno je puno manje
prostora za ramnozavanje mati¢nih biljaka u odnosu na in vivo proces. Potrebno je znatno
manje sredstva koja se inace troSe (za grijanje staklenika, prostora i sl.) u in vivo procesu
razmnozavanja. U komorama rasta reguliraju se vanjski ¢imbenici tijekom razvoja biljke poput
optimizacije svjetlosti, topline i vlage zraka (Markovi¢ i Preiner, 2011).

Nadalje, primjena egzogenih biljnih hormona od velikog je znacaja za diobu, diferencijaciju i
produZeni rast stanica. Izbor citokinina za upotrebu u kulturi tkiva odreden je njegovom

1



kumulativhom ucinkovito§éu u induciranju prihvatljive brzine razmnozavanja izbojaka,
normalnih izbojaka i korijena i eventualne sposobnosti biljaka da se lako aklimatiziraju (Bairu
i sur., 2007).

Kroz sve navedeno, uz optimalne uvjete rasta, mogu se proizvesti biljke koje su vrlo visoke
kvalitete, uniformne i bez virusa i bolesti §to je pozeljno za daljni komercijalni uzgoj neke
vrste.

1.1. Cilj i hipoteza istrazivanja
Cilj istrazivanja je procijeniti utjecaj razli¢itih koncentracija (0.5, 1, 2 i 4 mg/l) citokinina (6-

benzilaminopurin, BAP i meta-Topolina, mT) na multiplikaciju te njihov naknadni uc¢inak
(carry over efekt) na zakorjenjivanje i aklimatizaciju biljke kapar (Capparis orientalis Veill).

Hipoteze:

1. Biljka kapar prirodno tesko zakorjenjuje

2. Za razliku od 6-benzilaminopurina (BAP), citokinin meta-Topolin (mT) brzo translocira u
biljna tkiva bez lokaliziranog nakupljanja sto rezultira manjim naknadnim u¢inkom (carry over
efektom) na zakorjenjivanje

3. Naknadni u¢inak citokinina (carry over efekt) na zakorjenjivanje u in vitro uvjetima prenosi
se i vidljiv je i u fazi aklimatizacije, u in vivo uvjetima



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Taksonomija i rasprostranjenost kapara

Biljka kapar (lat. Capparis spinosa L.) je samonikla biljna vrsta koja pripada porodici
kaparovki (lat. Capparaceae). Ova porodica prema Gilleryuz i sur. (2009) broji oko 700 vrsta,
a glavne kultivirane vrste su Capparis spinosa L. i Capparis ovata Desf.

Vrsta Capparis spinosa ima tri podvrste:

» Capparis spinosa var. inermis Turra,

» Capparis spinosa var. spinosa Zoh. i

« Capparis spinosa var. aegyptia (Lam.) Boiss.

Vrsta Capparis ovata Desf. ima tri podvrste:
« Capparis ovata var. palestina Zoh.,

« Capparis ovata var. canescens Heywood i
« Capparis ovata var. herbacea Willd.

Prema Riviera i sur. (2006) C. orientalis je vjerojatno jedan od roditelja, zajedno s C. sicula
hibridu Capparis spinosa L. Capparis spinosa L. biljka je iz suhih predjela zapadne ili sredi$nje
Azije i ima Siroko podrudje rasta, a uzgaja se posebno u Mediteranskom bazenu (Panico i sur.,
2005). Prema Giileryiiz i sur. (2009) kapari trenutno prirodno rastu u Spanjolskoj, Francuskoj,
Maroku, Monaku, Italiji, Malti, obalnim dijelovima Hrvatske, Makedonije, Albanije, Grcke,
Tunisa, Alzira, Afrike, dijelovima J. Azije, Himalaje, Tihog Oceana i nekim dijelovima
Australije.

Ova vrsta ima dugu povijest i ljudi ju poznaju i koriste njena ljekovita i aromati¢na svojstva
jos$ od davnina. Sjeme je zabiljezeno na groblju Yanghai u Kini. U staroj egipatskoj civilizaciji
sjeme je takoder pronadeno u faraonskim grobnicama. Dioscorides je kapare spomenuo kao
trzis$ni proizvod starih Grka, a spominje ih i rimski ucenjak Plinije Stariji (Gtileryiiz 1 sur.,
2009).

Danas se kapar intezivno uzgaja, konzumira i njime se trguje te predstavlja veliku vrijednost
u Italiji, Francuskoj i Spanjolskoj. Kapar se u Italiji u posljednja tri desetljeéa uzgaja uglavnom
na otoku Salina i Pantelleria gdje je postao vazna gospodarska kultura te je zbog toga i dobio
EU oznaku ,,zaSti¢ena oznaka zemljopisnog podrijetla® (ZOZP) (Carra i sur., 2012).
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Slika 2.1. Kapar na kamenom zidu
(Izvor: Histria Aromatica)

Slika 2.2. Kapar na zidu kamene kuce
(Izvor: Kapar)

2.1.1. Rasprostranjenost u Hrvatskoj

U naSim krajevima ova biljka raste samoniklo, duz Jadranske obale, na otocima i oto¢i¢ima
srednje 1 juzne Dalmacije. U Hrvatskoj nema znacajnijeg uzgoja kapara u komercijalne svrhe.
Kustrak (2014.) navodi da je kapar u nas rasprostranjen u Hrvatskom primorju i Dalmaciji, kao
jedina biljna vrsta iz pretezno tropske i suptropske porodice Capparidaceae. Veéinom ju
mozemo vidjeti u pukotinama stijena, starih kuca i gradskih zidina (Slika 2.1. i Slika 2.2.). Duz
nase obale mozemo rec¢i da je kapar dosta prisutan na uzobalju juznog Jadrana i1 pucinskim
otocima sve do Palagruze i Sveca (Slika 2.3.). Na srednjem Jadranu ga takoder nalazimo sve
do Zadra i Silbe iznad koje je rijedak, izuzev starog dijela grada Raba gdje ga ima, kao i u


https://www.facebook.com/HistriaAromatica/posts/1491644227581913/
https://explorecroatia.eu/blog/dragulj-iz-kamena-tajanstvena-kapara/

Dubrovniku i Komizi (Kovacevi¢, 2014). U svom djelu Ribanje i ribarsko prigovaranje
spominje ga i hvarski pjesnik Petar Hektorovi¢ (1487. — 1582.) ¢ime se potvrduje njegova
prisutnost na otoku Hvaru od davnina. Dvor Jurja Dalmatinca u Sibeniku, Hanibala Luci¢a na
Hvaru, tvrdave Hvar, Vis, Vransko jezero, povijesne zidine Dioklecijanove palace (Slika 2.4.),
Dubrovnika i Stona, benediktinski samostani na Mljetu i u Tkonu samo su neka od mnostvo
mjesta koje Kovacdevi¢ (2014) navodi kao staniSta kapara na naSoj obali. U Hrvatskoj su
rasirene vrste C. orientalis Veill. i C. spinosa L. (Keresa i sur., 2019).

Slika 2.3. Kapar na otoku Palagruzi
(Izvor: https://morski.hr/2020/06/23/kapari-na-palagruzi/ )
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https://slobodnadalmacija.hr/split/prezivjela-je-2000-godina-a-sada-bi-je-mogla-unistiti-biljka-splitski-aktivisti-upozoravaju-na-veliku-opasnost-koja-prijeti-dioklecijanovoj-palaci-najalarmantnije-stanje-je-na-srebrnim-vratima-571773

2.2. Morfoloske karakteristike kapara

C. spinosa L. var. spinosa je grmolika trajnica. Moze narasti do visine od oko 1 metar. Sasvim
prizemno deblo (tapat) je drvenasto, a koje kod najstarijih primjeraka doseze 50-80 cm
promjera, iz ¢ijih bazalnih pupova se granaju brojni jednogodi$nji izboji, prutovi (Kovacevi¢,
2005). Na vise¢im granama razvijaju se zeleni, izmjeni¢ni, cjeloviti okruglasti listovi, koji pri
dnu peteljke imaju obi¢no po dva trna (KusStrak, 2014). Ovaj grm moZe rasti uspravno,
polegnuto na tlu ili u vise¢em polozaju kada raste na zidovima.

Cvjetovi su samostalni u pazuScima vrsnih listova (Slika 2.5.), na peteljkama 3-8 cm duljine.
Imaju 4 lapa ruzicasto-purpurne boje 2-3 cm duljine i 4 vrlo njezne, bijele latice s ruzicastim
zilama. Cvjetovi su hermafroditni. Prasnika ima mnogo, filamenti su na vrhu ljubicasti
(Kovacevi¢, 2005). Plod je boba (Slika 2.6.). Tamnocrveni plod je i do 5 cm dug i 3 cm Sirok
s mnogo sjemenaka. Kapari su jo$ zatvoreni, veci ili manji cvjetni pupoljci, jajasta ili okruglog
oblika, s Cetiri brida, zelene boje, s ostatkom peteljke ili bez njezina ostatka. (Kustrak, 2014).

Slika 2.6. Plod kapara, cijelovita boba (lijevo) i popre¢no prerezan (desno)
(Izvor: http://www.floraofgatar.com/ )



https://explorecroatia.eu/blog/dragulj-iz-kamena-tajanstvena-kapara/
http://www.floraofqatar.com/

El. amri i sur. (2019) navode kako je provodni sustav u stabljikama (ksilem) jako dobro razvijen
(Slika 2.7.) sto omoguéuje odrzavanje zadovoljavaju¢e ravnoteze vode tijekom suSnih
razdoblja. Takoder, Gan i sur. (2013) u svojem istrazivanju navode da su vaskularni snop
(provodno tkivo) i ksilem bili dobro razvijeni kod divlje biljke kapara u odnosu na presadnice
razvijene in vitro, Sto sugerira povecani transport vode u biljkama u uvjetima suse. 1z tog
razloga kapar moze rasti i opstati u izuzetno susnim uvjetima. Pored toga, utvrdeno je da ova
biljka posjeduje sposobnost prilagodbe na ekstremne uvjete okoline poput suSe u vidu
promjene strukture lisca, stabljike i korijena. Ksilem i fibro-vaskularni sustav povecavaju se, a
tranzitno podrucje izmedu korijena i stabljike povecava kako bi se povecala apsorpcija i
sposobnost skladistenja vode (Gan i sur., 2013).

