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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Anita Lukacevié, naslova

SOMAKLONSKA VARIJABILNOST KOD UKRASNOG BILJA

Somaklonska varijabilnost je spontana ili inducirana pojava koja se moze javiti
u kulturi biljnog tkiva u obliku genetskih ili epigenetskih promjena. MoZe imati
negativan utjecaj ako je cilj dobivanja uniformnih genotipova ili moze biti pozeljna kod
dobivanja novih genotipova ekonomski vrjednijih od donorskih i vazan izvor genetske
varijabilnosti. Za utvrdivanje somaklonske varijabilnosti koriste se morfoloske,
citoloSke i molekularne metode. Brojni somaklonovi ukrasnih biljnih vrsta, kao Sto su
orhideje, afriCke ljubicice, krizanteme, petunije, i dr., uspjeSno su komercijalizirani. U
ovom radu dan je pregled dosadasnjih istrazivanja vezanih za utvrdivanje

somaklonske varijabilnosti kod ukrasnog bilja.

Klju€ne rijeci: Somaklonska varijabilnost, ukrasno bilje, genetska varijabilnost,
kultura biljnog tkiva



Summary

Of the master’s thesis — student Anita Lukadevié, entitled

SOMACLONAL VARIATION IN ORNAMENTAL PLANTS

Somaclonal variation is phenomenon that can occur in the plant tissue culture
in the form of genetic or epigenetic variation. It can have a negative impact if the goal
of the plant tissue culture is a production of genetic uniformn plants or it can be
desirable in obtaining new genotypes of economically more valuable than donor plant
and an important source of genetic variability. Morphological, cytological and
molecular methods were used to determine somaclonal variability. Numerous
somaclones of ornamental plant species, such as orchids, African violets, crisps,
petunias, etc., have been successfully commercialized. This paper contains an
overview of previous researches related to the determination of somaclonal variation

in ornamental plants.

Keywords: Somaclonal variation, ornamental plants, plant tissue culture, genetic
diversity



1. Uvod

Kultura biljnog tkiva je in vitro metoda vegetativhog razmnozZavanja koja se
odvija u sterilnim i kontroliranim uvjetima. Temelji se na prirodnoj pojavi razvoja svih
biljnih organa iz jedne diferencirane stanice, a naziva se totipotentnost. Kultura
biljnog tkiva je u proizvodnji komercijalizirana osamdesetih godina 20. st., a do tada
je imala primjenu samo u istrazivanjima (ldowu i sur., 2009). Razlog tome je

mogucnost proizvodnje velikog broja klonova oslobodenih od virusa.

Kultura biljnog tkiva je, za biljku, stresna metoda propagacije koja moze
izazvati pojavu ,,off-type" genotipova. Ta pojava se naziva somaklonska varijabilnost.
Somaklonska varijabilnost je spontana ili inducirana pojava na koju utjeCe niz faktora
koji su detaljnije opisani u nastavku rada. Ovaj tip varijabilnosti moze biti posljedica
epigenetskih (nenasljednih) i genetskih (nasljednih) promjena (Orbovi¢ i sur., 2007).
Za identifikaciju somaklonske varijabilnosti koriste se morfoloski markeri, molekularni
markeri (AFLP, SNP, RAPD, RFLP, SSR i dr.), citoloSke metode i

fizioloSke/biokemijske metode.

Somaklonska varijabilnost izazvana genetskim promjenama moze se
primijeniti u oplemenjivackim programima za dobivanje boljih genotipova ili za
povecéanje genetske varijabilnosti. Somaklonovi ukrasnog bilja, ratarskih, vocarskih i
povrtnih kultura koja imaju bolja svojstva od postojecih priznati su kao kultivari i

introducirani su u komercijalnu proizvodnju (Orbovi¢ i sur., 2007).

Ukrasno bilje pripada skupini ekonomski najznacajnijih biljnih vrsta koje se sve
vise proizvode tehnikama kulture biljnog tkiva. Ukoliko je cilj mirkopropagacije
ukrasnog bilja dobivanje genetski uniformnih biljaka, pojava somaklonske
varijabilnosti je nepozeljna, ali ako se pojavi u obliku ekonomski poZeljnijeg svojstva
nego kod mati¢ne biljke, primjerice nova boja cvijeta ili oblik lista, moze biti vazan
izvor genetske varijabilnosti. Takvi somaklonovi su uspjeSno komercijalizirani kod

velikog broja ukrasnih biljnih vrsta.



1.1. Ciljrada

Cili ovoga diplomskog rada je napraviti detaljan pregled dosadasnjih
istraZzivanja vezanih za identifikaciju somaklonske varijabilnosti kod ukrasnih biljnih
vrsta i dati prikaz morfoloSkih, citoloSkih i molekularnih metoda za identifikaciju tih
somaklonova. U radu su obradene sljedeCe ukrasne biljne vrste: africka ljubiCica
(Saintpaulia ssp. H.Wendl.), orhideja (Phaleopsis ssp. Bulme), caladij (Caladium ssp.
Vent), krizantema (Chrysanthemum ssp. L.), pasiflora (Passiflora ssp. L.), petunija
(Petunia hybrida D. Don ex W. H. Baxter), anturij (Anthurium ssp. Schott), torenija
(Torenia fournieri Lind.), indijska azaleja (Rhododendron simsii Planch.) i singonij

(Syngonium podophyllum Schott).



2. Pregled literature

2.1. Somaklonska varijabilnost

Sredinom 20. st. se smatralo da svi genotipovi dobiveni in vitro tehnikama
regeneracije su klonovi mati¢ne biljke bez obzira na to da li su na regeneriranim
biljikama uocene fenotipske promjene (Jelaska, 1994.). Prvo dokumentirano otkrice
somaklonske varijabilnosti bilo je 1969. Te godine znanstvenici su otkrili postojanje
varijabilnosti u broju kromosoma, morfoloSku i enzimatsku varijabilnost kod Secerne
trske (Saccharum officinarum L.) (Sarmah i sur., 2017).

Skirvin i Janik, 1976. godine, su medu prvima prepoznali vaznost
somaklonske varijabilnosti u poboljSavanju svojstava genotipova (Jain i sur., 1998).
Komercijalizacija kulture biljnog tkiva zapocela je osamdesetih godina proSloga
stolje¢a, sukladno tome, sve se viSe paznje posvecuje somaklonskoj varijabilnosti.
Pojam somaklonske varijabilnosti uvode Larkin i Scowcroft 1981. godine (Jain i sur.,
1998) i opisuju ga kao fenotipsku varijabilnost koja se javlja kod biljaka regeneriranih
in vitro tehnikama (Skirvin i sur.,1994): ,0Od sada se klonska uniformnost vise opisuje

kao izuzetak nego kao pravilo".

Danas se somaklonska
varijabilnost prati kod svih biljnih
vrsta dobivenih regeneracijom u
kulturi biljnog tkiva. Razlog tome je
Sto je pojava somaklonske
varijabilnosti spontana,
nepredvidiva, trajna (genetska) ili
privremena (epigenetska) moze se
pojaviti u jednom svojstvu ili na

razini cijelog genoma (Leva i sur.,

2012). Primjer somaklonova Zabljeg

ljiliana (Tricyrtis hirta Wall.) koji se Slika 1. Somaklonska varijabilnost kod Zabljeg
ljiljana (Tricyrtis hirta Wall.)

razlikuju na fenotipskoj razini ) _
(Izvor: sciencedirect.com)

prikazan je na slici 1.
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2.1.1. Porijeklo i uzroci somaklonske varijabilnosti

Pojava somaklonske varijabilnosti u kulturi biljnog tkiva je spontana, iako moze
biti i inducirana (Bairu i sur., 2011). Razumijevanjem porijekla i uzroka somaklonske
varijabilnosti moguce je utjecati na ucCestalost njene pojave. Faktori koji utjeCu na

uCestalost pojave somaklonske varijabilnosti su slijededi:

a. Postupci regeneracije

Vazan faktor za normalan rast i razvoj bilijke je staniCnha organizacija koja je
nepostojeca u kulturi biljnog tkiva Sto je jedan od uzroka somaklonske varijabilnosti
(Karp, 1994). Regeneracijom biljike u kulturi meristema, koji imaju stabilizirajuci
faktor, umanjuje se ucCestalost pojave somaklonske varijabilnosti, dok se u kulturi
protoplasta, gdje nema organizacije stanica, povecava njena ucestalost (Leva i sur.,
2012).

