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Sazetak

Diplomskog rada studenta Lovre Sinjerija, naslova

FORMIRANJE MERISTEMATSKOG TKIVA VISOKOG REGENERACIJSKOG
KAPACITETA ZA MIKROPROPAGACIJU JABUKE SORTE GALA

Jabuka je ekonomski vazna kultura u svijetu te predmet brojnih istrazivanja. Postupak stvaranja
meristematskog tkiva visokog regeneracijskog potencijala repliciran je na jabuci Gala te je tkivo
uzgajano na identi¢nim hranjivim podlogama uz iznimku citokinina te smo dobili dvije grupe
na kojima su provedena mjerenja, sistematizirani rezultati te izveden zakljuak njihova
djelovanja.

Kljuéne rije¢i: mikropropagacija, jabuka, meristematsko tkivo



Summary

Of the master’s thesis — student Lovro Sinjeri, entitled

MICROPROPAGATION OF GALA APPLE VARIETY TROUGH FORMATION OF
MERISTEMIC BULK TISSUE

Apple is an economically important culture and is the subject of numerous research. The
process of production of meristemic bulk tissue was replicated on the apple Gala, the tissue was
cultivated on identical mediums with the exception of cytokines out of we received two groups
where measurements were carried out, results systematized and conclusion of their effect was
made.

Keywords: micropropagation, apple, meristemic bulk tissue



1. Uvod

Jabuka (Malus domestica Borkh.) je ekonomski vazna voéna kultura. Pripada porodici
Rosaceae redu Rosales te razredu Magnoliopsida. Osim kultivirane jabuke, razlikujemo i divlje
srodnike jabuci kao Malus sieversii te Malus sylvestris. Svoje podrijetlo jabuka nalazi u
centralnoj Aziji odakle se dalje Sirila svijetom. Jabuka je izrazito stranooplodna kultura te se u
proizvodnji razmnozava cijepljenjem na odgovarajucu podlogu. Prema Bhatti i Jha (2010.),
do sada je kultivirano preko 7500 sorata jabuke koje se razlikuju po veli¢ini, obliku,
boji, tvrdodi, teksturi, kiselosti, slatko¢i, socnosti i samim nutritivnim vrijednostima ploda.

Jabuka se po prvi puta pocela koristiti u kulturi biljnog tkiva krajem 60-ih i poc¢etkom 70-
ih godina proslog stoljec¢a. Raznim se istrazivanjima nastojalo poboljSati rast 1 razvoj jabuke u
in vitro uvjetima te se na tome i danas, vise od 50 godina kasnije, intenzivno radi. Tehnika
mikropropagacije je izrazito korisna metoda koja omogucuje brz i relativno jeftin nacin
razmnozavanja novih genotipova, skra¢ivanja ili dovrSavanja postupaka selekcije i
oplemenjivanja, odrzavanja postojecih zanimljivih ili korisnih genotipova za kasnije potrebe te,
u konacnici, daje nam moguénost regeneracije dijelova ili cijelih biljaka u geneticCkom
inzenjeringu. Rije¢ je o vegetativnom nacinu razmnoZzavanja na umjetno stvorenoj hranidbenoj
podlozi u asepti¢nim uvjetima in vitro u kontroliranim uvjetima uzgoja koji se mogu
prilagoditi optimalnoj dinamici rasta i razvoja pojedine kulture. Kloniranje biljaka metodom
mikropropagacije zahtjevno je te iziskuje visi stupanj poznavanja fiziologije bilja, kemijske
dinamike biljne stanice i same biljke kao cjeline, ali je isto tako i iznimno efektivna metoda
vegetativnog razmnozavanja za poboljSanje kvalitete i koli¢ine prinosa, uvjeta uzgoja te
dobivanje zdravih i bezvirusnih presadnica (Morrison i sur. 2000.).

Protokol za stvaranjem meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta na vinovoj
lozi objavio je Mezzetti 2002. godine. Temelji se na postavljanju kulture na medij do stvaranja
meristemskog tkiva nakon Cega se iz njega razvijaju adventivni pupovi. U ponavljaju¢im se
supkultivacijama postepeno povecava koncentracija BAP-a te se mehanicki sprje¢ava apikalna
dominacija u svrhu stvaranja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog potencijala koje se
potom odrzava i supkultivira na mediju s visokom koncentracijom BAP-a te stvara veci broj
adventivnih pupova. Ti se isti pupovi supkultiviraju na hranjivu podlogu sa smanjenom
koncentracijom citoknina i pri tome dolazi do regeneracije i izduzivanja izdanaka iz adventivnih
pupova (Mezzetti i sur. 2002.). lako se smatra prikladnim za mikropropagaciju, stopa
umnozavanja koju je moguce posti¢i formiranjem ovakvog tkiva nije ispitana. Stoga se ovim
istrazivanjem nastojalo posti¢i formiranje meristematskog tkiva visokog regenracijskog
kapaciteta na jabuci sorte Gala te je stopa multiplikacije postignuta takvim nacinom
mikropropagacije usporedena sa stopom mikropropagacije postignute metodom aksilarnog
grananja.



1.1 Hipoteza i cilj istraZivanja

Hipoteza ovog rada je da ¢e stopa umnozavanja izdanaka jabuke sorte Gala
mikropropagiranih formiranjem meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta biti
uspjesnija od metode aksilarnog grananja. Krajnji je cilj utvrditi navedenu razliku u rastu i
razvoju pri simultanom uzgoju izdanaka istog genotipa sorte Gala koriste¢i dva razliita
citokinina u sadrZaju hranjivih podloga; tidiazuron (TDZ) i 6-benzilaminopurin (BAP).

Ciljevi rada su:

e formiranje tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta kod jabuke sorte Gala

e utvrditi razliku u stopi multiplikacije te veli€ini izdanaka pri uzgoju izdanaka jabuke
sorte Gala regeneracijom izdanaka iz formiranog tkiva visokog regeneracijskog
kapaciteta i mikropropagacije metodom aksilarnog grananja

e utvrditi stopu uspjesSnosti multiplikacije na formiranom meristematskom tkivu ovisno o
koriStenim citokininima u sadrzaju hranjivih podloga; tidiazuronu (TDZ) i 6-
benzilaminopurinu



2. Pregled literature

2.1 Podrijetlo i Klasifikacija

Jabuka (lat. Malus) pripada biljkama reda Rosales porodice Rosaceae roda Malus.
Listopadno je drvo ¢ije udomacene sorte rastu od 1,8 do 4,6 m dok divlje sorte mogu dostici i
do 12 m. Cvjeta u proljeée pri ¢emu iz pupoljaka simultano izbijaju i listovi. Cvjetovi su veli¢ine
3 do 5 cm, bijeli s blagim ruzi¢astim nijansama koje postepeno nestaju, pentamerni (pet latica),
a grupirani su u cvatove od 4 do 6 cvjetova. Sredisnji cvijet u cvatu naziva se jos i kraljevski
cvijet jer se otvara prvi i moze se razviti u signifikantno veci plod u usporedbi s ostalim
cvjetovima cvata (Janick i sur. 1996.). Plodovi sazrijevaju u kasno ljeto ili ranu jesen, uz veliki
broj sorti u Sirokom rasponu razli¢itih veli¢ina ploda. Koza ploda je najcesce crvena, Zuta,
zelena, ruziCasta ili smeda, iako postoje brojne sorte s dvobojnim ili trobojnim plodovima. Koza
ploda je prekrivena epikutikularnom smolom u svrhu zastite ploda od vanjskih utjecaja te
sprjeava evaporaciju vode iz mesa ploda (Kolattukudy 1948.). Meso ploda je na svjezem
presjeku obi¢no svijetlo Zute ili bijele boje, a poznati su varijeteti sa ruzicastim i Zutim mesom
(Janick i sur. 1996.).