Slika 2.7. Anatomska grada stabljike Capparis spinosa L.
(Izvor: El amri i sur., 2019)

Korjenov sustav djelomi¢no je odrvenio, karakteriziran je mesnatim korijenjem, koje prodire
duboko (i do 10 m). U nekim slu¢ajevima moze imati bodlje, nastale od palisti¢a (Kovacevic,
2005.), sto je razlikovno obiljezje ove vrste. Stariji primjerci ove biljke imaju razvijen snazan
korjenov sustav koji prodire duboko u tlo §to pomaze u smanjenju erozije tla. Carra i sur. (2012)
navode kako je korijen ove mediteranske biljke koristan za stabilizaciju tla jer se smatra da
zrele biljke kapara, koje razvijaju velike ekstenzivne korjenove sustave koji duboko prodiru u
tlo, smanjuju eroziju tla u stjenovitom 1 strmom krajoliku i ¢uvaju zalihe vode u tlu.

2.3. Bioloska svojstva i ekoloski zahtjevi

Kao samonikla biljka, kserofit i heliofit, kapar je vrlo rasiren u Mediteranskom bazenu zbog
tolerancije na klimatska ograni¢enja u aridnim i semiaridnim zonama, kao i na ekstremne
temperature (El amri i sur. 2019). Raste na stjenovitom terenu, u pukotinama te moze podnijeti
razlicite tipove tla. Na razli¢itim lokacijama Himalaje, C. spinosa podnosi i muljevitu glinu i
pjeskovita, stjenovita ili $ljunkovita tla s manje od 1% organske tvari (Mohammad i sur., 2012).
Kapar voli lagana, rastresita do srednje teSka tla bogata skeletom. Vrsta C. ovata Desf. podnosi
i nesto teza tla od C. spinosa L. Podnosi i vi$i sadrzaj aktivnog vapna. Optimalan pH je od 7,5
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do 8, a rezistentan je i na posolicu i slana tla (Kovacevi¢, 2005). Ova biljka je tolerantna na sol
koju dobro podnosi duz morske obale na kojoj uspjesno raste (Soyler i Khawar, 2007).

Takoder, ovaj grm ima visoki omjer korijena i izboja te prisutnost mikorize Sto sluzi za
maksimaliziranje unosa minerala iz tla. Iz rizosfere grma kapara izolirani su razliciti sojevi
bakterija koji fiksiraju dusik i na taj naCin se odrzava visoka razina tog elementa (Mohammad
I sur., 2012). U usporedbi s drugim pustinjskim biljkama, kapar ima visoku ucinkovitost
koriStenja vode (eng. water use efficiency, WUE) i izvanrednu sposobnost pronalaska i upijanja
vode iz svog okolisa (posebno u dubini tla) zahvaljujuci opseznom korjenovom sustavu i vrlo
dobrom odnosu korijen-stabljika (Chedraoui i sur., 2017). Zbog toga je ova biljka pogodna za
o¢uvanje vode u tlu i reguliranje mikroklime jer takvi grmovi Svojim vegetativnim, nadzemnim
dijelom ograniCavaju visoke temperature tla na nacin da ga pokrivaju i time Stite od direktne
sunceve svjetlosti.

Suhi topli zrak i intenzivna sunceva svjetlost preferirano su okruzenje za biljku kapar. Ove
biljke su produktivne u zonama 200-600 mm padalina godisnje i lako prezivljavaju temperature
vece od 35-40°C (Gileryiz i sur., 2009). Cvjetni pupoljci kapara beru se od kraja svibnja do
pocetka rujna, danju prije izlaska sunca, kad su relativno mali. Poslije branja pupoljci se peru,
dobro ocijede, a zatim ostavljaju u sjeni da povenu. Potom se razvrstavaju prema veli¢ini, jer
je to propis trzista (Kustrak, 2014).

2.4. RazmnoZavanje kapara

Biljku kapar moguce je razmnoZavati generativnim 1 vegetativnim putem. Oba nacina imaju
odredene nedostatke. Konvencionalni nafin razmnoZavanja sjemenom nije poZeljan za
razmnozavanje biljke kapar zbog dva razloga: postoji nizak postotak klijavosti sjemena zbog
dormantnosti sjemena 1 unakrsno oprasivanje biljke Sto rezultira visokim stupnjem
heterozigotnosti u sjemenu (Musallam i sur., 2011). Kako bi se postigao veéi postotak
klijavosti, na sjemenu kapara potrebno je provesti hladnu stratifikaciju. Takoder, tretiranjem
sjemena biljnim regulatorima rasta moze se utjecati na razvoj korijena i klijanje. Gllery(iz i
sur. (2009) navode da je kod primjene biljnih regulatora rasta, posebno giberelina, zabiljezena
povecéana klijavosti sjemena za vise od dvostruko. Carra i sur. (2012) navode da biljke kapara
dobivene sjemenom pokazuju visoku varijabilnost gena i iako on moze biti koristan u smislu
uvodenja novih genetiskih varijanti, to takoder moze dovesti do gubitka rijetkih genotipova.

S druge strane, pogodno je koristiti reznice tj. vegetativni na¢in razmnoZavanja jer se na taj
nacin izbjegava velika varijabilnost u pogledu proizvodnje i1 kvalitete te se zadrzavaju
genotipovi od interesa, a moguc¢e je dobiti veliki broj novih jedinki dobre kvalitete i
ujednacenosti. Prema Gileryiz i sur. (2009) najbolje vrijeme za prikupljanje reznica je veljaca,
ozujak ili travanj na Mediteranskom podrucju. Reznice stabljike mogu se pripremiti od
bazalnih dijelova, promjera veceg od 1 cm i duljine od oko 8 cm sa 6-10 pupova. No, prilikom
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vegetativnog razmnozavanja reznicama, kapar tesko zakorjenjuje Sto predstavlja problem za
veéu proizvodnju ove biljke u komercijalne svrhe. Musallam i sur. (2011) navode da
konvecionalna metoda vegetativnim razmnozavanjem reznicama ima nisku sposobnost
zakorjenjivanja (55%) i nizak stupanj uspjesnosti (30%). Uocena je velika varijabilnost tijekom
zakorjenjivanja stoga se vegetativni nacin razmnozavanja smatra neprikladnim za brzo
razmnozavanje klonova ili uspostavljanje usjeva (Carra i sur., 2012). No, Gllerytz i sur. (2009)
navode da upotreba indol-3-masla¢ne kiseline (IBA) moze biti korisna za povecanje
ukorjenjivanja reznica.

2.5. Kemijski sastav i primjena

Kapar je biljka koja je jo§ od davnina poznata po svojim ljekovitim i aromati¢nim svojstvima.
Stoga je svoju primjenu pronasla ne samo u prehrambenoj industriji, ve¢ i u farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji kao ljekovita biljka i afrodizijak. Uzgoj kapara moze biti od velike
ekonomske vrijednosti s obzirom na mnoge bioaktivnhe komponente koje sadrzi u raznim
dijelovima biljke.

Cvjetni pupoljci bogati su vitaminom C. U svjezim pupoljcima ima 115-170 mg% vitamina C,
a u plodovima oko 130 mg%. U pupoljcima ima jo§ glikozida rutina i neSto metil-gorus¢ina
ulja (Grli¢, 1986). Kapari sadrze glukozinolate; u cvjetnim pupoljcima, ali 1 u listovima i
sjemenu glavna je sastavnica glukokaparin, koji djelovanjem fermenta mirozinaze prelazi u
metilgorusc¢ino ulje. Od drugih spojeva kapari sadrze fenolkarbonske kiseline, flavonoide (oko
5% rutina), saponine i pektine. Svi ti spojevi, kako navodi Kustrak (2014) utje¢u na miris i
okus kapara kao zacina.

Tablica 2.1. Hranjiva vrijednost plodova kapara (na 100 g)

Sadrzaj Iznos na 100 g
Energija 20 kcal
Ugljikohidrati 59
Masti 099
Vlakna 30
Seéer 044
Natrij 2960 mg
Zeljezo 1,7 mg
Bjelancevine 24
Vitamin C 4 mg

(Izvor: Sher i Alyemeni, 2010)



Hranidbena vrijednost ploda kapara prema Sher i Alyemeni (2010) prikazana je u Tablici 2.1.
iz koje je vidljivo da je kalori¢na vrijednost ploda niska, zbog niskog sadrzaja ugljikohidrata i
masti.

Uzgoj ove vrste moze biti financijski vrlo isplativ s obzirom na njenu otpornost na razlicite
stresove. S obzirom na bioaktivne tvari koje sadrzi i ¢ime postize visoku hranjivu vrijednost,
pronalazi svoju primjenu u kozmeti¢koj industriji i proizvodnji lijekova, a takoder i veliki
interes postize kao prehrambeni proizvod.

Chedraoui i sur. (2017) navode kako su Iranci koristili korijen, plod i koru ove vrste za
pripremu diuretika i tonika protiv malarije i bolesti zglobova. U Pakistanu se lis¢e C. spinose
koristi kao analgetik, protiv reumatizma i u lijeCenju hemeroida. U Indiji su cvjetni pupoljci i
korijen poznati u lijecenju vrucice, dok se liS¢e koristi kao protuiritativno sredstvo i kao oblog
kod oteklina. Takoder, navodi se uspjeSan uc¢inak u lije¢enju astme, kaslja, zubobolje i razli¢itih
upala.