Tehnike koristene u kulturi biljnog tkiva (slika 2) mogu se poredati prema
genetskoj stabilnosti: mikropropagacija vegetacijskih vrhova i nodalnih segmenata,
somatska embriogeneza, organogeneza pomocu kalusa i kultura protoplasta (Leva i
sur., 2012; Karp, 1994).

A Embryogenesis from pollen E

° &
——-
%

Multiple shoot formation

B i

De novo organogenesis

/-ﬁ'&é‘

s D Embryogenesis from protoplast
@
®
@

Slika 2. Vrste eksplatata koje se primjenjuju u razli¢itim tehnikama kulture
biljnog tkiva
(Izvor:
http://dev.biologists.org/content/develop/143/9/1442/F3.large.jpg?downloa
d=true)
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b. Porijeklo eksplatata

Tkivo koriSteno u kulturi biljnog tkiva (slika 2) ima znac€ajan utjecaj na pojavu
somaklonske varijabilnosti (Leva i sur., 2012). Meristemska tkiva poput pericikla,
kambija i prokambija imaju diferencirane stanice $to znatno umanjuje ucestalost
somaklonske varijabilnosti, a dediferencirana tkiva poput listova, stabljike i korijena,
prilikom in vitro regeneracije, prolaze kroz fazu kalusa $to uvelike povecava
uCestalost somaklonske varijabilnosti (Leva i sur., 2012; Sahijram i sur., 2003; Bairu i
sur., 2011). Eksplantati za koje se pretpostavlja da imaju postoje¢u varijabilnost,
provjeravaju se kroz dva ciklusa subkultivacije, a uo€eni somaklonovi se odstranjuju,

ukoliko somaklonska varijabilnost nije pozeljna (Skirvin i sur., 1994).

c. Kemijski sastav hranidbenog medija

Koncentracija i vrsta regulatora rasta u hranidbenom mediju ima znatan utjecaj
na ucestalost somaklonske varijabilnosti (Leva i sur., 2012). Nepravilan omjer
koncentracija auksina i citokinina mogu poremetiti genetsku strukturu stanica (Bairu i
sur., 2011). Koristenjem auksina prilikom regeneracije iz kalusa povecana je stopa
DNA metilacije Sto rezultira pojavom epigenetskih promjena (Giménez i sur., 2001).

Koncentracija i vrsta regulatora rasta u nekim slu€ajevima nije imala utjecaj na
pojavu somaklonske varijabilnosti. Primjerice, Bennici i sur. (2004) postavili su pokus
u kojemu su koristili somatsku embriogenezu kao tehniku regeneracije komoraca
(Foeniculum vulgare Mill.) pri razliitim koncentracijama hormona rasta. Rezultati
istrazivanja su pokazali da hormoni rasta nisu imali signifikantni utjecaj na genetsku
uniformnost regeneriranih biljaka. Bairu i sur. (2011) zaklju€uju da utjecaj vrste i
koncentracije hormona rasta na pojavu somaklonske varijabilnosti ostaje tema daljnje

rasprave i cilj bududih istrazivanja.

d. Utjecaj genotipa
Svaki organizam drugacije reagira na uvjete stresa, pa tako i biljke u kulturi
biljnog tkiva §to dovodi do pojave varijabilnosti. Damasco i sur. (1998) potvrduju tu
tvrdnju usporedbom zastupljenosti somaklonova kod dva kultivara banane (Musa

ssp.), a razlog tome je interakcija okoliSa i genotipa.



e. Trajanje i broj subkultivacija

Trajanje i broj subkultivacija utjeCu na genetski stabilnost i ucestalost
somaklonske varijabilnosti, posebice kod kulture protoplasta i regeneracije iz kalusa.
Bairu i sur. (2011) navode da prema istrazivanju (Rodrigues i sur., 1998) stopa
somaklonske varijabilnosti iznosi 1.3% nakon pete subkultivacije, a nakon jedanaeste
je porasla na 3.8%. Nasuprot tome, neka istrazivanja navode slu€ajeve u kojima se
zadrzala genetska uniformnost nakon velikog broja subkultivacija. Grasak (Pisum
sativum L.) zadrzao je genetsku uniformnost nakon 24 godine odrzavanja u in vitro
uvjetima (Smykal i sur., 2007), a komora¢ (Foeniculum vulgare Mil.) nakon 17
mjeseci (Bennici i sur., 2004). Pretpostavlja se da je razlog utjecaj genotipa (Bairu i
sur., 2011).

Petolino i sur. (2003) predlazu statisticki model za predvidanje mutacijske
stope na temelju broja subkultivacija, ali radi kompleksnosti bioloSkog sistema, model

ima ogranic¢enu upotrebu (Leva i sur., 2012).

f. Postojeca varijabilnost
Faktori koji utje€u na aktivaciju postojece varijabilnosti su (Bairu i sur., 2011):
e Kimere
Kimere su organizmi koji, u sklopu svog genoma, sadrze razli€ita tkiva (slike 3
i 4) Ciji poredak utjeCe na genetsku stabilnost (Bairu i sur., 2011). Krikorian i sur.
(1993) prikazuju utjecaj izbora eksplantata kod kimera na pojavu somaklonske
varijabilnosti. Iz tog razloga potrebno je uzimati eksplantate s genetski uniformnog i

stabilnog roditelja za dobivanje ,true-type" klonova (Bairu i sur., 2011).

Slika 3. Kimera jabuke (Malus ssp.) Slika 4. Kimera dalije (Dhallia ssp.)

(Izvor: (Izbor: pinterest.com )
https://fruitforum.files.wordpress.com)
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e Uloga stani€énog ciklusa

Stanicni ciklus ima znacajnu ulogu u rastu i razvoju biljke. Svaki postupak koji
se razlikuje od normalnog (prirodnog, in vivo) rasta i razvoja moze izazvati mutacije.
Primjerice, u kulturi protoplasta pojavljuje se veliki broj pogreSaka prilikom sinteze
mikrotubula, formiranja i orijentacije diobenog vretena i kod segregacije kromatida
(Karp, 1994).

e Promjene u strukturi i broju kromosoma

Karakterizacija i1 klasifikacija promjena u strukturi kromosoma induciranih
prilikom kulture biljnog tkiva je omogucila bolje razumijevanje somaklonske
varijabilnosti (Bairu i sur., 2011). Promjene u strukturi kromosoma su najbolji
pokazatelj uCestalosti i opsega kariotipskih promjena (Lee i Philips, 1988). Promjene
u strukturi kromosoma u kulturi biljnog tkiva izazivaju predominantne kromosomske
aberacije, a kasna replikacija heterokromatina i neravnoteza u nukleotidnom bazenu

izazivaju preraspodjelu kromosoma (Bryant, 1976).

e Aktivacija pokretnih geneti¢kih elemenata (transpozona)

Transpozoni ili pokretni geneticki elementi su kratke sekvence molekule DNA
u velikom broju zastupljene u cijelom genomu. Svojom pokretljivoséu mogu doprinijeti
preraspodjeli genoma i izazvati mutacije (Bairu i sur., 2011). Transpozoni se
aktiviraju u stresnom okoliu, kao Sto je kultura biljnog tkiva i dovode do pojave
somaklonova. Primjer somaklonske varijabilnosti izazvane pokretljivoséu
transpozona je nestabilna boja cvijeta kod in vitro regenerirane lucerne (Medicago
sativa L.) (Jelaska, 1994).