Jabuka, najkultiviranije drvo na svijetu, samoniklo je rasla na podruc¢ju Europi u
pretpovijesno doba. Pitoma jabuka porijeklom je iz juznog Sibira i Azije, a Grei i Rimljani
uzgajali su razlicite sorte (Cornille i sur. 2012.). Isto¢na Turska i Kavkaz ¢ine srediste
raznolikosti roda Malus. Jabuka je tamo prvotno i uzgajana, odakle se proSirila po Europi.
Aleksandar Veliki jednu je vrstu jabuke pronasao u Maloj Aziji oko 300. godine pr. Kr, te ponio
u Gr¢ku. Karlo Veliki naredio je sadnju jabuka u njemackim zemljama oko 800. g., a oko
1600. g. ve¢ je bilo poznato gotovo 200 sorti jabuke. Engleski kolonizatori su je 1600. g.
prenijeli u Sjevernu, a potom i u Juznu Ameriku. Kroz tisu¢e godina uzgoja jabuka je dobila
svojstva koja poznajemo danas, pa predstavlja najrasprostranjeniju voénu vrstu na svijetu
(Cornille i sur. 2012.).

2.2 Uzgoj jabuke u svijetu i u Hrvatskoj

Ukupna svjetska proizvodnja jabuka prema podacima FAOSTAT-a u 2020. godini bila je
86 440 000 t, te je nakon banane i lubenice, tre¢e voce po ,,proizvedenoj* koli€ini u svijetu.
Najveci svjetski proizvodac je Kina sa 45 500,000 t, a zatim slijede USA, Turska i Indija. Opaza
se pad koli¢ina povrSine pod nasadima jabuka, ali zbog povecanog prinosa po jedinici povrSine
zahvaljujuéi znanosti, koli¢ina ukupnih prinosa je u porastu (FAOSTAT 2022.). Prema
podacima Drzavnog zavoda za statistiku u RH je 2017. bilo prijavljeno 5.944 ha pod uzgojem
jabuka. Ukupna proizvodnja je iznosila 56 570 t, od ¢ega je 55 790 t intenzivna proizvodnja za
trziSte, a ostatak ekstenzivna, pretezno za vlastite potrebe na ukupno 5.756 ha. Hrvatski
sortiment jabuke svodi se na mali broj sorata od kojih prvo mjesto zauzima sorta Idared, a prati
ga Golden Delicious (Pinova 2022.). Uz te dvije sorte, u manjoj mjeri uzgaja se Jonagold i
njegovi mutanti, Granny Smith te mutanti sortne skupine Gala (Pinova 2022.).



Grupu Gala ¢ine trenutno najpoznatije sorte Gala Must-Regal Prince, Galaxy, Mondial
Gala-Mitchgla, Delbard Gala-Obrogala-Ultra Red Gala, Royal Gala-Tenroy (Slika 2.2.1), Ruby
Gala, Brookfield-Baigent i Schnitzer-Schniga (University of Reading 2019.). Gala je sorta
stvorena na Novom Zelandu krizanjem Kidd's Orange Red x Golden Delicious. Pocela se
intenzivno uzgajati 1962. godine, ali nije postala popularna do 1972. godine. Gala je
stranooplodna sorta. Po karakteristikama rasta je slicna Golden Deliciousu. Osjetljiva je na
fuzikladij. Dosta je otporna na niske zimske temperature. Dobro je oprasuju Elstar, Crveni
Delises, Fuji, Zlatni Delises 1 Granny Smith. Ima plod koji je srednje krupan, okrugao i ¢vrst.
Meso je hrskavo, fine teksture, slatko i aromati¢no. PokoZica je zZute boje s narancasto crvenom
dopunskom bojom u standardnog tipa, a u nekih klonova s tamnijom crvenom bojom.
Nedostatak ove sorte je veliki broj slabo obojenih plodova, a javlja se i pucanje plodova u
peteljkinom udubljenju (Svetozarevi¢ 2018.).

Slika 2.2.1 Plod i presjek ploda jabuke sorte Royal Gala
(izvor: biosuedtirol.com)

2.3 Kemijski sastav i nutritivna vrijednost ploda

Plod jabuke bogat je hranjivim sastojcima ¢ija koli¢ina ovisi o vrsti te o nacinu uzgoja, a
gotovo svi potrebni nutrijenti prisutni su barem u minimalnim koli¢inama (Crkvenac 2019.).
Prosjecno, voda ¢ini 82% teZine ploda, ugljikohidrata ima oko 12%, masti i bjelancevina
zajedno oko 1%, a celuloza se nalazi u plodu u koli¢ini od oko 1% (Crkvenac 2019.). Osim
osnovnih tvari, jabuka sadrzi i niz drugih sastojaka neophodnih za ljudski organizam: Secer
(glukoza, fruktoza i saharoza), netopljiva vlakna (pektin), organske kiseline (omjer Secera i
kiselina odreduje slatkocu), sve esencijalne 1 neesencijalne aminokiseline (ali u vrlo malim
koli¢inama), aromati¢ne tvari, boje (klorofil, karoteonidi i1 antocijani), vitamine i minerale
(osobito ima dosta kalija), pa ¢ak i masnoce (sjemenke sadrze 24% ulja). Jabuka sadrzi 3,3 g
dijetalnih vlakana — vise od 10% dnevne koli¢ine vlakana koju preporucuju stru¢njaci za
prehranu (Cuthbertson i sur. 2012.; VVrhovsek i sur. 2004.).



2.4 Kultura tkiva

Postupci in vitro kulture mogu biti primijenjeni u raznim biotehnoloskim postupcima s
ciljem ocuvanja i zastite genetskog materijala neke ugrozene vrste, razmnozavanja geneticki
superiornijih kultivara koji mogu biti otporniji na stres, pokazati veCu otpornost prema
odredenim pesticidima i/ili herbicidima i sl. pa ¢ak i razviti biljke kojima ¢e se namjerno
izmijeniti njen genotip. In vitro kultura je svestrano orude moderne genetike i svakog
oplemenjivaca u cilju istrazivanja dinamike rasta i razvoja raznih kultivara te njihovih
biokemijskih i fizioloskih karakteristika (Mededovic¢ i1 Ferhatovi¢ 2003.).