2.5.1. Upotreba u kulinarstvu

U kulinarstvu, kao zacin, upotrebljavaju se neotvoreni cvjetni pupoljci. U mnogim zemljama
poznati su pod nazivom ,,kapari‘.

Grli¢ (2005) navodi da se oni ulazu u vinski ocat svjezi (ne treba ih ostaviti da se osuse).
Stajanjem u octu razvijaju karakteristi¢cnu aromu, koja potjece od kaprinske kiseline. Takoder,
Grli¢ (2005) navodi kako ponegdje pupoljke ulazu i u slanu vodu ili ulje. Konzervirati se mogu
i U 6%-tnoj otopini soli uz dodatak 1%-tne octene kiseline. Maceracija traje tri mjeseca prije
nego Sto zacin dospije na trziSte 1 u prodaju (Kustrak, 2014).

Prepoznatljivi po oStrom pikantnom okusu i slanoéi, pronasli su primjenu kao zacin i dodatak
jelima poput raznih umaka s tjesteninom, pizze, ribe, mesa i salata. U kuhana jela dodaju se na
kraju kuhanja kako bi se o¢uvale sve arome. Cesto se njihov okus usporeduje s okusom senfa
1 crnog papra. Kapari se beru svakodnevno, a kategoriziraju i prodaju se s obzirom na veli¢inu.
Sitniji, tvrdi 1 okrugliji cvjetni pupoljci (veli¢ine graska) najcjenjeniji su i imaju najvisu
kvalitetu.

Budu¢i da kapari rastu samo u podrucju Sredozemlja, Cesto ih u Njemackoj i zemljama srednje

Europe patvore i nastoje nadomjestiti pupoljcima drugog bilja. Kao patvorina ili zamjena za
kapare sluze pupoljci dragoljuba, nevena, tratincice, maslacka i dr. (Kustrak, 2014).
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2.6. Kultura tkiva

Kultura biljnog tkiva odnosi se na uzgoj i umnozavanje izoliranih stanica, komadica tkiva ili
vrlo sitnih organa na definiranim ¢vrstim ili teku¢im podlogama u asepti¢cnom i kontroliranom
okruzenju. Ovaj nain razmnozavanja biljnog materijala ¢esto mozemo pronaci pod nazivom
,mikrorazmnoZavanje* jer su biljni organi ili cijele biljke u minijaturnim verzijama.
Tehnologija kulture biljnog tkiva Siroko se koristi za umnozavanje biljaka (IAEA, 2004). Ima
primjenu u mnogim disciplinama (genetici, biokemiji, fiziologiji i molekularnoj biologiji) te je
pogodna metoda za trziSnu proizvodnju zato $to se na malom prostoru i u relativno kratkom
roku moze proizvesti veliki broj sadnica od samo jedne biljke. Serije biljaka razmnozene ovom
metodom istovjetne su po razvoju, rastu i genetiCkom potencijalu vrste. Bez sumnje, to je
proces kloniranja, jer sve proizvedene biljke predstavljaju mati¢ne kopije razmnoZenog
majc¢inskog uzorka (Pintari¢, 2008).

Tehnika kulture tkiva zasniva se na konceptu ,,stanicne titopotentnosti“ 0dnosno metodama
regeneracije kompletne nove biljke iz jedne diferencirane stanice, malih komadicéa tkiva
(eksplantati) ili organa roditeljske biljke. To je moguce zato $to svaka stanica nosi kompletni
genetiCki materijal 1 nakon umnaZanja moze se diferencirati u korijen, izdanak ili embrionalnu
strukturu.

In vitro na¢inom razmnozavanja u kulturi tkiva, uz dobivanje uniformnog sadnog materijala,
moguca je i elimininacija virusa iz zaraZenih tkiva biljke i odrzavanje ugroZenih biljnih izvora.
Glavna prednost tehnologije kulture tkiva je proizvodnja visokokvalitetnog i ujednacenog
sadnog materijala koji se moZze umnozavati tijekom cijele godine u uvjetima bez bolesti bilo
gdje, bez obzira na godis$nje doba i vrijeme (IAEA, 2004).

Ovaj nacin razmnoZzavanja biljaka u in vitro uvjetima ima mnogo prednosti u odnosu na
klasi¢no vegetativno razmnozavanje i to zbog sljede¢ih ¢injenica:

1. Razmnozavanje in vitro mnogo je brze od razmnozavanja in vivo

2. Moguce je razmnozavati i one biljne vrste koje u uvjetima in vivo nije moguce

3. Mikroklonirane biljke ¢esto rastu bolje i snaznije od biljaka kloniranih in vivo

4. U kulturi in vitro razmnozavaju se samo zdrave biljke

5. Moze se ustedjeti znatna sredstva koja se inace troSe (za grijanje staklenika, prostora i

dr.). Prostor potreban za podizanje i razmnoZavanje mati¢nih biljaka znatno se
smanjuje upotrebom kulture in vitro
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6. Zahvaljujuéi optimalnim uvjetima (hranidbena podloga i fizicki faktori) omoguéeno
je precizno vremensko planiranje proizvodnje presadnica, ¢ime se poniStava sezonski
utjecaj i omogucava proizvodnja kroz Citavu godinu (Jelaska, 1994).

Uobicajeni rad odvija se kroz sljedece faze mikropropagacije:
. Prikupljanje biljnog materijala

. PovrSinska sterilizacija biljnog materijala

. Obrada biljnog materijala

. Uspostavljanje inicijalne kulture

. Multiplikacija izdanaka

. Izduzivanje izdanaka

. Zakorjenjivanje izdanaka

. Aklimatizacija

00O N O O & W N

Tijekom procesa mikrorazmnozavanja eksplantate je potrebno supkultivirati i nekoliko puta.
Kako navodi Jelaska (1994) supkultiviranje eksplantata potrebno je zbog sljedec¢ih razloga:

- hranidbena podloga se istrosila

- podloga se osusila

- kultura je ispunila prostor Magenta posude ili epruvete

- materijal je potrebno dalje umnozavati

- smeda ili crna obojenost u podlozi kao rezultat ispustanja tvari (najéesce fenola), Cesto
toksi¢nih za eksplantat (osobito u tijeku prvih nekoliko tjedana)

- katkad je materijal potrebno prenijeti na podlogu izmijenjena sastava

- podloga je postala tekuc¢a zbog snizenja pH uzrokovanog biljnim materijalom

2.6.1. Kapari u kulturi tkiva

Komercijalni uzgoj biljke kapar moze biti otezan zbog teSkog zakorjenjivanja stoga se umjesto
vegetativnog nacina razmnozavanja reznicama, uz sve vise novih istraZivanja, kvalitetni sadni
materijal moze dobiti tehnikama razmnozavanja u kulturi tkiva tzv. mikrorazmnoZavanje. Ova
tehnika omogucuje visoku stopu umnozavanja genetski ujednadenog sadnog materijala.
Pokazalo se da je uspostavljanje mati¢nih biljaka in vitro iz vrhova izdanaka povoljnije od
nodijskih reznica (Musallam i sur., 2011).

Prilikom uvodenja biljke u kulturu u in vitro uvjete, prednost imaju mladi i aktivno rastuci
izdanci prikupljeni u prolje¢e kako bi se izbjegao gubitak materijala zbog kontaminacije
kulture. Carra i sur. (2012) navode kako je bilo vrlo tesko uvesti in vitro biljni materijal
prikupljen krajem ljeta, dok je biljni materijal prikupljen u proljece dao pozitivne rezultate s
visokim postotkom uspjesnog uspostavljanja.
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Takoder, smatra se da su najbolji rezultati, u smislu visestruke indukcije aksilarnih izdanaka,
postignuti kada su adeninski citokinini (uglavnom BAP) koriSteni sami (u hranjivom mediju)
ili u kombinaciji s niskim koncentracijama auksina (Carra i sur., 2012). Musallam i sur. (2011)
su testirali MS medij, modificirani MS (1/2 MS) i WPM (eng. Woody Plant medium) u
mikropropagaciji C. spinosa. Utvrdeno je da je WPM najbolji medij za uspostavljanje kulture
tkiva kapara. Najveci broj izdanaka dobiven je na WPM mediju 14 obogacenom s 0.8 mg/l
kinetina u kombinaciji sa 0.05 mg/l indolil-3-masla¢ne kiseline i 0.1 mg/1 giberelinske kiseline.
Utvrden je i najveéi postotak zakorjenjivanja (80%) u %2 MS mediju u kombinaciji sa 5 mg/I
indolil-3-octene Kkiseline. Zakorjenjene bilj¢ice uspjeSno su aklimatizirane sa 63%
prezivljavanja.

Najbolji parametri razmnozavanja i u¢inci rasta C. spinose dobiveni su na mediju s 1,2 mg/I
BAP-a. Pri tim koncentracijama broj izdanaka bio je (4,6-4,8), a duljina izdanaka bila je od
1,78 do 1,82 cm. Vise izdanaka moglo bi se dobiti na mediju koji sadrzi 2 mg/l BAP-a ali su ti
izdanci u kompaktnom grmicu te se ne mogu izduziti i ne mogu prezivjeti nakon odvajanja od
mati¢nog grmi¢a. Manje izdanaka (4,7) formirano je s 1,2 mg/l BAP-a te je smanjenje broja
izdanaka nadoknadeno pove¢anom duljinom pojedinog izdanka te je utvrdeno da su ti izdanci
pogodni za indukciju korijena (Musallam i sur., 2011).

Na 2,5 mg/l IBA postignut je najveéi postotak zakorjenjivanja (50%), duljina korijena (4,3
mm) i broj korijena (1,8) s dobrom duljinom izdanka (3,16 cm) i malo kalusa. Medutim, Carra
i sur. (2011) dobili su najbolje rezultate (100% zakorjenjenih eksplantata) kada su eksplantati
umoceni u otopinu S 10 mg/l IBA-e u trajanju od 10 minuta i kontinuirano odrzavani u mediju
bez regulatora rasta. Nove biljke bile su snazne, kvalitetne 1 imale su fenotipske osobine sli¢ne
mati¢nim biljkama.