2.1.2. Mehanizam somaklonske varijabilnosti

Smulders i Klerk (2010) su podijelili somaklonsku varijabilnost u dvije kategorije:

a. Genetske promjene (nasljedne)

b. Epigenetske promjene (nenasljedne)

a. Genetske promjene

Genetske promjene obuhvacaju fizicke promjene u sekvenci DNA §to ih Cini
stabilnim i nasljednim (Sarmah i sur., 2017). Drugim rije€ima, genetske promjene se
ponasaju u skladu s Mendelovim zakonima nasljedivanja (Smulders i Klerk, 2010).
Rezultat su promjena u broju kromosoma (euploidija i aneuploidija) i promjena u
strukturi kromosoma (delecija, duplikacija, inverzija, translacija) $to moze biti
posljedica (Sarmah i sur., 2017):

e Mutacija,
e Aktivacija pokretnih geneti¢kih elemenata,
¢ Amplifikacija gena,

o Kariotipske promjene.

b. Epigenetske promjene

Za razliku od genetskih promjena, epigenetske promjene su privremene i nisu
nasljedne. Epigenetske promjene su promjene izazvane promjenom u ekspresiji
gena. Mehanizam tih promjena temeljen je na DNA metilaciji i modifikacijama
aminokiselina na repovima histona (Sarmah i sur., 2017). Za vrijeme DNA metilacije,
metilna grupa se veze na citozin nakon replikacije DNA, a na sebe veze proteine koji
sudjeluju u sintezi heterokromatina (Sarmah i sur., 2017). DNA metilacija ne ometa
replikaciju DNA, ali inhibira transkripciju gena Sto direktno utjeCe na ekspresiju nekog
svojstva (Smulders i Klerk, 2010). Neke epigenetske promjene mogu nestati u
relativno kratkom vremenu, dok neke mogu biti prisutne kroz viSe generacija (Brettell
i Dennis, 1991). Primjerice, Arabidopsis thaliana je zadrzala epigenetske promjene

kroz osam generacija (Johannes i sur., 2009).



vremenu.

Vidljivo

je da se genetske promjene zadrzavaju

Slika 4 prikazuje razlike izmedu genetskih i epigenetskih promjena ovisno o

mikropropagacije (supkultivacije), a epigenetske promjene se s vr.emenom gube.
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Slika 4. Razlika izmedu genetskih i epigenetskih promjena
(Izvor: Smulders i Klerk, 2010)

2.1.3. Stopa somaklonske varijabilnosti

Somaklonska varijabilnost je teSko predvidiva pojava (Sikirvin i sur.,1994) i ima
signifikantno vecu stopu uCestalosti od prirodnih mutacija. Frekvencija somaklonova
ovisi 0 genotipu biljke, tehnici kulture biljnog tkiva i dr. (Karp, 1994; Sikirvin i sur.,
1994). Prema literaturi (Sikirvin i sur., 1994) stopa somaklonske varijabilnosti iznosi 1
— 3 % po subkultivaciji. Prihvatljiva stopa somaklonova u kulturi biljnog tkiva iznosi 3
— 5%, a kod banana (Musa ssp.), koja po prirodi ima vecu stopu varijabilnosti, do
10% (Sahijaram i sur., 2003).



2.1.4. Metode za identifikaciju somaklonske varijabilnosti

a. MorfoloSske metode identifikacije

MorfoloSki markeri (vizualni ili klasi¢ni) najstariji su tipovi markera koji se
baziraju na vizualnoj identifikaciji nekog svojstva (Kunert i sur., 2003). Uglavhom su
karakterizirani kao fenotipska svojstva jedinke kao $to su boja cvijeta, visina stabljike,
boja i oblik ploda, i dr. (Collard i sur., 2005). Svojstva koja su kontrolirana manjim
brojem gena (kvalitativha svojstva) i nisu pod utjecajem okoline, mogu biti koristena
kao markeri (Staub i sur., 1996). Ipak, veéina agronomski vaznih svojstava u
oplemenjivanju bilja, kontrolirana su ve¢im brojem gena, a okolina ima veliki utjecaj

na njihovu ekspresiju, $to je, ujedno, i najvazniji nedostatak morfolo$kih markera.

b. Biokemijske/fizioloSke metode

Ove metode identifikacije somaklonova temelje se na razlici kako biljka reagira
u razliitim okolinama. Naru$avanje normalnog tijeka metabolizma i promjene u
koncentraciji giberlinske kiseline, koja je regulator rasta i razvoja biljke, i izlu€ivanja
enzima (Bairu i sur., 2011), mozZe biti pokazatelj somaklonske varijabilnosti (Sandoval
i sur.,, 1995). Koli¢ina dnevne svjetlosti je, takoder, indikator somaklonske
varijabilnosti. Damasco i sur. (1998) predlazu metodu identifikacije varijabilnosti
koristeCi fotoinhibiciju, stanje fizioloSkog stresa kod kojega se u biljici ne odvija
fotosinteza u uvjetima vece koli€¢ine dnevne svjetlosti (Adir i sur., 2003). Ova metoda
se temelji na usporedbi reakcije in vitro regeneriranih biljaka na razli€itu koli€inu
svjetlosti (Damasco i sur. 1998). Kao biokemijska/fizioloSka metoda identifikacije
somaklonske varijabilnosti kotisti se i varijabilnost u koli€ini sintetiziranih pigmenata,
kao Sto su klorofil, antocijan, karotenoid, i dr. (Shah i sur., 2003)

Biokemijske metode identifikacije somaklonske varijabilnosti su kompleksne i
zahtjevaju vjestinu, iskustvo i mnogo rada zbog cCega nisu naSle mjesto u

komercijalnoj primjeni (Bairu i sur., 2011).



c. Citoloske metode identifikacije

CitoloSke metode identifikacije somaklonske varijabilnosti zasnivaju se na
varijabilnosti broja i strukture kromosoma i drugih stani¢nih komponenti (DNA, RNA
molekule, kloroplasti i dr.). Prve citoloSke analize provodile su se pomocu karioloskih
analiza, brojanjem kromosoma i prouCavanjem kromosomskih aberacija
mikroskopom (Raimondi i sur., 2001; Mujib i sur., 2007). No, te metode su se
pokazale skupe, dugotrajne i nepouzdane. Od citoloSkih metoda identifikacije sve
CeSCe se Kkoristi proto€na citometrija koja je znatno brza i pouzdanija metoda
identifikacije (Dolezel i sur., 2004). Kod protoéne citometrije najprije se pripravija
tekuca suspenzija nukleusa Cija je DNA obiljeZzena fluorescentnim bojama. Takva
suspenzija se pusta kroz tekuéinu na Cijem se toku nalazi aparatura koja na bazi
obasjavanja stanica UV svetloS¢éu mijeri intenzitet fluorescentnog sjaja. Sadrzaj
suspenzije se kategorizira prema intenzitetu fluorescentnog sjaja ili prema sadrzZaju
DNA (Dolezel i Barto$, 2003). Prema Dolezal i Barto§s (2003), glavni nedostatak

protoCne citometrije je nepostojeca medunarodno standardizirana proba.

d. Molekularne metode identifikacije

Markeri oznaCavaju prisustvo vidljivog i/ili mjerljivog svojstva nekog organizma
(boja i oblik lista, visina stabljike, boja cvijeta, ploda i dr.) ili odredenih molekula
(proteini i nukleinske kiseline) (Guberac i sur., 2005).