In vitro tehnike se mogu sistematizirati ovisno o vrsti eksplantata koji se uvodi u kulturu
(stanice, biljni organi ili tkiva) te je moguca podjela po namjeni (proizvodnja haploida,
somatska embriogeneza, itd.) (Vinterhalter i Vinterhalter 1996). Kada se govori o vrsti
eksplantata, razlikujemo protokole za pojedine biljne organe, tkiva i stanice koji nose nazive po
dijelu biljke od kojeg se razvija pocetna populacija stoga imamo kulturu cijelih biljaka, kulturu
embrija, kulturu antera, kulturu meristema, kulturu apikalnog i aksilarnog pupa te kulturu
pojedina¢nih nodija.

Prethodno je re¢eno da se in vitro postupcima moze promijeniti genotip no uzme li se
eksplantat, primjerice, vrSnog meristema izdanka korijena, taj ¢e izdanak slijediti svoj razvojni
proces i diferencijaciju novonastalih stanica voditi u smjeru daljnjeg stvaranja korijena tj. u
smjeru koji mu je genetski predeterminiran. Takav rast naziva se organizirani rast. Kako bi se
moglo manipulirati biljnim stanicama, procese proliferacije koji ¢e biti bez diferencijacije se
mora usmjeriti prema stvaranju neorganiziranih stani¢nih struktura, kalusa. Takav se rast naziva
neorganizirani te se javlja kod eksplantata koji ne sadrze poznate strukture biljnog organizma
ili imaju ogranicen broj razliito diferenciranih stanica (Mededovi¢ i Ferhatovi¢ 2003.). Kultura
tkiva, kao i kultura stanica u suspenziji, kultura polena i kultura protoplasta se bazira na
neorganiziranom rastu te ono sadrZi veliki potencijal za stvaranje istraZivanja.

Nakon prvotnih istrazivanja, znanstvenici su uvidjeli da koristenje kalusa u in vitro
tehnikama zna rezultirati pojavom aberantnih biljaka $to, u rasadnicarskoj proizvodnji koja tezi
umnazanju biljnog materijala onako kakav je on prvotno bio, nije pozeljno. Poc¢etkom 80-ih
godina proSlog stoljeca su Larkin i Scowcroft (Vinterhaler i Vinterhaler 1996.) shvatili da se te
promjene (tj. varijabilnosti) mogu pokazati korisnoma u selekciji 1 oplemenjivanju za poZeljna
svojstva. Tako je nastao termin ,,somaklonska varijabilnost koji se odnosi na promjene
genotipa koje su izazvane u in vitro kulturi i postaju nasljedne. Metode in vitro tehnika mogu
izazvati i fenotipske, epigenetske promjene koje su prolazne i nepozeljne u klonskom
razmnozavanju jer iziskuju detaljno trazenje uzroka svog nastanka (Vinterhaler i Vinterhaler
1996.). Uz pojavu somaklonske varijabilnosti, drvenaste su kulture opcenito zahtjevnije za
kultivaciju u in vitro uzgoju naspram zeljastih kultura iz nekoliko razloga. Drvenaste kulture
imaju zamjetno slabiju regeneracijsku mo¢ u usporedbi sa zeljastim biljkama, podloznije su
izlu¢ivanju razli¢itih toksina (npr. tanina) u hranjivu podlogu te njihova stopa replikacije, koja
je podosta bitna za uspjes$nost in vitro tehnika, je takoder dosta niza naspram zeljastih biljaka
Sto se moze povezati s ¢injenicom da se kod drvenastih kultura radi o viSegodi$njim kulturama,
a ne jednogodisnjim (Jelaska 1994.).



2.5 Mikropropagacija

Mikropropagacija je metoda ubrzanog razmnozavanja uzgajanjem razli¢itih somatskih
stanica, tkiva ili biljnih organa na umjetnoj hranidbenoj podlozi u in vitro uvjetima, pod
kontroliranim uvjetima uzgoja, a bazira se na totipotentnosti — jedinstvenom svojstvu biljke da
se iz jednog dijela biljke (pupa, meristema, biljnog tkiva, jedne biljne stanice) razvije cijela
zdrava i potpuno funkcionalna biljka (Jelaska 1994., Pavlina 1994). Moze se reci da je to proces
kloniranja jer sve proizvedene biljke predstavljaju kopije razmnozenog ,,maj¢inskog* uzorka.
Rije¢ je o iznimno perspektivnoj tehnologiji kojom se rjeSavaju ¢ak dva problema tradicionalne
proizvodnje. Mikropropagacijom se dobiva visoka stopa multiplikacije od 10° - 108 biljaka po
samo jednom eksplantatu godiSnje, a biljke dobivene na taj nacin su oslobodene virusa,
bakterija i gljivica Sto je savrSena predispozicija za dobivanje uroda poveéane kvalitete i
kvantitete (Pavlina 1994.). Takoder, nije ograni¢ena na jedan period u godini veé se
mikropropagacija moze vrSiti tokom cijele godine. Biljke nastale tom metodom su potpuno
zdrave (ako se krene od bezvirusnih majéinskih biljaka) te na taj na¢in mozemo umnazati biljke
koje ne stvaraju dovoljnu koli¢inu sjemena da bi bile isplative u komercijalnoj upotrebi ili su
pak sterilne pa ne mogu uopce stvarati daljnje potomstvo (Dobranszki i da Silva 2010.) Moze
se re¢i da je to proces kloniranja jer sve proizvedene biljke predstavljaju kopije razmnozenog
,majcinskog* uzorka.

Postupak mikropropagacije se sastoji od nekoliko faza. Prvo se s maj¢inske biljke, biljke
koju zelimo multiplicirati, uzima biljni materijal koji je prije uvodenja u kulturu potrebno
sterilizirati u svrhu izbjegavanja moguénosti kontaminacije. Sljedeca je faza multiplikacije u
kojoj se kroz multiplikacijski ciklus nastoji povecéati broj jedinki uz zadrzavanje genetske
stabilnosti materijala. Kada je dobivena zadovoljavajuc¢a koli¢ina materijala, novo dobivene
biljke se stavljaju na medij za zakorjenjivanje kako bi se zaustavilo stvaranja aksilarnih
izdanaka te stimulirao pocetak izduzivanja izdanaka i potaknulo stvaranja korijena. Posljednji
je korak prenoSenje biljaka u zemlju u svrhu aklimatizacije na rast i razvoj u vanjskim uvjetima
(samostalna opskrba mikro i makro nutrijentima iz zemlje, vr$enje fotosinteze u svrhu opskrbe
potrebnim Secerom) (Slika 2.5.1).
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Slika 2.5.1 Dijagramski prikaz postupka mikropropagacije
(Markovic i sur., 2011.)