2.7. Biljni regulatori rasta

Biljni regulatori rasta (fitohormoni) su organski spojevi koje biljka sintetizira i pomocu njih se
koordiniraju svi procesi u biljci. Budué¢i da kao i kod ljudi i zivotinja, biljni hormoni
prvenstveno utjeCu na rast i razvoj, nazivamo ih jo$ i regulatorima rasta. Uz prirodne biljne
hormone postoje i oni dobiveni sintetskim putem. U kulturi tkiva oni ¢ine vrlo bitne
komponente koje odreduju razvojni put biljnih stanica. Biljni hormoni se translociraju unutar
biljke i utjecu na rast i diferencijaciju tkiva i organa s kojima dodu u dodir. Djeluju na diobe,
produzni rast i diferencijaciju stanica. Dijele Se u pet grupa: auksini, citokinini, giberelini, etilen
I apscizinska kiselina (Pevalek-Kozlina 2003). Od toga prve tri skupine (auksini, citokinini i
giberelini) stimuliraju procese, a preostale dvije (etilen i apscizinska kiselina) inhibiraju
pojedine procese u biljkama. U ovom radu pracen je rast biljake kapar i uspjeSnost
zakorjenjivanja na hranidbenim podlogama s dodatkom auksina (IBA) i razli¢itih koncentracija
citokinina (BAP, mT).
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Odgovor biljke na djelovanje biljnih hormona ovisi o njihovim koncentracijama kao i o vrsti i
razvojnom stadiju biljnog tkiva ili organa na koji djeluju. Hormoni citokinini i auksini
pomijeSani u odredenim omjerima mogu stimulirati diferencijaciju biljnih organa iz
neorganiziranih stani¢nih linija (kalusa) (Markovi¢ i1 Preiner, 2011). Za regeneraciju i rast
stabljike ili korijena biljke bitan je koncentracijski omjer auksina i citokinina. Ukoliko
nedostaje jedan od ova dva hormona neée do¢i do povecanja i rasta biljnog organizma
(Pevalek-Kozlina 2003). Tako npr. niska koncentracija auksina stimulira rast korijena, a visoka
koncentracija ga inhibira. Ili jednaka koncentracija auksina stimulira rast izdanka, ali inhibira
rast korijena (Skvorc i sur., 2013). Zato su vrsta i koncentracija regulatora rasta u mediju za
uspostavljanje kulture i u kasnijoj fazi za zakorjenjivanje od velike vaznosti za uspje$no
proveden proces mikrorazmnozavanja.

Citokinini su otkriveni tijekom 1950-ih zbog svojih sposobnost induciranja diobe biljnih
stanica. Ubrzo nakon otkri¢a, Skoog i Miller postavili su hipotezu o omjeru auksin-citokininu
u morfogenezi biljaka. Hipoteza je predvidala da citokinini, zajedno s auksinima, imaju bitnu
ulogu u morfogenezi biljaka koja ima veliki utjecaj na nastanak korijenja i izdanaka i njihov
relativni rast (Werner i sur., 2001). Hormoni mogu djelovati na aktivnost pojedinih gena i
postojecih enzima te mijenjati svojstva plazmatskih membrana. Svako od tih djelovanja moze
uzrokovati promjene u metabolizmu i razvoju stanice. Treba istaknuti da reakcija na pojedini
biljni hormon ne ovisi toliko o njegovoj apsolutnoj koncentraciji koliko o odnosu koncentracija
svih prisutnih hormona (Skvorc i sur., 2013).

Biljni hormoni pronadeni su kao rezultat istrazivanja tvari koje stimuliraju diobu stanica
(citokinezu). Nakon njihova otkri¢a utvrdeno je da su ukljuceni u regulaciju mnogih fizioloskih
I razvojnih procesa, poput senescencije, mobilizacije hranjiva, apikalne dominacije, razvoja
cvata, klijanja sjemena i prestanka mirovanja pupa. Takoder su uklju¢eni u mnoge reakcije
biljke na svjetlost, poput diferencijacije kloroplasta, rasta kotiledona 1 lista 1 sl. (Lazarevi¢ 1
Poljak, 2019). Souza i sur. (2019) isti¢u kako jos$ uvijek postoje poteskoce u mikropropagaciji
biljaka, poput niske stope razmnozavanja, morfoloskih abnormalnosti i neadekvatnog
zakorjenjivanja. Navedeni problemi mogu se svesti na minimum primjenom odgovarajuce
vrste i koncentracije regulatora rasta, posebno citokinina, jer su povezani s diobom stanica.

2.8. Citokinini

Citokinini su skupina prirodnih NS-supstituiranih adeninskih spojeva koji su neophodni u
regulaciji mnogih fizioloskih procesa u biljkama. Oni reguliraju vr$nu dominaciju u izdanku,
grananje, starenje listova, rast korijenja i proizvodnju klorofila (Mok, 1994). Danas, uz veliki
broj ve¢ poznatih prirodnih citokinina, kao $to je prethodno navedeno, proizvode se 1 sintetski
spojevi koji pokazuju citokininsku aktivnost. Gotovo svi sintetski citokinini su Né-supstituirani
derivati adenina.
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Smatralo se da su citokinini sintetizirani u korijenu i transportirani u izdanke, no novije studije
pokazuju da se citokinini stvaraju u cijeloj biljci, ukljuujuci u zra¢nim tkivima (Kieber i
Schaller, 2014). Prema Lazarevi¢ i sur. (2019) glavno mjesto sinteze citokinina je korjenov
vegetacijski vrh te se citokinini nastali u korijenu ksilemom transportiraju u nadzemne dijelove.
Medutim, korijen nije jedino mjesto sinteze citokinina. Primjerice, citokinini se mogu
sintetizirati u mladim embrijima sjemenki, kao i mladom li§¢u i mladim plodovima.

Oni su neophodni u tehnikama mikropropagacije biljaka jer poticu diobu stanica i osiguravaju
normalan i proporcionalan razvoj biljnih organa. Mikropropagacija praéena primjenom
citokinina u medijima za kulturu tkiva brza je biotehnoloska metoda prihvaéena u
komercijalnoj proizvodnji vaznih biljaka kao $to su banana, jabuka, ruza, jagoda, krumpir, kao
i za oCuvanje ugrozenih vrsta poput Harpagophytum prucubens ili Aloe polyphylla (Plihal i
sur.,2013).

Pokazalo se da primjena egzogenih citokinina na neke organe kojima normalno nedostaje ovaj
hormon potice diobu stanica, a citokinini su povezani sa svim fazama stani¢nog ciklusa (Kieber
i Schaller, 2014). Plihal i sur. (2013) navode kako prirodni citokinini, kao i vec¢ina njihovih
sintetskih derivata, pokazuju negativne ucinke na rast i razvoj korijena. Promjene u morfologiji,
prvenstveno povezane s inhibicijom stani¢ne diobe u meristematskoj zoni, ocituju se kao
zadebljanje i skra¢ivanje primarnog korijena i otezano bo¢no grananje korijena.

2.8.1. Meta-topolin i 6-benzilaminopurin

Meta-topolin (mT) i 6-benzilaminopurin (BAP) sintetski su citokinini koji se koriste u procesu
mikropropagacije. Kao egzogeni citokinini dodaju se u hranidbeni medij te ih na taj nacin biljka
usvaja. Trenutno je 6-benzilaminopurin (BAP) najces¢e koristen citokinin u industriji
mikropropagacije zbog svoje ucinkovitosti 1 pristupacnost, no ima i neke nedostatke. (Bairu 1
sur., 2013). Nekoliko izvora (Souza, 2019; Bairu i sur., 2007; Aremu i sur., 2012) navodi
nekoliko morfofizioloskih poremecaja poput hiperhidri¢nosti koja se pripisuje upotrebi ovog
regulatora rasta. To je poremecaj kod kojeg dolazi do abnormalnog nakupljanja vode unutar
stanica ili tkiva biljke, a posljedica toga je proziran izgled biljke. Souza i sur. (2019) u svom
istraZivanju navode pojavu vece ucestalosti hiperhidri¢nosti u izdancima na mediju s BAP-om
za razliku od medija s mT-om gdje su izdanci pokazali uniformnost i dobar vigor.

Benzil-adenin (BA) je npr. u nekim biotestovima aktivniji ¢ak i od najjaceg prirodnog
citokinina, zeatina (Pevalek-Kozlina, B., 2003). Werbrouck i sur. (Bairu, 2007) navode da je u
mikropropagiranom Spathiphylum floribundumu BAP akumuliran u podnozju biljke.
Smanjena duljina izbojaka O. stricta moze biti povezana s toksi¢nim u¢inkom BAP-a na biljke,
uslijed nakupljanja i sporog otpustanja metabolita u druge dijelove biljke §to potom inhibira
rast i ukorjenjivanje. Postoji mogucnost da je to povezano s povecanjem razine stabilnog
metabolita [9G]BAP, ¢ija akumulacija moZe uzrokovati inhibiciju rasta korijena i dovodi do
problema u aklimatizaciji biljaka (Souza, 2019). Werbrouck i sur. (1995) navode da
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nakupljanje [9G]BAP derivata u bazalnom dijelu biljke moze rezultirati sporim oslobadanjem
BAP-a tijekom aklimatizacije $to uzrokuje razli¢ite probleme poput heterogenosti u rastu i
inhibiciju zakorjenjivanja. Citokinini poput benzilaminopurina (BAP) smanjuju dominaciju
apikalnog meristema 1 poti¢u stvaranja aksilarnih 1 apikalnih izdanaka (Jafari 1 sur., 2011).
Pruski i1 sur. (1990) koristili su BAP (8,88-13,3 uM) za uspjeSnu masovnu proizvodnju
izdanaka i za naknadno zakorjenjivanje Amelanchier alnifoila L. (Bosnjak Mihovilovi¢ i sur.,
2020).