Molekularni markeri su odredene molekule (proteinski markeri) ili poznate DNA
sekvence koje su vezane za gene koji kontroliraju neko svojstvo od agronomske
vaznosti ili se nalaze unutar gena (Treski¢ i sur., 2011). UcCinkovitost pojedinog
markera bazirana je na prisustvu polimorfizma, varijabilnosti u nekom svojstvu u
homogenim uvjetima ili na prisustvu ili odsutnosti benda izmedu dvije ili viSe jedinki.
Polimorfizam molekula mozZe se detektirati pomocu elektroforeze, na principu
pokretljivosti molekula unutar gela pod utjecajem istosmjerne struje, na principu
hibridizacije nukleinskih kiselina, vezanja za odredeno mjesto u DNA lancu i pomocu
PCR-a (lan¢ana reakcija polimerazom) (Collard i sur., 2005; Varshney i sur., 2007).
Molekularni markeri podijeljeni su na proteinske markere (enzimi, skladidni proteini) i

na DNA markere (mitohondrijska, genomska, kloroplastna DNA i RNA).



a. lzoenzimski markeri

Proteini su produkti transkripcije i translacije unutar stanice koji sudjeluju u
svim biokemijskim reakcijama unutar svakog organizma. Kao markeri, proteini su
koriSteni dugi niz godina u identifikaciji biljnih vrsta (Kunert i sur., 2003). Proteini su
analizirani kao izoenzimi, drugaciji oblik proteina, koji kontrolira identi€¢an biokemijski
proces (Kunert i sur., 2003).

Metoda ne zahtijeva izolaciju DNA niti poznavanje poretka nukleotidnih baza,
dizajniranje pocetnica niti probe (Kumar i sur., 2009). lako je metoda otkrivanja
polimorfizma pomocu izoenzima jednostavna i jeftina, ima nekoliko vaZznih
nedostataka: niska polimorfnost, ograni¢en broj biliega (Guberac i sur., 2005). Profil
bendova na gelu moze se razlikovati ovisno o tipu biljnog organa zbog razliCite
ekspresije gena (list i korijen) (Kumar i sur., 2009) i pod utjecajem je okoliSnih uvjeta
(Kunert i sur., 2003).

b. DNA markeri

DNA markeri su poznatog poretka
nukleotida koji su najCeS¢e smjesteni u
nekodiraju¢im regijama DNA (Collard i
sur.,, 2005) vezani za gene koj
kontroliraju neko SVojstvo od

agronomske vaznosti (Treski¢ i sur.,

AA ] Aa BB bb Bb

(a) (b)
Slika 5. (a) Kodominantni tip markera

2011). Mogu se opisati kao posljedica
mutacija ili promjena na lokusima

(Kumar, 2009) — polimorfizam. Za razliku ) . )
- o mogu  razlikovati  homozigote  od
od morfoloSkih i proteinskih markera, _ . _ o
. o _ heterozigota. Na slici su jasno vidljivi
DNA markeri su zastupljeni u velikom . _ . o _ _
o o ~_ bednovi homogizotnih roditelja P1 i P2 i
broju i nisu pod utjecajem okoline ili )
. _ _ _ heterozigotnog  potomstva F1  (b).
stadiju razvoja organizma (Collard i sur., ) o o
o Dominantni tip markera ne razlikuje
2005) u  otkrivanju  somaklonske . _ . o
o ) ) homozigote od heterozigota Sto se vidi u
varijabilnosti (Varshney i sur., 2007). . o
nedostatku benda recesivnog roditelja.



DNA markeri mogu se podijeliti na kodominantne markere i dominantne
markere, ovisno da li pojedini marker mozZe razlikovati heterozigote od homozigota
(Collard i sur., 2005) (slika 5):

e Kodominantni markeri mogu imati viSe razliCitih alela, a dominantni samo
dva (0 i 1) (Collard i sur., 2005). Kodominantni DNA markeri su SSR (Simple
Sequence Repeat) i RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphis).

e Dominantni markeri su RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats), SNP (Single Nucleotid Polymorphism), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) i dr.

Idealni tip molekularnog markera mora zadovoljavati odredene kriterije, kao
Sto su prisutnost polimorfizma, kodominantnost, marker mora biti ravnomjerno
rasporeden u genomu, mora biti neovisan o utjecaju okolisnih uvjeta i dr. (Kumar et
al, 2009). Od velikog broja poznatih markera, niti jedan ne zadovoljava sve kriterije,
ali za uspjeSnost metode dovoljno je da zadovoljava nekoliko kriterija (Kumar et al,
2009). Sve navedene metode identifikacije, sa svim svojim prednostima i manama
(tablica 1) imaju vaznu ulogu u oplemenjivackim programima u kojima se koriste
somaklonovi kao izvor genetske varijabilnosti i u komercijalnoj proizvodnji gdje se
identificirani somaklonovi uklanjaju u ranim fazama rasta i razvoja radi spreCavanja

daljnjih gubitaka.



Tablica 1. Prednosti i nedostaci metoda identifikaciie somaklonske

varijabilnosti (Krishna i sur., 2016)

Metoda Prednosti Nedostaci
Morfoloske _ ) )

Vizualno raspoznavanje Dugotrajna metoda
metode

Nije potreban laboratorij Broj¢ano ograni¢ena

Preliminarna metoda Ne razlikuje genotip od fenotipa
CitoloSke . .

_ ) ) CitoloSke sastavnice mogu

metode Brza, jednostavna i efektivha

(protocéna metoda

citometrija)
Brza i efektivna metoda u rutinskim
analizama velikog broja uzoraka
Mogucnost otkrivanja i najmanijih
promjena na kromosomu
lzoenzimski
; Jednostavnost metode
markeri
Kodominantnost
Molekularni _
_ Kodominantnost (SSR, AFLP)
markeri

Neovisnost o porijeklu uzorka DNA

Neovisnot o okolisnim uvjetima

Fenotipska neovisnost

Mogucnost identifikacije genetskih i

epigenetskih promjena

ometati kvantitativno obojenje
DNA

Nepostoje¢a medunarodno
standardizirana proba
Brojanje kromosoma je

dugotrajno
Broj¢ano ograniceni

Pod utjecajem okolinskih uvjeta
Ekspresija ovisna o vrsti biljnog
organal/tkiva

UspjesSnost metode ovisi o vrsti
Dominantnost (RAPD, RFLP)

Moguca nehomolognost
fragmenata iste veli¢ine kod
ISSR multilokusne metode
Neki markeri zahtijevaju visoku
kvalitetu DNA (AFLP)

Pojava null alela kod SSR
markera

Visoka cijena dizajniranja
pocCetnica kod SSR markera




2.1.5. Vaznost i upotreba somaklinoske varijabilnosti

Napredak u tehnologiji kulture biljnog tkiva donio je mogucnost propagacije
velikog broja raznih biljnih vrsta u relativno kratkom vremenskom periodu zbog ¢ega
je kultura biljnog tkiva komercijalizirana. Glavni nedostatak u komercijalnoj
proizvodnji mikropropagacijom je pojava somaklonske varijabilnosti koja naruSava
genetsku uniformnost regeneranata. S druge strane, somaklonska varijabilnost
pokazala se kao alternativni izvor genetske varijabilnosti za svojstva od interesa u
oplemenjivackim programima (Krishna i sur., 2015).

Somaklonska varijabilnost obuhvaca Siroki spektar fenotipskih (kvalitativnih) i
genotipskih (kvantitativnin) promjena (Landey, 2013). Neke fenotipske promjene, kao
Sto su promjena boje i oblika lista i cvijeta, nemaju znaCajan utjecaj na normalnu
funkciju bilike. Fenotipske promjene koje utje€u na gradu biljike mogu imati Stetan, ali
i letalan ucinak (Landey, 2013). Etienne i Betrand (2003) navode da somaklon kave
(Coffea arabica L.) s vise izdanaka ugiba nakon 6 mjeseci u stakleniku. Somaklonska
varijabilnost moze imati pozitivan i negativan ucinak na kvantitativha svojstva poput
visine biljke, biomasu, prinos zrna, kemijski sastav i na sintezu eteri¢nih ulja.