2.6 Mikropropagacija jabuke

Krajem 60-ih godina 20. stolje¢a zapo€inju prva istraZivanja vezana za mikropropagaciju
jabuke. S vremenom su se poceli kultivirati razni genotipovi jabuke na ¢iju su temu do danas
objavljeni brojni radovi koji su se fokusirali na razlicite aspekte mikropropagacije pojedinih
sorata. U kombinaciji s eliminacijom virusa putem termoterapije i Kkulture meristema,
mikropropagacija je tako dala rjeSenje rasadnickoj proizvodnji. Prvi rezultati bili su
zadovoljavajuéi jer su pokazali da biljke proizvedene kulturom meristema i pupova u potpunosti
zadrzavaju svoja klonska svojstva 1 da se ne razlikuju od biljaka proizvedenih klasi¢nim
postupcima. Takoder, objavljeni su brojni radovi za razne, posebice vo¢ne vrste, koji dokazuju
da su po nizu parametara koji definiraju kvalitetu sadnica i plodova, biljke iz epruvete
superiornije nad biljkama proizvedenim konvencionalnim putem (Pintari¢ 2008.).

Na temelju dugogodis$njih istrazivanja i komercijalnih potreba, razvijene su pouzdane
metode mikropropagacije promatranjem interakcija izmedu podloge 1 biljke (Dobranszki 1 da
Silva 2010.).

Proces mikropropagacije zapocinje odabirom eksplantata za in vitro uzgoj. Za jabuku se
pokazalo da su idealni eksplantati aksilarnih pupova duljine 0.2-0.6 c¢cm. Kra¢i pupovi u
usporedbi s duzima (0.6-2 cm) imaju 60% vecu mogucnost da prezive te pokazuju vecu
otpornost na nekrozu (Pan i van Staden, 1998.). Eksplantati se moraju sterilizirati kako bi se §to
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viSe smanjila mogucnost kontaminacije unoSenjem stranih mikroorganizama te kako bi biljke
bolje i brze napredovale u rastu i razvoju. Kod jabuke je ovo vazan korak jer jedan nacin
sterilizacije ne¢e odgovarati svim genotipovima jabuke te nece jednako inhibirati smedenje
izazivano fenolima. Smedenje eksplantata je posljedica aktivacije obrambenog mehanizma
jabuke na fizicko ostecenje koje aktiviraju polifenolne oksidaze (PPO) i peroksidaze (POX)
(Pan i van Staden, 1998.).

Sljedeci je korak multiplikacija prvotnog biljnog materijala. Cilj je potaknuti razvoj in vitro
izdanaka sposobnih za daljnje cikluse razmnoZavanja (supkultiviranje) ili da ih se pripremi za
ukorjenjivanje. Uspjesnost multiplikacije ovisi o mnostvu faktora kao S§to su biljna vrsta na
kojoj se radi, sorti, konzistenciji medija, koncentraciji hranjiva, vitamina i/ili minerala,
regulatorima rasta, temperaturi, pH podloge, izloZenosti i vrsti svjetla, vlazi itd. (Jelaska 1994.).
Najcesce koriSten medij na kojem se jabuka multiplicira u kulturi tkiva je Murashige and
Skooge (MS) medij. Naravno, postoje istrazivanja i radovi o uzgoju i na drugim medijima, ali
po Welanderovu istrazivanju (1985.) MS se pokazao kao najudinkovitiji za uzgoj in vitro
izdanaka duzih od 1 cm. U MS mediju se nalaze makro i mikroelementi, vitamini, izvor ugljika
(saharoza), mioinozitol te, takoder vazni, regulatori rasta. Rast samih izdanaka ovisi o stanju
aksilarnih pupovai ¢ija je aktivnost regulirana regulatorima rasta. U slucaju jabuke, za aksilarni
rast je najvise reguliran citokininima uz niske koncentracije auksina. BAP ili 6-
benzilaminopurin je naj¢e$¢e koriSteni citokinin na jabuci, dok su IBA (indolin-3-masla¢na
kiselina) i IAA (indolil-3-ocetna kiselina) naj¢es¢i auksini (Bhatti i Jha 2010). Istrazivanje koje
su proveli Ma i sur. (1998) je pokazalo da koristenje etilenskih inhibitora (AgNO3s, AVG,
CoCl2) na sorti jabuke Royale Gala moze dovesti do poja¢anog rasta korijena te potaknuti
razvoj korijena dok su tretmani etilenskim prekusorima (ACC) produljili vrijeme razvoja
korijena i smanjili njegovu povrSinu. Na taj bi se nacin etilenskim inhibitorima mogao ubrzati
i poboljsati proces in vitro zakorjenjivanja jabuke, no potrebno je jos istraziti kako ti inhibitori
djeluju na druge sorte jabuke (Dobranszki i da Silva 2010.). Nakon multiplikacije slijedi
zakorjenjivanje biljaka te njihova aklimatizacija u prirodnim uvjetima.

V. R. Bommineni i sur. su 2001. godine raznim tretmanima htjeli poboljsati proces klonske
in vitro propagacije na jabuci i krusci. Istrazivanje je provedeno na jabuci sorte Gala te na krusci
sorte Bartlett. Jabuka je uzgajana iz komadica stabljike na MS mediju te su biljke podijeljene u
dvije skupine. Prva grupa je odmah bila u komori rasta pod hladno-bijelim fluorescentnim
svjetlom s fotoperiodom 16/8 sati, dok je druga grupa bila izloZena tami prva 2 tjedna te je
naknadno uvedena u iste uvjete kao prva grupa. Nakon §to su dobiveni izdanci pomoc¢u kojih
¢e se dobiti veca in vitro populacija, napravljena je podjela na temelju koristenih regulatora
rasta iz skupine citokinina. U mediju jedne skupine je koriSten BAP, a u drugoj TDZ
(tidiazuron). Rezultati istrazivanja su pokazali da je frekvencija stvaranja izdanaka povecana za
17% do 38% za sve biljke koje su bile prvotno 2 tjedna u tami u odnosu na biljke koje su od
pocetka bile na svjetlom. Prosjecni broj novonastalih izdanaka je varirao, a pokazao se najveci
u grupi biljaka tretiranih BAP-om koje nisu bile izlozene tami te grupi koja je bila tretirana
TDZ-om i koje su prvotno bile u tami. Statisticki gledano, na kraju nisu uocene signifikantne
razlike izmedu koriStenih regulatora rasta (Bommineni i sur. 2001.).