Koncentracija BAP-a od 0,5 do 1,0 mg/l je optimalna za multiplikaciju velikog broja razli¢itih
dikotiledonih biljaka, jer podloga za multiplikaciju izdanaka treba omogucavati nesmetani rast
i umnozavanje eksplantanta, a da istovremeno ne izaziva obilnije kalusiranje (Pintari¢, 2008).
BAP je jedna od komponenta koja u hranjivom mediju stimulira sintezu betacijanina, a
betacijanini smanjuju akumulaciju reaktivnih oblika kisika (eng. ROS) i stite tkiva i stanice od
Stete koja bi nastala kao posljedica oksidativnog stresa (Souza, 2019).

Otkri¢e nove skupine aromati¢nih citokinina postaje alternativa u upotrebi BAP-a u cilju
smanjenja fizioloskih poremecaja u mikropropagiranim biljkama.

Strnad i sur. (1997) izolirali su N6-(meta-hidroksibenzil) adenin, aromati¢ni citokinin visoke
aktivnosti, iz listova topole (Populus x canadensis Moench, cv. robusta) i predlozili trivijalni
naziv ‘meta-Topolin’ (MT). Superiornost mT-a proizlazi iz ¢injenice da se on brzo translocira
u biljna tkiva ¢ime se sprjeava lokalizirano nakupljanje, a njegovi se metaboliti brzo
razgraduju tijekom aklimatizacije (Mutui i sur., 2012). To je jedan od razloga zbog kojeg mnogi
izvori navode mT kao bolji izbor citokinina tijekom procesa mikropropagacije. U nastavku
teksta navedeni su i jo$ neki primjeri.

e Werbrouck i sur. (1996) usporedili su vrste i u¢inke derivata BAP-a i mT-a u kulturi
tkiva S. flouribundum. Usporedivali su ex vitro uc¢inak razlic¢itih koncentracija BAP-a i
mT-a na zakorjenjivanje nakon razdoblja aklimatizacije od Cetiri tjedna. Njihovi
rezultati otkrili su da biljke tretirane s mT-om proizvode znacajno veéi broj i vecu
duljinu korijena od onih tretiranih s BAP-om.

e Souza i sur. (2019) navode manje toksi¢nu prirodu mT-a u odnosu na ekvimolarne
koncentracije BAP-a, $to ukazuje na njegovu superiornost u stvaranju vise izdanaka uz
smanjenje ili potpuno odsustvo abnormalnosti.

e Bairu i sur. (2007) navode kako sve viSe istrazivanja s citokininima ukazuje na to da je
mT gotovo dvostruko ucinkovitiji od BAP-a u indukciji rasta izdanaka reznica te da bi

mogao bit novi izvor citokinina s visokom morfogenetskom aktivnoscu.

e Indeks abnormalnosti, koji je omjer abnormalnih (hiperhidri¢ni izdanci i izdanci s
nekrozom vrha izdanaka) i normalnih izdanaka u svim mT tretmanima koristenim u in
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vitro razmnozavanju Barleria greenii L. bio je mnogo nizi od onog zabiljezenog kod
najnizih koncentracija BAP-a (Mutui, 2012). A Bairu i sur. (2007) navode da indeks
abnormalnosti mjeri toksi¢nost citokinina.

e Najbolji prosjek korisnih izdanaka i najbolje duljine stabljika dobivene su na
podlogama obogacenim s 2 mg/l mT-a, te je formirano priblizno 3-4 izdanaka dobre
kvalitete po eksplantatu. Izdanci formirani na mediju s 4 mg/l BAP-a bili su manji u
usporedbi s onima koji su formirani na mediju s dodatkom mT-a (Benmahioul i sur.,
2012).

e BAP proizvodi izuzetno stabilne derivate, kao $to je [9G] BA, za koji se smatra da

inhibira zakorjenjivanje ex vitro, dok mT i njegovi derivati ne inhibiraju in vitro
stvaranje i njihova je razgradnja relativno brza (Keresa i sur., 2019).
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Slika 2.8. Strukturna formula mT (lijevo) i BAP (desno)
(Izvor: Werbrouck i sur., 1996.)

2.9. Auksini

Mjesto sinteze auksina u biljci su meristemska tkiva (mladi listovi, plodovi 1 vr$ni meristem
izdanka), a moZe se odvijati i u odraslim listovima ili vr§kovima korijena. Auksini imaju
stimuliraju¢u ulogu u produznom rastu stanica stabljike 1 koleoptila tako Sto omogucuju
rastezanje stanicne stijenke. To se dogada zato $to oni stimuliraju sintezu tvari potrebnih za
rast stanicne stijenke. Auksini su potrebni vecini biljnih stanica za diobu i diferencijaciju te
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inicijaciju korijenja. U visokoj koncentraciji auksin moze inhibirati morfogenezu tj. rast
stanica. To se dogada jer auksin inducira proizvodnju etilena koji zatomljuje produzni rast
stanica. Takoder, djeluju na vaskularizaciju tkiva, inhibiraju rast bo¢nih pupova poticuci
apikalnu dominaciju (rast vrSnog pupa), a u visokim koncentracijama stimuliraju zacetak
boc¢nog i adventivnog korijenja (Tivendale 1 sur. 2014).

Takoder, sli¢no kao i kod citokinina, uz ve¢ dobro poznate prirodne auksine koje biljka sama
sintetizira danas se proizvode i brojni sintetski auksini koji pokazuju auksinsko djelovanje, a
imaju Siroku primjenu u agrikulturi i hortikulturi. Sintetski auksini komercijalno se koriste za
pospjesivanje zakorjenjivanja reznica, izazivanje partenokarpije, ubrzavanje zriobe plodova,
sprjeCavanje otpadanja plodova prije dozrijevanja, te kao herbicidi (Pevalek-Kozlina, B.,
2003).

2.9.1. Indol-3-masla¢na Kkiselina

Medu prvim otkrivenim auksinima je indol-3-masla¢na kiselina (IBA), sintetski auksin koji je
vrlo sli¢nog kemijskog sastava kao i najpoznatiji prirodni auksin indol-3-octena kiselina (IAA).
Danas se IBA komercijalno koristi za zakorjenjivanje mnogih biljnih vrsta.

Primjena kemijskih sredstava u razmnozavanju biljaka zapocela je 1934. godine otkricem
auksina. Istrazivanja koja su 1935. godine proveli Zimmerman i Wilcoxon pokazala su da
sinteticki auksin, indol-3-masla¢na kiselina (IBA) pospjeSuje zakorjenjivanje. Stoga
suvremena znanost o razmnozavanju biljaka primjenjuje IBA 1 njezine derivate (Drvodeli¢,
2012).

Pouzdano se moze re¢i da je hormonski par BAP/IBA najcesce koriSteni par hormona u
mikropropagaciji, posebno kod dikotiledonih vrsta (Pintari¢, 2008).
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Slika 2.9. Strukturna formula indol-3-masla¢ne kiseline
(Izvor: Strukturna formula)
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

U ovom pokusu kao biljni materijal upotrebljeni su eksplantati kapara (Capparis orientalis
Veill.). Zdravi mladi izdanci iz divljih grmova C. orientalis sakupljeni su na otoku Solti.
Uniformni (vr$ni) izdanci izrezani su na duljinu 2-3 nodija s vr$Snim pupom i uvedeni u kulturi
prije ¢ega su podvrgnuti sterilizaciji.

3.2. Sterilizacija biljnog materijala

Prije pocetka samog pokusa steriliziran je biljni materijal. Sterilizacija je trajala 20 minuta s
3% lzosanom®. Nakon toga eksplantati su isprani u sterilnoj destiliranoj vodi 3 puta po 5
minuta te uvedeni u kulturu.

Utvrdeno je da bakterije, gljivice, kvasci ili alge, kada se nadu u kulturi zajedno s biljnim
stanicama, ovima opasno konkuriraju za hranidbene sastojke, jer se brze razmnozavaju, a
istodobno stvaraju i toksine koji brzo uniste biljne stanice (Jelaska, 1994). Zato se, prema
Pintari¢ (2008), povrsSinska sterilizacija vrsi s ciljem da se sa povrSine primarnog eksplantata
biljke uklone mikroorganizmi, koji bi prilikom uvodenja eksplantata u kulturu in vitro mogli
kontaminirati hranjivu podlogu. Sterilizacija treba biti dovoljno jaka, kako bi se eliminirali
mikroorganizmi, ali da istovremeno ne ubije i sam primarni ekplantat.

3.3. Autoklaviranje i sterilizacija instrumenata

Laboratorijsko posude i pribor oprani su teku¢om vodom i detergentom, a potom isprani
destiliranom vodom. Zatim, prije upotrebe, Magenta posudice, Petrijeve zdjelice i ostali
potreban pribor oblozeni su aluminijskom folijom i sterilizirani u autoklavu na temperaturi od
121°C u vremenu od 25 minuta pri tlaku od 1 bar. Tim postupkom vrsi se sterilizacija pod
tlakom na visokoj temperaturi ¢ime se uklanjaju neéisto¢e i mikroorganizmi.

Nakon toga posude i pribor premjesSteni su u suSionik. Takoder, prije svakog korisStenja, a
prilikom rada s eksplantatima, pincete i skalpeli dodatno su sterilizirani na otvorenom plamenu
do usijanja. Cijeli proces inokulacije i supkultiviranja eksplantata iz jedne hranjive podloge na
drugu odvija se u laminaru. To je prostor gdje se konstantno upuhuje sterilni zrak i uz prethodno
sterilizirani pribor i dezinfekciju ruku alkoholom, osigurava sterilne uvjete za rad s
eksplantatima.
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3.4. Rad u laminaru i komora rasta

Svaka manipulacija s eksplantatima i hranjivom podlogom na koju su oni postavljani
provodena je u laminaru. To je komora u kojoj se u horizontalnom smjeru upuhuje sterilni zrak
1 time osiguravaju sterilni uvjeti bez prisutnost mikroorganizama i bilo kakvih necistoca. Prije
rada u laminaru radna povrsina i ruke dezinficirani su sa 96% etilnim alkoholom.