Genetska varijabilnost je u danasnje vrijeme u neprekidnom opadanju $to je
rezultat ograniCavanja izvora za svojstva od interesa u oplemenjivackim programima.
Klasi¢ni postupak oplemenijivanja neke biljne vrste zahtjeva mnogo rada, iskustva i
vremena; potrebno je, otprilike, 10 do 15 godina za stvaranje nove sorte (Krishna i
sur., 2015). Alternativni izvor genetske varijabilnosti se pronalazi u somaklonskoj

varijabilnosti koja ima svoje prednosti i nedostatke (tablica 2).



Tablica 2. Pregled prednosti i nedostataka somaklonske varijabilnosti (Sarmah i sur.,
2017; Krishna i sur., 2015)

Prednosti somaklonske varijabilnosti Nedostaci somaklonske varijabilnosti

UspjeSna selekcija na otpornost na Pojava nepozeljnih svojstava
abiotske stresove

Neinvazivna i jeftinija od drugih metoda za  Epigenetske promjene (ne nasljedne)

manipulaciju gena

Visokoponovljiva i stabilna varijabilnost Nepredvidiva varijabilnost
Povecana proizvodnja sekundarnih Varijabilnost ovisi 0 genotipu
metabolita

Nema kontaminacije raznim patogenima Nepostojec¢a metoda selekcije za

kvantitativna svojstva

Izvor genetske varijabilnosti

Do danas je priznat veliki broj novih kultivara koji su dobiveni kao rezultat
somaklonske varijabilnosti: Eustoma grandifolium (slika 6), Ipomea batatas 'Scarlet’,
Mustard Brassica 'Pusa Jai Kisan' (slika 8), Apium UC-T3 somaklon, Paulownia

tomentosa 'Snowstorm’ (slika 7), Oryza sativa 'Hasuyume' i dr. (Chawla, 2002).

Slika 6. Eustoma grandifolium Slika 7. Paulownia Slika 8. Mustard Brassica
(Izvor: tomentosa 'Snowstorm'  'Pusa Jai Kisan'
https://www.gardensonline.com.a (izvor: pl.wikipedia.org) (izvor: https://www.biolib.cz/)

ul)


https://www.gardensonline.com.au/
https://www.gardensonline.com.au/
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjjjfXR3urcAhULLFAKHfw1D64QjB16BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2Fpl.wikipedia.org%2Fwiki%2FPlik%3APaulownia-kawakamii-flowers.jpeg&psig=AOvVaw01hRQ-pTZwvNlfrLdX6Mgc&ust=1534274048641415
https://www.biolib.cz/

Somaklonska varijabilnost se, takoder, moze pojaviti i u obliku otpornosti na

bolesti i abiotske stresove. Regeneracijom Seéerne trske (Saccharum officinarum L.)

iz kalusa su dobiveni somaklonovi kod kojih je utvrdena otpornost na sivu pjegavost

(Helminthosporium sacchar) i na Fiji virus (Chawla, 2002).

Za otpornost na abiotske stresove pronadeni su somaklonovi sa sljedecim

svojstvima (Chawla, 2002).:

Otpornost na hladno¢u: ozimna pS$enica (Triticum aestivum L.),

Tolerantnost na salinitet: duhan (Nicotiana tabaccum L.), riza (Oryza sativa
L.), krumpir (Solanum tuberosum L.),

Tolerantnost na aluminij: raj€ica (Solanum lycopersicum L.), duhan (Nicotiana
tabaccum L.), riza (Oryza sativa L.),

Tolerantnost na susu: sirak (Sorghum bicolor Moench),

Otpornost na herbicide: duhan (Nicotiana tabaccum L.), soja (Glycine max L.),
kukuruz (Zea mays L.).

Pojava somaklonske varijabilnosti je spontana, nepredvidiva, trajna ili

privremena i mozZe se pojaviti u jednom svojstvu ili na cijelom genomu (Leva i sur.,

2012).



2.2. Somaklonska varijabilnost kod ukrasnih biljnih vrsta

Ukrasne biljne vrste su jednogodiSnje, dvogodiSnje i viSegodiSnje vrste
(trajnice, grmlje i drvecée) koje imaju estetsku vrijednost. Koriste se za ukraSavanje
okuénica, interijera (slika 10), gradskih trgova (slika 9), parkova, vrtova, za izradu
cvjetnih aranZmana (slika 11), ogradivanje prostora i ispunjavanje ne izgradenih
zona, primjerice uz ceste. Uz estetsku ulogu, ukrasne biljne vrste imaju i vaznu
ekolosku ulogu, posebice u urbanim sredinama: opraSivanje, odrzavanje

bioraznolikosti, regulacija lokalne klime i temperature, procCiS¢avanje zraka i

smanjenje buke (Speak i sur., 2015).

Slika 9. Ukrasno bilje u Slika 10. Ukrasne vrste u  Slika 11. Ukrasne vrste
Moskvi, Rusija interijeru za izradu cvjetnih
(Izvor: (Izvor: aranZmana
https://st3.depositphotos.com) http://3.imimg.com/) (Izvor: black-ires.com)

Osim estetske i ekoloSke, vazna je i ekonomska uloga ukrasnih biljnih vrsta.
Globalna komercijalna proizvodnja ukrasnog bilja je u konstantnom je porastu.
Najveci svjetski proizvodaci ukrasnih vrsta su: Nizozemska (33%), Japan (24%), SAD
(12%), ltalija (11%), Tajland (10%) i ostale zemlje (14%). Najveci svjetski izvoznici
ukrasnog bilja (Nizozemska, Kolumbija, Italija i Izrael) drze 80% svjetskog trzista, a
zemlje u razvoju drze 20% svjetskog trziSta (Rajagopalan, 2000; Schiva, 2000).
Visoka potraznja zahtijeva proizvodnju velikog broja ukrasnog bilja u kratkom
vremenu. Klasiche metode propagacije, samostalno, ne mogu zadovoljiti potrebe
trzista. Uvodenje kulture biljnog tkiva 80-tih godina proslog stolje¢a uvelike je
olakSalo i ubrzalo komercijalnu proizvodnju. Danas se u svijetu oko 160 rodova s

ukrasnom vrijednoS¢u propagira kulturom biljnog tkiva (Rout, 2006).


https://st3.depositphotos.com/
http://3.imimg.com/
https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwif6ZGXz-zcAhVBb5oKHRLYA_0QjB16BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.black-ires.com%2Fblush-pink-wedding-decorations%2Fblush-pink-wedding-decorations-new-50-elegant-wedding-flower-decoration-inspiration-wedding%2F&psig=AOvVaw3l9c5U7rjgnlF8EA5qErtG&ust=1534338663040206

Uz masovnu proizvodnju, trziSte trazi konstantno uvodenje novih kultivara.
Oplemenjivanje ukrasnih biljnih vrsta, uz dobivanje genotipova otpornih na biotske i
abiotske stresove, ima naglasak na dobivanje genotipova s novim svojstvima koja su
ekonomski superiornija od postojeéih. Ta svojstva uklju€uju morfoloSka svojstva
biljke: pigmentacija vegetativnih organa i cvjetova, razne varijacije u obliku listova i
latica, i produljenje zivotnog vijeka u vazama (Mujib i sur., 2013). Intenzivno klasi¢no
oplemenjivanje bilja s ciliem dobivanja novih svojstava ukrasnog bilja s viSom
ekonomskom vrijednosti od postojecih iscrpilo je genetsku varijabilnost u
oplemenjivackim populacijama (Deng, 2012). Schum (2003) navodi da su ukrasne
biljne vrste idealne za primjenu invazivnih mutacijskihn metoda za dobivanje novih
svojstava od ekonomskog interesa, kao Sto su zraCenje, primjena mutagenih

sredstava, genetsko inzinjerstvo, zbog lakog pracenja fenotipskih promjena.