2.7 Meristematsko tkivo visokog regeneracijskog kapaciteta

Metoda meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta (eng. meristemic bulk
tissue; MBT) je metoda koja ima visok regeneracijski kapacitet i moze se provesti na
adventivnim izdancima. U istrazivanju na vinovoj lozi koje su proveli Preiner i sur. (2018.) je
tom metodom dobivena biljka kimera vinove loze izmedu sorte Cabernet sauvignon i Babi¢.
Skupljeni su eksplantati s 3-4 dormantna pupa pojedinih sorata te stavljeni u komoru rasta dok
ne krenu izdanci. Zatim je od izdanaka uspostavljena in vitro kultura na Chee and Pool (CP)
mediju na kojem su se prilikom svake supkultivacije mijenjale tj. postepeno povecavale doze
citokinina BAP (6-benzilaminourin). Meristemsko tkivo se u potpunosti razvilo tokom 2-3
subkultivacije na CP mediju u fazi najveée koncentracije BAP-a (Preiner i sur. 2018.).
Provedeno istrazivanje temeljeno je na saznanjima Mezzettija i sur. iz 2002. godine. Mezzetti i
sur. su koristenjem metode meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta uzgajali
dvije sorte vinove loze, Silcoru i Thompson Seedless. Tim su procesom dobili meristemsko
tkivo koje je zapravo nakupina stanica s visokim regeneracijskim kapacitetom. Proces se
sastojao od Cetiri supkultivacije proliferiraju¢ih izdanaka kemijskim i mehanic¢kim tretmanima.
U prvoj fazi se uklanja apikalni pup u svrhu sprje¢avanja apikalne dominacije te poticanja rasta
aksilarnih pupova, a izdanci su na MS mediju u kojem je varijabilna komponenta citokinin
benzil adenin (BA) kojeg je prvotno stavljeno 4.4 uM. U drugoj fazi je izdancima nakon 30
dana ponovno uklonjen apikalni pup te su izdanci vraé¢eni ponovno na MS medij, ali sada s 8.8
uM BA. U trecoj i ¢etvrtoj subkultivaciji se isto uklanja apikalni pup nakon 60 i 90 dana te se
koli¢ina BA poveca na 13.2 uM. Na takvom se mediju moze stvarati meristemsko tkivo tokom
duljeg perioda uz kontinuirano stvaranje adventivnih izdanaka. U unutra$njosti meristemskog
tkiva je zapaZena hipertrofija parenhimskih stanica s vrlo vaskulariziranim trakama te kvrzice
iz kojih nastaju adventivni pupovi (Mezzettija i sur. 2002.). Takvo se meristemsko tkivo moze
vrlo jednostavno propagirati jer se svaki fragment tog tkiva moZe odvojiti 1 iz svakog se tog
fragmenta moze dobiti novo meristemsko tkivo nakon samo 3-4 tjedna kultiviranja. Ti
fragmenti su izuzetno korisni kao pocetni materijal u vegetativnoj propagaciji te za provodenje
genetskih transformacija.



3. Materijali i metode

U laboratorijskom istraZivanju su koriSteni izdanci jabuke (Malus domestica Borkh.) sorte
Gala uzgajani u kulturi tkiva u Biotehnoloskom laboratoriju Zavoda za oplemenjivanje bilja,
genetiku i biometriku Agronomskog fakulteta u Zagrebu.

3.1 Sterilizacija pribora

Kako bi se izbjegle komplikacije kontaminacije eksplantata, vazno je temeljito
dekontaminirati i sterilizirati uzorke, ali i sva sredstva za rad — laminar, pribor, laboratorijsko
sude. Eksplantati postavljeni u kulturu se uzgajaju u komorama rasta na hranjivim podlogama
koje mikroorganizmima daju savrSene uvjete za zivot. Mikroorganizmi mogu dovesti eksplantat
do stanja totalne kontaminacije kako se oboje nalaze u kompeticiji za hranjiva koja su im
potrebna za rast i razvoj. Primjerice, plijesni i odredenim gljivicama su uvjeti u komori rasta
idealni; imaju izvor hraniva u obliku SeCera za rast i prezivljavanje, dovoljno mikro i
makroelemenata, optimalnu vlagu te pravilnu izmjenu dana i no¢i.

Prije pocetka rada na uzgojenoj kulturi, laminar se mora upaliti minimalno 30 minuta prije
otvaranja i vadenja uzoraka u njemu, podloga za rad se viSestruko brise 70%-tnim alkoholom
nakon ¢ega se pali integrirana UV lampa na minimalno 30 minuta kako bi unistilo $to vise
preostalih mikroorganizama na radnoj povrsini. Sav pribor koji se donosi u laminar 1 koristi u
kulturi tkiva se mora autoklavirati te se svi koraci istrazivanja, osim pripreme medija, moraju
provoditi u laminaru kako ne bi doSlo do kontaminacije uzoraka. U laminaru tijekom rada gori
plinski plamenik u svrhu sterilizacije koristenog pribora izmedu pojedinog eksplantata. Od
pribora u propagaciji koriStene su titanijske pincete, skalpeli, sterilne Petrijeve zdjelice te
sterilne Magenta posude (posude u koje se ulijeva prethodno pripremljeni medij na koji se
postavlja kultura te stavljaju novonastali izdanci tokom propagacije). Petrijeve zdjelice sluze
kao podlosci za rezanje i obradu eksplantata te moraju biti prije bilo kakvih radnji s
eksplantatom potpuno sterilizirane te se koriste po pravilu ,,Jedan eksplantat — jedna Petrijeva
zdjelica.” One se zajedno sa svim ostalim priborom autoklaviraju prije svakog koristenja na
121 °C uz primjenu tlaka od 103 421 Pa u periodu od 25 minuta te se otvaraju iz svojih posuda
tek u laminaru.

3.2 Priprema hranidbenih medija

U praksi se koriste razli¢ite formulacije medija s razlicitim omjerima vitamina, minerala i
fitohormona koji su prilagodeni pojedinoj vrsti. Za razvoj meristematskog tkiva visokog
regeneracijskog kapaciteta je koriSten MS (Murashige i Skoog medij) medij s razli¢itim
koncentracijama BAP i TDZ. Sastav hranidbenog medija te razli¢ite koncentracije regulatora
rasta se nalaze u Tablici 3.2.1. U ¢asu su prvo pipetirane potrebne koli¢ine makro i mikro
elemenata, MS vitamina, izvora Zeljeza i hormona rasta. Nakon toga su odvagani kruti sastojci,
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$to ukljuéuje, saharozu, inozitol i hidrolizrani kazein i dodani u ¢agu. Casa sa svim sastojcima
je stavljena na elektomagnetsku mjesalicu kako bi se otopili kruti sastojci. Hranidbeni medij je
namjesSten na pH 5,8 uz pomo¢ pH metra dodavanjem kap po kap HCl-a i/ili NaOH. Agar je
nakon vaganja stavljen direktno u laboratorijsku staklenu bocu za autoklaviranje. Medij je
steriliziran u autoklavu na temeperaturi od 121 °C, pri tlaku od 1 bara i trajanju od 25 minuta.
Nakon sterilizacije medij je izlijevan u laminaru u sterilne Magenta posude (Magenta™ vessel
GA-7, Sigma-Aldrich, Njemacka).