Unutar laminara, na radnoj povrsini nalazi se plamenik s dotokom plina koji se pali s po¢etkom
rada, te se na njemu laboratorijski pribor poput pincete i1 skalpela ucestalo steriliziraju tijekom
cijelog procesa premjestanja eksplantata.

Tijekom prenoSenja eksplantata kapara iz jedne hranjive podloge na drugu koriStene su
Petrijeve zdjelice. One su posluzile kao podloga gdje se vrsilo prikracivanje izdanka skalpelom
na duljinu 2-3 nodija. Takvi eksplantati zatim su postavljeni na novi medij, po 5 u svaku
Magenta posudicu. Magente su potom zaklopljene s pripadaju¢im poklopcem i dodatno
izolirane tankom laboratorijskom membranom za omatanje posuda, parafilmom.

Posudice s eksplantatima postavljene su u komoru rasta s fotoperiodom od 16 sati svjetla i 8 h
tame. Ukupno njih 33 (od svakog citokinina po 4 koncentracije, a svaka koncentracija po 4
Magenta posudice i 1 kontrolni medij bez dodatka citokinina).

3.5. Priprema hranjive podloge

U ovom pokusu koristen je modificirani ,,Woody Plant (WPM, Lloyd i McCown, 1980) medij
za multiplikaciju i za tretmane zakorjenjivanja (Tablica 3.1.). Za pripremu ove podloge
koristene su koncentrirane mati¢ne otopine potrebnih makro i mikro elementa te vitamini, mio-
inozitol, saharoza i sequestren (prema Syngenta Crop Protection AG, sequestren je Zeljezni
helat u obliku vodotopivih mikrogranula, namijenjen za sprjecavanje i suzbijanje kloroze
izazvane nedostatkom pristupacnog Zeljeza.) i Plant agar prema protokolu prikazanom u
Tablici 3.1. Ovaj medij odabran je zbog pozitivnih iskustava iz prethodnih istrazivanja u
Laboratoriju na Zavodu za oplemenjivanje bilja, genetiku i biometriku na Agronomskom
fakultetu u Zagrebu.

Hranidbene podloge su sterilizirane u autoklavu 25 min na 121 °C pri tlaku od 1 bara.
Dodavanje hormona (citokinina) u medij slijedilo je na nacin da je BAP dodan prije
autoklaviranja, a mT nakon istog procesa. To je ucinjeno iz razloga zato $to je mT termolabilan
i pri visokim temperaturama moze do¢i do promjene njegovih svojstva i krajnjeg djelovanja.
Takoder, optimizirana je pH vrijednost medija na 5,8.
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Tablica 3.1. Sastav hranjive podloge koriStene u pokusu

Sastav | Koncentracija (mg/l)
Makroelementi

NH4NO3 400
CaCl2 x 2H20 95,65
MgSO4 x 7TH20 370
KH2PO4 170
Ca(NO3)2 x 4H20 55,95
K2S04 990
FeSO4 x 7H20 5,57
Na:EDTA x 2H20 7,47
Mikroelementi

CuSOs4 x 5H20 0,0025
CoCl2 x 6H20 0,0025
H3BO3 0,62
KI 0,083
MnSOa4 x H20 1,689
NazMo0O4 x 2H20 0,025
ZnS0O4x 7TH20 0,86
Plant agar 79/l
Vitamini

MS vitamini | 1ml
Seceri

Saharoza 1309
Organski dodaci

Mio-inozitol 019
Zeljezo

Sequestren (helatirano Fe) ‘ 0,1305¢g

3.5.1. Medij za multiplikaciju

Pokus je postavljen na nacin da su prvo izdanci postavljeni na medij za multiplikaciju izdanaka
gdje se provodilo umnozavanje do Zeljenog broja biljaka. Izdanci duljine 2-3 nodija postavljeni
su okomito u hranidbeni medij.

Za multiplikaciju izdanaka koristen je WPM medij s dodatkom dva razli¢ita biljna hormona.

To su citokinini 6-benzilaminopurin (BAP) i meta-topolin (mT). Navedeni citokinini dodani
su u hranidbeni medij u 4 razli¢ite koncentracije kako je prikazano u Tablici 3.2.
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Ukupno je bilo 8 razlicitih tretmana za multiplikaciju izdanaka (4 koncentracije od jednog i 4
koncentracije od drugog hormona) i jedna kontrola bez regulatora rasta. Od svake koncentracije
postavljene su 4 Magenta posudice sa 5 postavljenih eksplantata u svakoj. Dakle, po tretmanu
je postavljeno ukupno 20 eksplantata.

Provedene su dvije supkultivacije u kojima su izdanci umnazani i supkultivirani uvijek u

mediju istog sastava, a period supkultiviranja trajao je Sest tjedana. Potom je biljezena stopa
multiplikacije i duzina izdanaka. Stopa multiplikacije izdanaka izrazena je kao broj izdanaka

razvijenih po izdanku postavljenom na medij za multiplikaciju.

Tablica 3.2. Medij za multiplikaciju izdanaka s razli¢itim koncentracijama citokinina

Vrsta mediia Ti Vrsta regulatora Koncentracija Kratica
: . rasta (mg/l) medija
0,5 mT 0,5
1. Tretman mT 1 mT 1
2 mT 2
r 4 mT 4
Medij za 05 AP OL
multiplikaciju , ,
izdanaka 2. Tretman BAP L BAP 1
2 BAP 2
4 BAP 4
3. Kontrola bez hormona / /
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Slika 3.1. Eksplantati kapara u Magenta posudi na WPM hranjivom mediju s
dodatkom BAP-a

(Autor: Ena Kos¢ec)

3.5.2. Medij za zakorjenjivanje

Nakon provedene multiplikacije, dobili smo zeljeni broj izdanaka koji su postavljeni su na
medij za zakorjenjivanje. Tretiranje izdanaka trajalo je 10 minuta (Tablica 3.3.) uranjanjem u
otopinu 10 mg/l IBA-e (indolil-3-masla¢na kiselina) i 10 minuta u destiliranoj vodi bez dodatka
regulatora rasta koja je posluzila kao kontrola (bez auksina IBA-e). Nakon tretmana za
zakorjenjivanje/kontrole izdanci su postavljeni na HFM (engl. hormon free medium). Nakon
60 dana su izvrSena opazanja i izmjere te su zakorjenjeni izdanci posadeni u supstrat u posude
promjera 10 cm radi aklimatizacije.

Tablica 3.3. Shema medija za zakorjenjivanje

.. . Koncentracija Trajanje
Vrsta medija Tip Vrsta regulatora rasta (ma/l) (min)
. 1. Tretman IBA 10 10
Medij za
zakorjenjivanje
L 2. Tretman Kontrola(lthe'\zA;\ ormona destilirana voda 10
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3.6. Statisticka analiza podataka

Svojstva opazanja (mjerenja) u ovom pokusu bila su prosjecan broj izdanaka, prosje¢na duljina
izdanaka (mm), uspje$nost zakorjenjivanja i aklimatizacije te karakteristike korijena: duzina
korijenja (cm), povrSina korijenja (cm2), prosje¢ni promjer korijenja (mm) i broj vrhova
korijena. Za Kkarakteristike korijena napravljena je viSefaktorijelna analiza varijance
(ANOVA), a srednje vrijednosti usporedene su Duncan-ovim testom u statistiCkom programu
SAS 9.2. (SAS Institute, 2009) uz razinu znacajnosti p < 0,05 (Duncan, 1955).

Podaci o broju i duljini izdanka razvijenih na hranidbenom mediju s dodatkom citokinina te

podaci o uspjeSnosti zakorjenjivanja i aklimatizacije obradeni su mjerom deskriptivne
statistike.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UspjeSnost multiplikacije ovisno o citokininima

Mjerenje prosje¢nog broja formiranih izdanaka i prosje¢ne duljine izdanka (mm) provedeno je
48 dana nakon postavljanja eksplantata na hranidbeni medij s dodatkom citokinina u svrhu
multiplikacije. Podaci prikazani u Tablici 4.1. prikazuju prosjecan broj izdanaka za svaki
citokinin (mT i BAP), a mjereni su za svaku koncentraciju pojedinog citokinina zasebno.
Jednako tako prikazani su podaci za prosje¢nu duljinu izdanka koja je izraZzena u milimetrima.

U ovom istrazivanju, BAP je pri najvisoj koristenoj koncentraciji (4 mg/1) dao najveci prosjecni
broj formiranih izdanaka, a to je 4.6 (Tablica 4.1.), dok je pri 4 mg/l mT-a prosjecno formirano
4.2 izdanka. Najveci prosjecni broj formiranih izdanaka kod mT-a je pri koncentraciji od 0,5
mg/l.

Bairu 1 sur. (2007) navode kako su u svom istrazivanju uocili da medu razli¢itim ispitivanim
koncentracijama citokinina u hranjivom mediju postoje znacajne razlike u ukupnom broju
izdanaka. Pri nizim koncentracijama BAP je stvorio viSe izdanaka, a kako se koncentracija
citokinina povecavala, ve¢i broj izdanaka uocili su kod tretmana meta-topolinom §to je u naSem
istrazivanju drugacije. Takoder, Keresa i sur. (2019) navode da su pri vrlo niskim
koncentracijama (0,2 1 0,4 mg/l1) BAP i mT stvorili sli¢an broj novih izdanaka po eksplantatu,
a kako se koncentracija povecavala, povecavale su se i razlike u broju formiranih izdanaka.