Tablica 3. Somaklonovi ukrasnih biljnih vrsta kod koji su identificirana svojstva od ekonosmke vaznosti (Krishna i sur., 2016)

Ukrasna vrsta Svojstvo od interesa Literatura

Aglonema (Aglaonema Schott) Priznati kultivari: Henny i sur.(1992, 2003)
'‘Moonlight Bay' i 'Diamond Bay"'
Anturij (Anthurium sp. Schott ) Priznati kultivar: '‘Orange Hot' Henny i Chen (2011)

Begonija (Begonia x elatior L.) MorfoloSka svojstva, broj cvjetova po biljci, Jain (1997)

veli€ina cvijeta

Pjetlova kresta (Celosia argentea L.) Otpornost na nematode Opadobe i Adebooye (2005)
Krizantema (Dendranthema grandiflora  Varijabilnost lista, oblik cvijeta i veli€ina Ahloowalia (1992)
L.) latice

Krizantema izgleda kao tratinCica
Jevremovic i sur. (2012)

Varijabilnost u boji svijeta
Miler i Zalewska (2014)




Tablica 3. Somaklonovi ukrasnih biljnih vrsta kod koji su identificirana svojstva od ekonosmke vaznosti (Krishna i sur., 2016)

(Nastavak)

Ukrasna vrsta

Svojstvo od interesa

Literatura

Iglica (Geranium spp. L.)

Grebera (Grebera jamesonii Bolus)

Dnevni ljiljan (Haemerocallis spp. L.)

Ukrasni dumbir (Hedychium sp. L.)
Filodendron (Philodendron sp. Schott)

Singonij (Syngonium podophyllum
Schott)

Tulipan (Tulipa sp. L.)

Torenia (Torenia fournieri Lind.)

Vedi i atraktivniji cvijet

Mutant sa visokom koncentracijom

izomenthona
Novi kultivari

Patuljasti kratki cvjetovi, muski cvjetovi

sterilni
Patuljasti i iSarani kultivar
Kultivar '‘Baby Hope'

22 nova kultivara sa razli¢itim i stabilnim

lisnim svojstvima

Somaklon Bs6 sa crveno ljubi¢astim

duzim cvijetom i stabljikom

Varijabilnost u boji cvijeta

Skirvin i Janick (2013)

Gupta i sur. (2001)

Minerva i Kumar (2013)

Griesbach (1989)

Sakhanokho i sur. (2012)
Devanand i sur. (2004)

Henny i Chen (2011)

Podwyszynska i sur. (2010)

Nhut i sur. (2013)




Somaklonska varijabilnost, koja se spontano javlja u kulturi biljnog tkiva,
pokazala se kao potencijalno dobar i neinvazivan izvor genetske varijabilnosti kod
ukrasnih biljnih vrsta. Provedena su brojna istrazivanja na velikom broju biljnih vrsta
s ciliem identifikacije somaklonske varijabilnosti, njenog porijekla, mehanizma i
metode kojom se moze inducirati somaklonska varijabilnost (Mujib i sur., 2013).
Tablica 3. prikazuje neke somaklonove ukrasnih biljnih vrsta kod kojih su pronadena

nova svojstva ekonomski znacajnija od postojecih.

U nastavku je dat detaljan pregled ukrasnih biljnih vrsta na kojima su

provedene identifikacije somaklonske varijabilnosti.

2.2.1. Anthurium ssp. Schott

Porodica: KozlaCevke (Araceae)

Hrvatski naziv: Anturij, flamingo,

flamingov cvijet
Porijeklo: Sredi$nja i juzna Amerika

Rod Anthurium obuhvaéa oko
500 vrsta raznih morfoloskih
karakteristika  (Brickell, 2008) koje
predstavljaju simbol ljubavi [

prijateljstva. Anturij (slika 12) postaje

popularna ukrasna bilijka nakon drugog
svjetskog rata (Herwig, 1975) i uzgaja Slika 12. Anturij (Anthurium ssp. Schott)
se kao sobna biljka ili za izradu cvjetnih (1zvor: bakker.com)
aranZzmana. Kao sobna biljka, anturij zahtjeva zasjenu i veliku koli€inu vlage (Herwig,
1975). lako je zastitna boja ,cvijeta" ove biljke crvena, danas postoje brojni kultivari

sa Sirokim spektrom boja.

Vrijeme cvatnje: Dugi period cvatnje (Winatro i sur., 2010).


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiAlNrO4uzcAhVmG5oKHZScAsAQjB16BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.bakker.com%2Fen-gb%2Fp%2Fanthurium-pandola-M55413&psig=AOvVaw2XRmkROTPp6wlclqkIV-zy&ust=1534343817457758

Morfoloska svojstva:

Anturij je zimzelena, uspravna, penjajuca
ili razgranata trajnica koja se u florikulturi najvise
uzgaja zbog pricvjetnih listova raznih boja i,
ponekad, zbog listova (Brickell, 2008). Listovi
ove vrste su razli¢itih oblika, najceSce srcolikog
ili kopljastog oblika. Plojka je zelene boje i
premazana je vosStanom previakom (Brickell,
2008). Ono Sto se naizgled Cini kao cvijet je
zapravo pricvjetni list ili brakteja raznih boja koja
8titi biljku i privlaCi opraSivace. Kod anturija

takva brakteja se naziva spata (eng. spathe).

Pravi cvat anturija je klip (eng. spadix) sastavljen
vicvatanturija je Klip (eng. spadix) sastaviien g - 15 \orfoloski prikaz

od velikog broja spiralno posloZzenih cvjetiCa, a  anturija
(Izvor:

lod je dvosj boba (Siber, 2018 lik
plod je dvosjemena boba (Siber ) (Slika https://upload.wikimedia.org/)

13). Anturij je dvospolna i hermafrodinta vrsta

kod koje se najprije razvijaju zenski spolni organi, a mjesec dana kasnije, i muski
(Winatro i sur., 2010). Rezultat takvog razvoja spolnih organa kod anturija je visoka
stopa stranooplodnje (Collette, 2004).

Nacin razmnozavanja:

Anturij (Anthurium ssp. Schott) se u prirodi razmnozava sjemenom (Dufour i
Guerin, 2006), a u komercijalnoj proizvodnji vegetativnhom propagacijom iz vise
razloga. Sjeme anturija brzo gubi klijavost zbog ¢ega ga je nemogucée skladistiti
(Winatro i sur., 2010), a biljke razvijene iz sjemena nisu genetski uniformne zbog
visoke stope stranooplodnje (Dufour i Guerin, 2006). SljedeCi vazan nedostatak
uzgoja iz sjemena je dugotrajan rast i razvoj. Anturiju je potrebno oko 3 godine do
pune zrelosti (Winatro i sur., 2010). RjeSenje za navedene potedkoce znanstvenici su
pronasli u kulturi biljnog tkiva. Anturij se in vitro propagira direktnom ili indirektnom
organogenezom i embriogenezom koristecCi klice, lisne petelike, spatu ili klip kao
eksplantate (Joseph et al. 2003; Martin et al. 2003; Viegas et al. 2007).


https://upload.wikimedia.org/

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Winatro i sur. (2010) predlazu kulturu poluantera kao tehniku in vitro
propagacije anturijuma. Anturij u kulturi poluantera najprije razvije kaluse iz kojih se
razvijaju mladi izdanci. Kalus, kao neorganizirana nakupina stanica, utje€e na pojavu
somaklonske varijabilnosti kod regeneriranih biljaka. Na temelju tih spoznaja, Winatro
i sur. (2010) proveli su istrazivanje vezano za identifikaciju somaklonova anturija u
kulturi poluantera koriste¢i morfolo$ke i citoloSke metode identifikacije.