Tablica 3.2.1 Sastav hranidbenih medija koristenih u istraZivanju

Tretman Sastav
MSDL1 MS soli i vitamini, inozitol 0.1 g L™, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L%, BAP
2mg L% IAA0,1 mgL? Plantagar 7 g L*?; pH 5.8
MSD2 MS soli i vitamini, inozitol 0.1 g L™, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L%, BAP
3mgL?: IAA0,1mgL? Plantagar 7 gL?; pH 5.8
MSD3 MS soli i vitamini, inozitol 0.1 g L™, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L, BAP
35mg Lt IAA 0,1 mgL? Plantagar 7 g LY pH 5.8
MSD4 BAP MS soli i vitamini, inozitol 0.1 g L™, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L!, BAP
4mgL? IAAO0,1mgL? Plantagar 7gL?; pH 5.8
MSD4 TDZ MS soli i vitamini, inozitol 0.1 g L™, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L%, TDZ
0,5mgL? IAA 0,1 mgL? Plantagar 7 g LY pH 5.8
R1 MS soli i vitamini, inozitol 0.1 g L™, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L%, BAP
1mgL?* IAA 0,05 mgL? Plantagar 7 g L*; pH 5.8

3.3 Formiranje meristematskog tkiva visokog regeneracijskog
kapaciteta

Svaka supkultivacija eksplantata se vrs$i u laminaru u maksimalno sterilnim uvjetima
koriste¢i se svaki put iskljuCivo sterilnim priborom u svrhu smanjenja moguénosti
kontaminacije eksplantata. Eksplantat se stavlja u Petrijevu zdjelicu te se jedino u njoj rade svi
potrebni zahvati na nacin da se eksplantat nalazi na sredini zdjelice 1 niti jednim svojim dijelom
ne dira rub zdjelice. Svaki kontakt s eksplantatom se vrsi jedino sterilnom pincetom i skalpelom.
Eksplantat se iz Magenta posude vadi pincetom. Pincetu je potrebno na plamenu sterilizirati te
ju pustiti da se ohladi kako bi se mogla koristiti kasnije za stavljanje eksplantata na novi medij
u novu Magenta posudu.

Postupak formiranja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta pocinje
postavljanjem izdanka s 2-3 nodalna segmenta, bez vrsnog pupa na MSD1 podlogu. Svakih 21
- 28 dana se vrSe supkultivacije pri ¢emu se izdanci supkultiviraju na medij s vecom
koncentracijom citokinina od prethodnog (MSD2 — MSD3 — MSD4). U svakoj supkultivaciji
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novoformiranim se izdancima oStecuje vr$ni pup kako bi se potaknuo razvoj novih izdanaka iz
postranih nodija sve do formiranja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta.

Nakon $to je razvijeno tkivo visokog regeneracijskog kapaciteta, supkultivira se na R1
medij na kojem dolazi do regeneracije izdanaka. R1 medij sadrzi manju koli¢inu citokinina da
bi potaknuo razvoj i izduzivanje izdanaka iz meristematskog tkiva. Broj izdanaka koji su se
razvili u postupku razvoja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta je
zabiljezen 1 izmjerena je duzina svakog pojedinog izdanka. Formirana meristematska tkiva su
se povecavala u veli€ini te su rezana na manje dijelove da zadrze veli¢inu do 1,5 cm u promjeru
radi bolje apsorpcije hranjiva iz podloge.

Odrezani su izdanci s meristematskog tkiva supkultivirani na MSD4 medij s visokom
dozom citokinina da bi se ponovno potaknulo formiranje meristema. Postojale su dvije verzije
tog medija: MSD4 BAP i MSD4 TDZ (Tablica 3.2.1). Nakon supkultivacije na MSD4 BAP ili
MSD4 TDZ slijedila je supkultivacija na R1 medij za izduzivanje izdanaka. Ovaj postupak je
ponavljan u 3 ciklusa.

3.4 Aksilarno grananje vrsnih izdanaka jabuke

Vr$ni izdanci jabuke veli¢ine 10 mm postavljani su na MSG medij koji se sastojao od MS
soli i vitamini, inozitol 0.1 g L%, saharoza 30 g L%, prolin 100 mg L, BAP 1 mg L™, Plant agar
7gLt, pH5.8.

Kroz 3 ciklusa supkultivacija vrSenih svaka 4 tjedna, brojani su novonastali izdanci te je
mjerena duljina svakog pojedinog izdanka pomoc¢u milimetarskog papira postavljenog ispod
Petrijeve zdjelice.

3.5 Aksilarno grananje horizontalno postavljenih izdanaka jabuke

Izdanci jabuke veli¢ine 10 mm, odrezanog vrha i odrezanih listova, postavljani su u
horizontalnom polozaju na MSG medij. Kroz 4 ciklusa supkultivacija, vrSenih svaka 4 tjedna
brojani su novonastali izdanci te je mjerena duljina svakog pojedinog izdanka pomocu
milimetarskog papira.

3.6 Uvjeti u komori rasta
Nakon postavljanja izdanaka u Magenta posude s razli¢itim tretmanima, kulture su
inkubirane u komori rasta na 23,5 +1 °C i fotoperiod od 16 sati dana 1 8 sati no¢i. Umjetno

osvjetljenje osigurano je pomocu fluorescentnih cijevi Osram L 36 W/77 FLUORA dok je
intenzitet svjetla iznosio 40 uE m2s2.

12



3.7 Prikupljanje i analiza dostupnih podataka

Istrazivanje formiranja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta je
zapoceto sa 4 Magenta posude, u svakoj po 4 izdanka. Dakle, ukupno 16 izdanaka. Pri svakoj
supkultivaciji biljezen je broj novoformiranih izdanaka duljine vece od 10 mm te su isti pritom
odstranjivani. Eksplantat koji je u ovom slucaju bilo tkivo visokog regeneracijskog kapaciteta
u nastajanju je supkultivirano na sljedeéi tretman.

Istrazivanje aksilarnog grananja vr$nih izdanaka jabuke sorte Gala, postavljeno je u 7
Magenta posuda, u svakoj po 4 eksplantata s ukupno 28 izdanaka.

Istrazivanje aksilarnog grananja horizontalno postavljenih izdanaka jabuke sorte Gala,
postavljeno je u 7 Magenta posuda, u svakoj po 4 eksplantata.

Iz sva tri provedena istrazivanja podaci su prikupljeni fizickim mjerenjem te obradeni
metodama deskriptivne statistike.
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4. Rezultati i rasprava

4.1 Izdanci formirani na meristematskom tkivu visokog
regeneracijskog kapaciteta

Svi prikupljeni podaci kroz 6 mjeseci vr$enja supkultivacija sistematizirani su i prikazani u
Tablici 4.1.1. Od pocetnih 16 postavljenih eksplantata, kroz 3 mjeseca, u procesu formiranja
meristematskog tkiva razvijeno je 446 izdanaka, odnosno 27,87 izdanaka po postavljenom
eksplantatu.

Tablica 4.1.1 Vrijednosti mjerenja broja, duzine te prosjecne duzine izdanaka razvijenih u procesu formiranja
meristematskog tkiva visokog regeneracijskog kapaciteta

|| i |V | S
MSD1 03.06.2020 16 0 0
MSD2 24.06.2020. 16 52 3.25
MSD3 30.07.2020. 21 86 4.09
MSD4 24.08.2020. 20 103 5.15
R1 04.09.2020. 24 205 8.54
Zbroj 446 27.87

4.2 UspjeSnost formiranja izdanaka na meristematskom tkivu
visokog regeneracijskog potencijala jabuke sorte Gala ovisno o
dodanom citokininu

Na hranjivim podlogama od MSD1 do MSD4 smo od prvotnih eksplantata kroz 3 mjeseca
dobili meristematsko tkivo visokog regeneracijskog potencijala.