Benmahioul i sur. (2012) u svojem istrazivanju navode kako je najveci broj formiranih
izdanaka ocekivan kod medija s 4 mg/l BAP-a, no prema njihovim rezultatima najbolji
prosjecni broj korisnih izdanaka i najbolje duljine stabljika dobivene su na podlogama
obogac¢enim s 2 mg/l mT-a. Takoder, u istrazivanju Werbrouck i sur. (1996) navode da je
Spathiphyllum floribundum Schott Petite razvila znacajno manje izdanaka (<1.5 cm) na mediju
s BAP-om. Na temelju podataka ovog istrazivanja (Tablica 4.1.) utvrdeno je da je najveci
prosjeéni broj formiranih izdanaka bio kod predtretmana s 4 mg/l BAP-a (4.6), a najveca
prosjecna duljina izdanka (mm) bila je takoder na mediju s dodatkom BAP-a (16.1) ali u ovom
slucaju pri koncentraciji od 0,5 mg/l. U odnosu na mT, prosjeCan broj izdanaka (kod
koncentracija 0,5, 1 i 2 mg/l) bio je manji na mediju s BAP-om. Prosje¢na duljina izdanka
(mm) takoder je bila manja u slu¢aju BAP-a u mediju s koncentracijama 1,2 i 4 mg/l. Jednako
tako navode i Gentile i sur. (2017) u svom istrazivanju gdje je mT stvorio duze izdanke u
odnosu na BAP, bez obzira na primjenjenu koncentraciju.

lako je koncentracija od 4 mg/l mT-a kod Spathiphyllum floribundum Schott Petite inducirala
manji ukupan (prosje¢ni) broj izdanaka nego ista koncentracija BAP-a (Werbrouck i sur.,
1996), broj duljih izdanaka je zna¢ajno veci. U ovom istrazivanju te razlike su vidljive (Tablica
4.1.) kao i kod Werbrouck i sur. (1996).
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Tablica 4.1. Podaci o multiplikaciji izdanaka

Tretman
citokininom Prosjecan broj izdanaka Prosjecna duljina izdanka
(mm)
mT 0,5 4.3 11.2
BAP 0,5 2.8 16.1
mT 1 3.3 12
BAP 1 2.1 51
mT 2 3.8 9.3
BAP 2 3.1 8.1
mT 4 4.2 8.1
BAP 4 4.6 6.3

*0,5, 1, 2i 4 — koncentracije pojedinog citokinina u mediju izraZzena u mg/1

4.2. Utjecaj citokinina koristenih u fazi multiplikacije i tretmana
zakorjenjivanja na uspjeSnost zakorjenjivanja

Uspjesnost zakorjenjivanja procjenjena je 60 dana nakon provedenog tretmana za
zakorjenjivanje. U nastavku teksta opisan je utjecaj tretmana za zakorjenjivanje (s auksinom
IBA u hranidbenom mediju) i utjecaj tretmana citokininima u fazi multiplikacije izdanaka te
postoji li korelacija u djelovanju citokinina i auksina tj. nadopunjuju li se ili medusobno
ponistavaju svoj u¢inak prilikom prisutnosti drugog, a u svrhu stvaranja korijena. Utvrdili smo
je li tretman auksinom IBA ili tretman na mediju bez dodatka hormona (HFM) dao bolje
rezultate (u kombinaciji s prethodnim tretmanom citokininima).

4.2.1. Utjecaj citokinina koriStenih u fazi multiplikacije izdanaka i
tretmana s IBA-om na uspjeSnost zakorjenjivanja

Budud¢i da je BAP citokinin koji se zadrzava u bazalnom dijelu biljke i sporije translocira u
druge dijelove u odnosu na mT te zbog toga moze uzrokovati heterogenosti u rastu i inhibiciju
zakorjenjivanja bilo je za ocekivati da ¢e manje koncentracije BAP-a u hranidbenom mediju
dati bolje rezultate na uspjeSnost zakorjenjivanja. Pretpostavka je bila da c¢e velike
koncentracije BAP-a, koje bi se zadrzale u biljci, umanjiti utjecaj naknadno dodanog auksina
(IBA) kojemu je svrha potaknuti zakorjenjivanje i time uzrokovati manji postotak ukupnog
zakorjenjivanja.
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Rezultatima ovog istrazivanja utvrdili smo da postoji razlika izmedu utjecaja mT-a i BAP-a
koji su bili u hranidbenom mediju za multiplikaciju izdanaka na uspjesnost zakorjenjivanja.
Izdanci koji su bili postavljeni na hranidbeni medij s dodatkom mT-a pokazali su manje
negativno djelovanje na zakorjenjivanje pri nizim koncentracijama tog citokinina na
hranidbenom mediju. Npr. najmanje negativno djelovanje mT-a u zakorjenjivanju postoji kod
tretmana s 1 mg/l mT-a (Graf 4.1.) Pri toj koncentraciji postotak zakorjenjivanja bio je ¢ak
85.71% (uz dodatak IBA-e u drugoj fazi). Dok je pri najvisoj koncentraciji od 4 mg/l mT-a
uoCljiv veéi negativan utjecaj na zakorjenjivanje koje je bilo niskih 21.05%. Kod visih
koncentracija mT-a u hranjivom mediju postoji veci negativan utjecaj na zakorjenjivanje jer
rezultati pokazuju (Graf 4.1.) manji postotak ukupno zakorjenjenih biljaka.

¥ 90 85 85.71
78.95
80 75
70 65
60 60
60
50
40
30
21.05

20
10

0

0,5 1 2 4 mg/|
B Ukupno zakorijenjivanje (%) mT B Ukupno zakorijenjivanje (%) BAP

Graf 4.1. Zakorjenjivanje izdanaka kapara nakon tretmana s auksinom IBA (%) ovisno o
citokininima koristenim u fazi multiplikacije

Za razliku od mT-a, rezultati su nesto drugaciji u slucaju s BAP-om. Pri istoj koncentraciji od
1 mg/l BAP-a (gdje je mT pokazao najvecu uspjesnost zakorjenjivanja) ukupno zakorjenjivanje
bilo je 60% (Graf 4.1.) $to je najnizi postotak uspjesnog zakorjenjivanja kod medija s dodatkom
BAP-a, kada gledamo sve Cetri istrazivane koncentracije u mediju (nakon cega je slijedio
treman s auksinom IBA). Najbolji rezultati za zakorjenjivanje, prilikom dodatka BAP-a u
hranidbeni medij tijekom multiplikacije izdanaka, utvrdeni su pri koncentraciji od 4 mg/l ovog
citokinina pri cemu je zakorjenilo 78.97% biljaka.
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Prema Benmahioul i sur. (2012) medij za multiplikaciju izdanaka Pistacia vera L. nije imao
utjecaj na zakorjenjivanje izdanaka (carry over efekt). Medutim, mikroizdanci Pistacia vera L.
razvijeni na mediju za multiplikaciju s mT imali su veci postotak zakorjenjivanja (82,5 %) za
razliku od onih formiranih na mediju s BAP-om, gdje je zakorjenjivanje rezultiralo nizim
postotkom (75%). Takoder, Gentile i sur (2017) navode da su izdanci od Corylus colurna L.
uzgajani u prisutnosti mT-a dali su veci postotak (98% kod 1 mg/l mT i 100% kod 2 mg/l mT)
ukorjenjenih biljaka od izdanka tretiranih s BAP-om (78,26% kod 1 mg/l BAP i 50,33% kod 2
mg/l BAP).

4.2.2. Utjecaj citokinina KkoriStenih u fazi multiplikacije i tretmana bez
dodatka auksina na uspje$nost zakorjenjivanja

U slucaju kontrolnog tretmana (nakon tretmana citokininima u fazi multiplikacije izdanaka nije
dodan auksin u medij tretmana za zakorjenjivanje — HFM tretman) rezultati su malo drugaciji.
Utvrdeno je da mT u koncentraciji od 1 mg/l u hranidbenom mediju rezultirao je najmanje
negativno djelovanje u zakorjenjivanju. Zakorijenilo je 90% izdanaka (Graf 4.2.) ali u ovom
slu¢aju bez prisutnosti auksina IBA-e u tretmanu za zakorjenjivanje. Povec¢anjem koncentracije
mT koriStenog u fazi multiplikacije na 4 mg/l povecava se 1 negativan utjecaj na
zakorjenjivanje i u tom slucaju je u kontrolnom tretmanu zakorjenjivanja zakorjenilo tek 50%
izdanaka. S druge strane, iz grafa 4.2. je vidljiv negativniji utjecaj BAP-a koriStenog u fazi
multiplikacije na zakorjenjivanje jer je postotak zakorjenjivanja najveci nakon koncentracije
od 0,5 mg/1 (80%). Pri povecanju koncentracije BAP-a na 1 mg/l, u fazi zakorjenjivanja se
smanjuje uspjeSnost zakorjenjivanja na 50% dok je kod koncentracije od 4 mg/l BAP-a
koristenog u fazi multiplikacije izdanaka, u kontrolnom tretmanu zakorjenjivanja tek 20%
izdanaka uspjelo razviti korijenje.
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Graf 4.2. Zakorjenjivanje izdanaka kapara (%) nakon kontrolnog tretmana za zakorjenjivanje
(bez dodatka auksina) ovisno o citokininima koriStenim u fazi multiplikacije

4.3. Utjecaj citokinina koriStenih u fazi multiplikacije izdanaka i tretmana
za zakorjenjivanje na karakteristike korijena

Statistickom obradom rezultata ovog istrazivanja utvrdeno je da nema znacajnog utjecaja
citokinina koristenih u fazi multiplikacije izdanaka (citokinin BAP i mT) na karakteristike
korijena. Duzina korijenja (cm), povriina (cm?), prosje¢an promjer korijenja (mm) i broj
vrhova korijena izmjereni su upotrebom WinRhizo softvera (Tablica 4.2). lako je sama
uspjesnost zakorjenjivanja bila ve¢a kod izdanaka multipliciranih na mediju s dodatkom mT-a
u odnosu na BAP, korijenje vece duzine je razvijeno kod izdanaka multipliciranih na medijima
s dodatkom BAP-a (11.9 cm) u odnosu na izdanke multiplicirane na medijima s dodatkom mT-
a (8,49 cm), jednako kao i povrsina korijenja (1,83 cm? s BAP-a u odnosu na 1,29 cm? s mT-
a) te broj vrhova korijena (40,5 s BAP-a i 28 s mT-a), medutim ove razlike nisu statisticki
znacajne.