MorfoloSkom analizom, pomoc¢u kataloga UPOV TG/86 i kartica boja, utvrdena

je varijabilnost u boji i obliku spate i klipa (slika 14).

Slika 14. Varijabilnost u baji i veli€ini klipa i spate kod somaklonova anturija
(Izvor: Winatro i sur., 2010)

Identifikacija somaklonova anturija citoloSkom metodom brojanja kromosoma
na vrhu korijena i brojanja kloroplasta pokazuje varijabilnost u broju kloroplasta i
stupnju ploidije: haploid, aneuploid, diploid i triploid. Autori zakljuCuju da varijabilnost
na citoloSkoj razini utjeCe na ekspresiju morfolodkih svojstava dobivenih

somaklonova (Winatro i sur., 2010).

MorfoloSke promjene somaklonova anturija dobivenih regeneracijom iz kulture
poluantera, in vitro tehnike koja ima visoku stopu somaklonske varijabilnosti, mogu

se iskoristiti za dobivanje superiornih genotipova od ekonomske vaznosti.



2.2.2.Caladium ssp. Vent
Porodica: KozlaCevke, kozlaci (Araceae)
Hrvatski naziv: Kaladij, Sareni korijen, Isusovo srce

Porijeklo: Sredi$nja i Juzna Amerika

Slika 15. Kaladij (Caladium ssp. Vent)
(Izvor: https://www.longfield-gardens.com/_ccLib/image/plants/DETA5-1990.jpg)

Kaladij (slika 15) je ukrasna biljna vrsta koja se uzgaja kao sobna biljka ili u
vrtovima (Herwig, 1975). Boja, oblik, iSaranost listova kod kaladija predstavljaju
svojstva od interesa u komercijalnoj proizvodnji i u oplemenjivackim programima
(Cao i sur., 2016; Deng, 2012).

Vrijeme cvatnje:

Kaladij koji se uzgaja kao ukrasna biljka rijetko cvate. Za poticanje cvatnje ove
vrste potrebno je stvoriti suptropske i tropske uvjete (Grant, 2018).


https://www.longfield-gardens.com/_ccLib/image/plants/DETA5-1990.jpg

MorfolosSka svojstva:

Kaladij (Caladium ssp. Vent) je ukrasna
trajnica suptropskog i tropskog podrucja koja stvara
podzemne gomolje. Ova ukrasna vrsta niskoga
rasta ima razdijeljene listove, ravnog ili valovitog
ruba i kopljastog, srcolikog ili lancetastog oblika
(slika 16), sjajne lisne plojke raznih boja i Sara
(slika 15), i istaknutih zila (Cao i sur. (2016). Cvat
kaladija se razvija kada biljka dode do pune zrelosti
(Grant, 2018). Grada cvata kaladija je
karakteristiCna za porodicu kozlaca (Araceae). Cvat
je Klip (eng. spadix) sastavljen od velikog broja
spiralno poslozenih cvjetica ugodna mirisa (Grant,
2018) i obavijen je spatom (eng. spathe) (Siber,
2018). Za razliku od ostalih ukrasnih vrsta ove
porodice, spata kaladija nije obojena Zzarkim
bojama (Grant, 2018). Plod je sitna boba.

Nacin razmnozavanja:

Slika 16. MorfoloSki prikaz
kaladija
(Izvor: https://encrypted-

tbn0.gstatic.com/ )

Kaladij se razmnozava vegetativnim putem pomocu izdanaka koji rastu na

gomolju biljke ili, rjede, sjemenom (Grant, 2018). Kultura biljnog tkiva ove ukrasne

vrste koristi se s ciliem proizvodnje biljaka oslobodenih od patogena, propagacije

novih kultivara i za dobivanje sintetickog sjemena (Ahmed i sur., 2002). Kao i kod

drugih biljnih vrsta, uz kulturu biljnog tkiva javlja se i somaklonska varijabilnost.


https://encrypted-tbn0.gstatic.com/
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja

Cao i sur. (2016) provode istrazivanje sa ciliem utvrdivanja vrste i stope
somaklonske varijabilnosti, utjecaja vrste eksplantata i hormona auksina na pojavu
somaklonske varijabilnosti kod kaladija (Caladium ‘Red flash’). Identifikaciju
somaklonske varijabilnosti provode pomodu citoloskih, morfoloskih i molekularnih
metoda. Analizom je utvrdeno da vrsta eksplantata i auksini utjeCu na povecanje
stope somaklonske varijabilnosti kod kaladija. Najveci postotak somaklonova kaladija
(25%) dobiven je regeneracijom iz zrelih listova na mediju koji sadrzi hormon rasta
auksin 2,4-D. Dobiveni somaklonovi se razlikuju u obliku i veli€ini listova, obojenju
glavnih Zila lista i iSaranosti lisne plojke. Prema navedenim karakteristikama,

regenerirane bilike podijeljene su u 10 skupina (slika 17).

SVTS SVT6 SVT7 SVT8 SVT9 SVT10

0000

Slika 17. Listovi somaklonova kaladija (Caladium ‘Red flash) podjeljenih u 10
skupinama
(Izvor: Cao i sur., 2016)

Proto€nom citometrijom i brojanjem kromosoma utvrdena je varijabilnost u
koncentraciji nuklearne DNA i u broju kromosoma. Somaklonovi kaladija s 1.1 - 5.4%
manjim sadrzajem DNA imaju jedan kromosom manje, a somaklonovi sa 5.4 - 9.2%
manjim sadrzajem DNA imaju dva kromosoma manje. Jedan somaklon je imao 95%
vise nuklearne DNA. Rezultati citoloSke analize govore da na pojavu somaklonske

varijabilnosti kod kaladija utje€e promjena u broju kromosoma.



Molekularna analiza provedena je pomoéu SSR markera. SSR markerima
CaM1 i CaM103 utvrdena je varijabilnost na bendovima kod 9 uzoraka. UocCen je
gubitak alela kod 8 uzoraka i promjena veliine benda kod jednog uzorka (Cao i sur.,
2016).

Vecina dobivenih somaklonova imaju loSija svojstva od postojecih kultivara,
Sto predstavija limitiraju¢i faktor primjene somaklonske varijabilnosti u
oplemenjivaCkom programima. Neki somaklonovi kaladija (Caladium ‘Red flash)
imaju nova svojstva od interesa i mogu biti priznati kao novi kultivari. Na tim
somaklonovima je uoCena ruziCasta boja listova, ljubiCaste pjege i deblja lisna plojka
(Caoisur., 2016).

2.2.3. Chrysanthemum ssp. L.

Porodica: glavoCike (Asteraceae)
Hrvatski naziv: krizantema
Porijeklo: Kina

Krizantema (Chrysanthemum ssp.
L.) (slika 18) pripada skupini ekonomski

najznacajnijin  ukrasnih biljnih vrsta s

viSestrukom uporabnom vrijednosti, ali u
Hrvatskoj se uzgaja veéinom radi izrade _ _
Slika 18. Krizantema (Chrysanthemum
ssp. L.)

grobna mjesta. (Izvor: sieberz.cz)

cvjetnih aranzmana koji se postavljaju na

Krizantema se, uglavnom, tretira mutagenim sredstvima u svrhu dobivanja
novih kultivara. Takva mutagena sredstva su, €esto, Stetna za okoli$ i oplemenjivace,
te mogu izazvati nezeljene promjene koje umanjuju ekonomsku vrijednost biljke
(Miller i sur., 2014). 1z toga razloga, somaklonska varijabilnost predstavlja alternativni

nacin dobivanja novih kultivara.