Kroz sljedeca 3 mjeseca, uzgojeno kalusno-meristematsko tkivo visokog regeneracijskog
potencijala (bulk) je supkultivirano kroz 3 ciklusa koji su se sastojali od uzgoja kalusnog tkiva
na MSD4 (Slika 4.2.1) podlozi s adekvatnim citokininom (BAP ili TDZ) te prebacivanja kalusa
na R1 medij u svrhu razvoja i izduzivanja izdanaka (Slika 4.2.2). Ovaj dio istrazivanja zapocet
je s 21 eksplantatom kalusno-meristematskog tkiva visokog regeneracijskog potencijala (bulk)
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postavljenima na MS medij s citokininom TDZ te sa 17 bulk-ova postavljenih na medij
citokininom BAP. Razvoj i izduzivanje izdanaka, sistematicki je praceno za svaki tretman kako
je prikazano u tablicama 4.2.114.2.2:

-

Slika 4.2.1 Formirano meristematsko tkivo (bulk) nakon Slika 4.2.2 IzduZeni izdanci razvijeni iz meristematskog
supkultivacije na MSD4 mediju tkiva visokog regeneracijskog potencijala nakon 2 tjedna
(izvor: osobna galerija) na MSR1 mediju

(izvor: osobna galerija)

Tablica 4.2.1 Vrijednosti mjerenja broja, duzine te prosjecne duzine izdanaka po pojedinom bulk-u uzgajanom na TDZ-u

Medij Datum Broj UI_<upan broj Br. izdanaka po bulku >
supkultivacije | bulkova izdanaka 10 mm
MSD4 TDZ | 18.09.2020. 21 12 0.57
R1 09.10.2020. 20 133 6.65
MSD4 TDZ | 23102020 18 16 0.88
R1 17.11.2020. 20 86 4.3
MSD4 TDZ | 09.12.2020. 24 14 0.58
R1 21.12.2020. 16 4 0.25
Zbroj 265
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Tablica 4.2.2 Vrijednosti mjerenja broja, duzine te prosjecne duZine izdanaka po pojedinom bulk-u uzgajanom na BAP-u

Medij Datum Broj UI_<upan broj Br. izdanaka po bulku >
supkultivacije | bulkova izdanaka 10 mm
MSD4 BAP | 18.09.2020. 17 38 2.23
R1 09.10.2020. 18 190 10.55
MSD4 BAP | 23102020 18 25 1.38
R1 17.11.2020. 12 114 9.5
MSD4 BAP | 09.12.2020. 16 61 3.8
R1 21.12.2020. 16 68 4.25
Zbroj 496

VrSenjem paralelne supkultivacije i mjerenja izdanaka, prikupljeni su sljede¢i podaci
prikazani na Grafikonu 4.2.1:

Grafikon 4.2.1 Broj izdanaka duZih od 10 mm dobiven na meristematskom tkivu visokog regeneracijskog potencijala jabuke
Gala postavljenog na mediju s BAP-om i TDZ-om
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Kao $to je bilo o¢ekivano, prilikom razvoja kalusnog tkiva na MSD4 podlozi dolazi do
formiranja meristematskog tkiva i sitnih izdanaka s vrlo kratkim internodijima. Ovdje se
zapazaju prve razlike izmedu tretmana. Kalusno tkivo na mediju u kojem se nalazio BAP kao
citokinin je kroz tri ciklusa supkultvacija i odrzavanja regeneracijskog kapaciteta
izmjenjivanjem medija s viskom koncentracijom citokinina i medija za regeneraciju izdanaka s
niskom koncentracijom citokinina generiralo ¢ak 496 izdanaka od pocetno postavljenih 17
bulk-ova (Tablica 4.2.2), dok je od pocetno postavljenih 21 bulk na medijima s TDZ-om
razvijeno 265 izdanaka (Tablica 4.2.1). Kroz cjelokupni proces, od postavljanja pocetnih 16
eksplantata, preko razvoja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog potencijala, kroz Sest
mjeseci razvijeno je ukupno 942 nova izdanka duzih od 10 mm na MS podlogama s BAP-om
kao citokininom. Dakle, ovim bi nacinom stopa multiplikacije kroz 6 mjeseci na MS mediju s
BAP-om iznosila 58.88 izdanaka po jednom postavljenom eksplantatu tj. 9,81 na mjesecnoj
bazi. Kada je u prvoj fazi razvoja meristematskog tkiva koristen BAP, a u fazi odrzavanja
regeneracijskog potencijala TDZ postoji potencijal razvoja 711 izdanaka $to predstavlja stopu
multiplikacije od 44.44 izdanka razvijena kroz 6 mjeseci po jednom pocetnom eksplantatu tj.
7,41 na mjesecnoj bazi. Tretman s BAP-om kao glavnim citokininom dao je 132,48% (1.32
puta) vecu stopu multiplikacije u odnosu na isti tretman na podlozi s TDZ-om.

U ostalim se istrazivanjima vezanim za mikropropagaciju Gale takoder pojavljuju razlike
pri uzgoju s BAP-om i TDZ-om kao citokininom. Primjerice, prema istrazivanju Van
Nieuwkerk i sur. (1986.) mikropragacijom Gale na istom mediju s istom vrstom i koli¢inom
auksina i giberelina uz razliku vrste citokinina, najveca stopa multiplikacije zabiljezena je na
MS mediju s TDZ-om. Mjesec¢na stopa multiplikacije bila je 9,53 = 2,4 nova izdanka po
pocetnom eksplantatu na mediju s TDZ-om te 8 + 2,4 na mediju s BAP-om §to ¢ini razliku od
svega 19,13% kada se rezultati medusobno usporede. S druge strane, prilikom eksperimenata s
utjecajima fotoperiodizma, V. R. Bommineni i sur. (2001) su iste efekte promatrali izmedu
ostalog i na stopi multiplikacije jabuka na MS mediju s BAP-om i TDZ-om pri ¢emu Se stopa
multiplikacije pokazala najve¢om u grupi biljaka tretiranih BAP-om koje nisu bile izlozene
tami te grupi koja je bila tretirana TDZ-om i koje su prvotno bile u tami. U konaénici nisu
uocene signifikantne razlike izmedu koriStenih regulatora rasta.
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4.3 Uspjesnost aksilarnog grananja vrsnih izdanaka jabuke sorte
Gala

Za usporedbu uspjesnosti mikropropagacije jabuke Gale formiranjem meristematskog tkiva
visokog regeneracijskog potencijala 1 klasi¢cne mikropropagacije, na MSG medij su vertikalno
postavljeni vrsni izdanci . Postavljeni su eksplantati imali minimalno 2 nodija te su duzine oko
1 em. VrSenjem supkultivacija u rasponu od 3 mjeseca, prikupljeni su sljedeci podaci te su isti
iskazani na Grafikonu 4.3.1:

Grafikon 4.3.1 Prosjecni broj izdanaka duzih od 1,5 cm dobiveni aksilarnim grananjem vrsnih izdanaka jabuke sorte Gala
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Prouc¢avanjem podataka dobivenih metodom klasi¢ne mikropropagacije aksilarnog
grananja vr$nih izdanaka utvrdena je kod ove metode prosjecna stopa multiplikacije 3,68
izdanaka po svakom eksplantatu jabuke Gale te je na ovaj na¢in od pocetno postavljenih 31
eksplantata, dobiveno u 3 ciklusa supkultivacije 268 novih izdanaka u razdoblju od 3 mjeseca.
Uz ovakvu stopu multiplikacije kroz 6 mjeseci bismo mogli o¢ekivati razvoj 17,29 izdanaka po
jednom postavljenom eksplantatu uz mjese¢nu multiplikaciju od 2,88.
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4.4 UspjesSnost aksilarnog grananja horizontalno postavljenih
izdanaka jabuke sorte Gala

Kao druga metoda usporedbe uspjesnosti mikropropagacije jabuke Gale formiranjem
meristematskog tkiva visokog regeneracijskog potencijala i klasi¢ne mikropropagacije, na
MSG medij su horizontalno postavljeni izdanci odrezanog vrha i odrezanih listova. Postavljeni
su eksplantati imali minimalno 2 nodija te su duzine oko 1 cm. VrSenjem supkultivacija u
rasponu od 4 mjeseca, prikupljeni su sljede¢i podaci te su isti iskazani na Grafikonu 4.4.1:

Grafikon 4.4.1 Prosjecni broj izdanaka duzih od 1,5 cm dobiveni aksilarnim grananjem horizontalno postavljenih vrsnih
izdanaka jabuke sorte Gala
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Daljnjim proucavanjem podataka dobivenith metodom klasicne mikropropagacije
aksilarnog grananja horizontalno postavljenih vr$nih izdanaka utvrdena je kod ove metode
prosjeéna stopa multiplikacije od 3,814 izdanaka po svakom eksplantatu jabuke Gale te je na
ovaj nacin od pocetno postavljenih 28 eksplantata, kroz 4 ciklusa supkultivacije dobiveno 313
novih izdanaka u razdoblju od 4 mjeseca. Uz ovakvu stopu multiplikacije kroz 6 mjeseci bismo
mogli ocekivati razvoj 16,76 izdanaka po jednom postavljenom eksplantatu uz mjesecnu
multiplikaciju od 2,79.
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4.5 Usporedba uspjesSnosti regeneracije izdanaka Kklasicnom
metodom aksilarnog grananja i formiranjem meristematskog tkiva
visokog regeneracijskog kapaciteta

Prilikom usporedbe dobivenih rezultata na Grafikonu 4.5.1 prikupljenih klasi¢nim
metodama mikropropagacije i metode razvoja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog
potencijala, opaza se da je metoda razvoja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog
potencijala generirala u istom vremenskom intervalu (6 mjeseci) 58,87 izdanak po jednom
postavljenom eksplantatu na tretmanima s BAP-om. U sluc¢aju tretmana s TDZ-om, u intervalu
od 6 mjeseci po jednom postavljenom eksplantatu oekujemo da stopa multiplikacije iznosi
44,44, Razlika u pristupu mikropropagaciji na nacin da se razvija prvo meristematsko tkivo
visokog regeneracijskog potencijala pokazala se boljom u usporedbi sa standardnim metodama
mikropropagacije postavljanjem vrSnih izdanaka vertikalno i1 horizontalno. Standardna metoda
s horizontalno postavljenim izdancima, prema stopi multiplikacije utvrdene nasim pokusom
kroz 6 mjeseci bi generirala 17,29 izdanaka, dok bi prema izra¢unatim stopama multiplikacije
vertikalno postavljeni izdanci generirali 16,76 novih izdanaka po jednom postavljenom
eksplantatu.

Grafikon 4.5.1 Grafikon usporedbe stope multiplikacije izdanka kroz 6 mjeseci po jednom pocetnom eksplantatu duzih od 10
mm izmedu standardnih metoda mikropropagacije te metode razvoja meristematskog tkiva visokog regeneracijskog
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5. Zakljuéak

Klasi¢na mikropropagacija se na jabuci vrsi preko 50 godina kako je rije¢ o ekonomski
vaznoj kulturi. Na njoj se, kao i na drugim kulturama, testiraju i istrazuju razli¢ite metode i
tretmani postavljeni i utemeljeni na drugim kulturama. Metoda Mezzettija i sur. (2002.) za
razvoja tkiva visokog regeneracijskog potencijala na vinovoj lozi dala je novi nacin razvoja
izdanaka iz meristematskog tkiva koji se pokazao iznimno kvalitetan za mikropropagaciju na
novom nivou uz povecanje ukupnog broja dobivenih izdanaka kao i dosljedno, pa cak i
visestruko, povecanje stope multiplikacije. Takav nacin razvoja meristematskog tkiva visokog
regeneracijskog potencijala moze biti iznimno koristan poCetni materijal za pocetak vegetativne
propagacije zbog promjena iniciranih u samom biljnom tkivu koje se mogu iskoristiti za rapidni
rast izdanaka i aktivirati postavljanjem na hranjivu podlogu adekvatnog sastava.

U usporedbi s provedenim klasicnim metodama mikropropagacije, metoda razvoja
meristematskog tkiva visokog regeneracijskog potencijala je generirala 75,11% ukupnog broja
uz Cinjenicu da je, prilikom provodenja supkultivacije nakon dobivanja meristematskog tkiva
visokog regeneracijskog potencijala, cijeli postupak podijeljen na dvije skupine gdje je prva
grupa supkultivirana na medij u kojem je izvor citokinina bio BAP te druga grupa u kojoj je
izvor bio TDZ. Meristematsko tkivo visokog regeneracijskog potencijala je na podlozi s BAP-
om generiralo ¢ak 42,93% ukupnog broja dobivenih izdanaka, dok je paralelno na mediju s
TDZ-om dobiven marginalno ve¢i broj izdanaka nego putem metoda klasi¢ne
mikropropagacije. Evidentno je takoder da je jabuka sorte Gala puno bolje reagirala na BAP
nego na TDZ §to se znatno odrazilo na stopu multiplikacije koja je bila oko 1,32 puta (132%)
veca na meristematskom tkivu koje je bilo mediju u kojem je BAP.

Temeljem dobivenih rezultata, metoda razvoja meristematskog tkiva visokog
regeneracijskog potencijala ¢ini se kao jedan od budu¢ih nafina mikropropagacije jabuke.
Razvoj meristematskog tkiva u svrhu ciljanog razvoj novih izdanaka je zanimljiv i koristan
koncept specijalizacije meristematskog tkiva kod kojeg na razini stani¢nog tkiva dolazi do
promjena koje nam omogucavaju brzu vegetativnu propagaciju kako bismo zadovoljili
trenutne, ali namirili i buduce potrebe u proizvodnji jabuke.
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