Najmanja duzina korijenja, povrSina korijenja i broj vrhova korijenja izmjerena je kod izdanaka
razvijenih na najmanjoj koncentraciji citokinina (0,5 mg/l) dok su najvece vrijednosti ovih
parametara izmjerene na najvecoj koncentraciji citokinina (4 mg/l). Medutim, razlike izmedu
razli¢itih koncentracija navedenih citokinina nisu bile statisticki znacajne.
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Tablica 4.2. Karakteristike korijena ovisno o citokininima koristenim u fazi multiplikacije

izdanaka
citokinin duzina povrsina prosje¢ni promjer | broj vrhova
korijenja (cm) | korijenja(cm2) korijenja (mm) korijenja
mT 8,49 a 1,29 a 0,51a 28 a
BAP 119a 1,83 a 0,44 a 40,5a

*Vrijednosti unutar iste kolone, oznacene istim slovom ne razlikuju se znacajno prema Duncan testu uz p<0,05

Kada promatramo tretmane zakorjenjivanja, najveci prosjecni promjer korijenja (0,58 mm)
izmjeren je kod izdanaka s tretmana IBA-om, a kod izdanaka multipliciranih na medijima s
dodatkom mT-a. S druge strane, puno manji broj vrhova po jednom Kkorijenu gdje se korijen
nije razgranao za razliku od ostalih izmjereno je kod tretmana koji je posluzio kao kontrola,
medij bez hormona (HFM), a kod izdanaka takoder multipliciranih na medijima s dodatkom
mT-a (Tablica 4.3.).

Tablica 4.3. Utjecaj citokinina koriStenih u fazi multiplikacije izdanaka i tretmana za
zakorjenjivanje na karakteristike korijenja

duzina povrsina prosjecnt broj vrhova
tretman Koriieni Koriieni ) promjer Koriien
orijenja (cm) | korijenja(cm?2) korijenja(mm) orijenja
mT u fazi multiplikacije
— kontrolni tretman 43a 0,55a 0,4b 16.26b
zakorjenjivanja
BAP u fazi
multiplikacije — 1224 1,69 a 0,41b 52.85a
kontrolni tretman
zakorjenjivanja
mT u fazi multiplikacije
-~ tretman 11,06 a 1,75a 0,584 35.205a
zakorjenjivanja s IBA-
om
BAP u fazi
I Lt o= e 11,7 a 1,87 a 0.46ab 35.81a
zakorjenjivanja s IBA-
om

*Vrijednosti unutar iste kolone, oznacene istim slovom, ne razlikuju se znacajno prema Duncan testu uz p<0,05
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4.4. Aklimatizacija

Nakon uspjesnog zakorjenjivanja biljke su premjeStene u in vivo uvjete gdje su prosle kroz
proces aklimatizacije tijekom koje je utvrden ukupan broj uspjesno aklimatiziranih biljaka u
odnosu na postavljene na pocetku ovog pokusa.

Biljke koje su bile formirane na mediju s citokininima u fazi multiplikacije izdanaka, pa na
mediju za zakorjenjivanje s auksinom IBA (Graf 4.4.) rezultiraju neSto vis§im postocima U
uspjesnosti aklimatizacije u odnosu na postotak uspjes$no aklimatiziranih biljaka formiranih na
mediju s citokininima, a potom na mediju za zakorjenjivanje bez dodatka auksina. (Graf 4.3.).
Biljke formirane na mediju s dodatkom mT-a, u sve Cetiri koncentracije, rezultirale su boljim
postotkom aklimatizacije (u odnosu na postavljene biljke) kada ih usporedujemo s onima
formiranim na mediju s BAP-om. Najveca uspjesnost aklimatizacije izdanaka formiranih na
mediju s dodatkom mT, zakorjenjenih tretmanom s IBA-om iznosi 94,7% dok je kod izdanaka
multipliciranih na tretmanu s BAP-om aklimatizirano maksimalno 45% biljaka. U skladu s
naSim rezultatima su i rezultati istrazivanja Werbrouck i sur., (1996) prema kojem biljke
razvijene na mediju s 10 UM mT-a (oko 2 mg/l mT-a), ili viSe, zakorjenjuju bolje (vise korijena
po eksplantatu, ve¢i ukupan broj korijena po eksplantatu) tijekom aklimatizacije nego biljke na
mediju s ekvimolarnim koncentracijama BAP-a.

Takoder Benmahioul i sur. (2012) navode da su mikroizdanci formirani na mediju s mT imali
vecu uspjesnost zakorjenjivanja ex vitro (82,5%) u usporedbi s onima tretiranim s BAP-om
(75%). Moguce objasnjenje je u sporom otpustanju BAP-a iz mjesta skladiStenja §to moze
uzrokovati razlicite probleme tijekom aklimatizacije u stakleniku poput heterogenosti u rastu i
inhibiciju zakorjenjivanja (Werbrouck i sur. 1996).
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Graf 4.3. Aklimatizacija izdanaka kapara (%) nakon kontrolnog tretmana za zakorjenjivanje

(bez dodatka auksina) ovisno o citokininima koriStenim u fazi multiplikacije
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Graf 4.4. Aklimatizacija izdanaka kapara nakon tretmana s auksinom IBA (%) ovisno o
citokininima koristenim u fazi multiplikacije
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5. ZAKLJUCAK

Cilj istrazivanja u sklopu ovog diplomskog rada bio je utvrditi stopu multiplikacije i uspjesnost
zakorjenjivanja biljke kapar (Capparis orientalis Veill) ovisno o citokininima koristenim u fazi
multiplikacije izdanaka i istraziti je li koji od ta dva citokinina u hranidbenom mediju ima bolji
utjecaj na formiranje korijena. Eksplantati kapara uvedeni u kulturu uspje$no su multiplicirani
na predtretmanu s dodatkom citokinina (BAP i mT) u Woody Plant mediju (WPM) te su nakon
toga zakorjenjeni.

Optimizacija in vitro uvjeta kulture tijekom mikrorazmnozavanja i koncentracija pojedinih
regulatora rasta u hranidbenom mediju individualne su za svaku biljnu vrstu, pa tako i za kapar
koriSten u ovom istrazivanju. Pokazalo se da biljke formirane na mediju s nizim
koncentracijama mT-a (0,5 i 1 mg/l) bolje zakorjenjuju i u sluc¢aju kasnije koristenog auksina
IBA ili medija bez auksina. Kod BAP-a su bili drugaciji rezultati, pa je veéi postotak
zakorjenjivanja bio pri vi$im koncentracijama (2 i 4 mg/l) u slu¢aju kasnijeg dodatka auksina,
a kada u medij za zakorjenjivanje nije dodan auksin IBA, najveci postotak zakorjenjivanja bio
je pri 0,5 mg/l BAP-a. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da nema zna¢ajne razlike u
zakorjenjivanju ovisno o razli¢itim koncentracijama citokinina BAP-a 1 mT-a u
predtretmanima. Medutim, koriStenjem niskih koncentracija ovih citokinina postignuta je
uspjesna multiplikacija izdanaka te nije bilo negativnog ucinka derivata BAP na stvaranje
korijena.

Objasnjenje ovih rezultata moglo bi biti to Sto npr. auksin u visokoj koncentraciji moze
inhibirati morfogenezu tj. rast stanica. To se dogada jer auksin inducira proizvodnju etilena
koji zatomljuje produZzni rast stanica. Takoder, biljka i1 prirodno sama sintetizira citokinine i
uz dodatak egzogenih regulatora rasta ne moze razgraditi veliku koli¢inu hormona $to moze
sprijecavati ili usporavati usvajanje naknadno dodanih auksina. To moze rezultirati negativnim
uc¢inkom, odnosno moze do¢i do inhibicije pojedinih procesa kao npr . u ovom slucaju
zakorjenjivanja.

Razliciti citokinini, u ovom slu¢aju mT i BAP, razli¢itim se tempom razgraduju u biljnom
tkivu. Zbog toga imaju drugaciji utjecaj na auksine dodane u kasnijoj fazi kada nakon
multiplikacije zelimo formirati korijen biljke stoga su optimalne koncentracija dodanih
regulatora rasta u hranidbeni medij od iznimne vaznost. Regulatori rasta koriSteni u kulturi
tkiva mogu imati znacajan utjecaj na kvalitetu zakorjenjenih izdanaka i na njihovu sposobnost
aklimatizacije u in vivo uvjetima tj. pokazuju svojevrsni carry over efekt prethodnog medija.
Rezultati pokazuju da biljke formirane na mediju s mT imaju najvi§i postotak uspjesne
aklimatizacije pri 1 mg/l mT-a u mediju predtretmana (i bez auksina u mediju za
zakorjenjivanje i sa auksinom IBA), dok su biljke formirane na mediju s BAP-om pokazale
najbolji postotak aklimatizacije uz dodatak 0,5 mg/l BAP-a (s auksinom IBA u mediju za
zakorjenjivanje). Daljnim istrazivanjima ostaje utvrditi koje su optimalne koncentracije
citokinina i auksina u hranidbenom mediju za mikrorazmnozavanje C. orientalis Veill., koje
¢e utjecati na brze i bolje zakorjenjivanje i aklimatizaciju.
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Popis kratica

BAP - 6-benzilaminopurin

BAPIG - 6-benzil-amino-9-B-D-glukopiranozilpurin
HFM - eng. Hormon free medium

IBA - indol-3-masla¢na kiselina

MS - eng. Murashige and Skoog medium (1962)
mT - meta-topolin

ROS - eng. Reactive oxygen species

WPM - eng. Woody Plant medium
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