Vrijeme cvatnje: Kraj listopada (Brickell, 2008).


https://www.sieberz.cz/termek/6-velkokvetych-chryzantem/

Morfoloska svojstva:

Krizanteme pripadaju rodu jednogodisnjih biljaka, trajnica i polugrmova koje se
uzgajaju radi njenih cvjetnih glavica raznih boja i oblika (slika 19) (Brickell, 2008).
Listovi su duboko reznjeviti ili urezani, perastog, jajolikog ili kopljastog oblika (Brickell,
2008). Cvat krizantema je tipi¢an za porodicu glavocika, a sastavljen je od jeziCastih
cvjetova s vanjske strane i cjevastih cvjetova unutar cvata (Brickell, 2008). Plod

krizanteme je roSka.

Slika 19. Varijabilnost boja i oblika cvata krizanteme
(Izvor: AliIExpress.com)

Naéin razmnozavanja:

Krizantema se u komercijalnoj proizvodnji razmnozava pomoc¢u zelenih
reznica ili direktnom sjetvom na stalno mjesto u proljece uz redovitu zastitu i prihranu

(Brickell, 2008). U novije vrijeme, krizanteme se propagiraju u kulturi biljnog tkiva.


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiO_YGr4OzcAhWEO5oKHeeYDyMQjB16BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.aliexpress.com%2Fitem%2F200pcs-Bonsai-seeds-seasonal-flowers-chrysanthemum-seeds-daisy-seed-quality-seed-Home-Garden%2F32346075345.html&psig=AOvVaw0JxXAWY6lm9GGN4slZ3Aew&ust=1534343181824869

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Miller i Zalewska (2014) provode istraZivanje s ciliem utvrdivanja metode
regeneracije s najvecom stopom somaklonske varijabilnosti. Miller i Zalewska (2014)
uzimaju 8 kultivara krizanteme i dijele ih u tri skupine: 2 skupine radio mutanata i
jedna skupina originalnih kultivara. Eksplantati su uzeti u obliku listova i internodija te
su mikropropagirani kao vegetacijski vrhovi. Regenerirane biljke se prebacuju u

staklenike gdje se provodi morfoloSka analiza.

MorfoloSkom analizom su pronadena tri varijanta regenerirana iz lista, na
kojima je uoCena varijabilnost u boji cvata u odnosu na druge bilike (slika 20).
Analizom pigmenta iz cvata tih somaklonova uoceno je prisustvo karotenoida koji

utjeCu na promjenu boje latica.

Slika 20. Somaklonovi krizanteme dobiveni regeneracijom iz lista
(Izvor: Miller i Zalewska, 2014)

Molekularnim markerom RAPD utvrdena je signifikantna razlika izmedu

dobivenih somaklonova i ostalih biljaka krizantema.

Prije pokretanja postupka =za priznavanje novih kultivara, dobivene
somaklonove krizanteme potrebno je podvrgnuti ispitivanjima za genetsku stabilnost
(Miller i Zalewska, 2014).



2.2.4. Passiflorassp. L.

Porodica: Trubanjovke
(Passifloraceae)

Hrvatski naziv: Pasiflora,
Gospodinova krunica, Kristov cvijet,

Kristova kruna

Porijeklo: Srednja i Juzna Amerika,

tropsko i subtropsko podrucje

Pasiflora (slika 21) je poznata

pod nazivom Isusova kruna zbog

oblika cvjetnog vjenci¢a i porijekla

latinskog naziva (Herwig, 1975). Ime  gjika 21. Kristova kruna (Passiflora ssp.
roda Passiflora potjeCe od lat. rije¢i L.)

passio §to znadi muka, a flos cvijet. (Izvor:https://cdn.shopify.com/)

Rod Passiflora obuhvac¢a oko 500 vrsta od kojih se veéina uzgaja kao ukrasno
biljle, radi jestivog ploda (Passiflora edulus simsii) ili radi ljekovitog djelovanja
(Passiflora incarnata) (Braglia i sur., 2010), a Passiflora cerula je otrovna zbog
cijanida. Ukrasna vrijednost ove vrste je u njenom cvijetu jedinstvenog izgleda koji
ukljuCuje Siroki spektar boja latica, vitica i slozene nektarne strukture (Ulmer i sur.,
2004)

Vrijeme cvatnje: Od travnja do rujna (Herwig, 1975).


https://cdn.shopify.com/

MorfolosSka svojstva:

Slika 22. Morfolo$ki prikaz pasiflore
(Izvor: https://www.delta-
intkey.com/angio/images/brns021.jpq)

Naéin razmnozavanja:

Kristova kruna je rod ukrasnih
zimzelenih i poluzimzelenih penjacica
drvenih stabljika koje mogu narasti do 8
m pridrzavaju¢i se pomocu vitica
(Brickell, 2008). Cvijet pasiflore je
sastavljen od 5 latica raznih boja (bijela,
ljubiCasta, modra, zelenkasto-bijela i dr.) i
niza resastih segmenata, bijele do
intenzivno ljubiCaste boje, koji tvore
.krunicu“ (Brickell, 2008). U sredini
cvijeta smjeSten je trodijelni tuCak s
nadraslom plodnicom [ 5
peludnica(Brickell, 2008). Slika 22
prikazuje gradu pasiflore.  Plodovi
pasiflore su mesnati, naranCaste boje,
jajasti do zaobljeni i jestivi, i dozrijevaju u
jesen (Herwig, 1975; Brickell, 2008).

Kristova kruna se razmnozava generativnho sjemenom ili vegetativho zrelim

reznicama u proljece ili ljeto (Brickell, 2008), ali i u kulturi biljnog tkiva. U Italiji se

Kristova kruna propagira za trZiste u kulturi biljnog tkiva kojom se osigurava

uniformnost genotipova (Braglia i sur., 2012).


https://www.delta-intkey.com/angio/images/brns021.jpg
https://www.delta-intkey.com/angio/images/brns021.jpg

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Braglia i sur. (2010) provode istrazivanje koje ukljuCuje mikropropagaciju
nekoliko vrsta roda Passiflora (P. hybrida, P. rifasciata, P. manta i P. foetida) (slika

23) s ciliem dobivanja somaklonova koji imaju neko novo svojstvo od ekonomske

vaznosti.

Slika 23. Vrste roda Passiflora koriStenih u istraZivanju: a) P. “Guglielmo Betto”; b) P.
“‘Manta”; c) P. rifasciata; d) P. foetida
(Izvor: Braglia i sur., 2010)

Regenerirane se biljke u vrijeme cvatnje analiziraju pomoc¢u morfoloSkih
markera. Kod Kristove krune regenerirane iz vitica nije identificirana somaklonska
varijabilnost §to dokazuje da se ta tehnika moze koristiti za propagaciju genetski

uniformnih biljaka.



Regeneracijom Kristove krune iz nezrelih cvjetova dobiveni su somaklonovi
koji se razlikuju od maticne biljke po veli€ini i obliku cvijeta i brakteja. Smanjenjem
veliCine brakteja povecana je vidljivost sazrijevanja plodova (slika 24) Sto, prema

Braglia i sur. (2010), moze predstavljati novo svojstvo Kristove krune.

Slika 24. Smanjenje veli€ine brakteja (a) i bolja vidljivost sazrijevanja ploda (b)

(Izvor: Braglia i sur., 2010)



2.2.5. Petunia x hybrida D. Don ex W. H. Baxter

Porodica: pomocnice (Solanaceae)
Hrvatski naziv: petunija, petonica

Porijeklo: Juzna Amerika

Slika 25. Petunija (Petunia x hybrida)

(Izvor: armstronggarden.com)

Ekonomska vrijednost petunije (Petunia hybrida D. Don ex W. H. Baxter)
(Slika 25) je Siroki spektar boja cvjetova dugog perioda cvatnje i u dekorativnosti
listova (Christopher, 1994). Petunija se uzgaja kao lon€anica na prozorima i

balkonima ili na cvjetnim gredicama.

Vrijeme cvatnje: Od travanja do listopada (Herwig, 1975).


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjm9La94ezcAhUIyqQKHYUzA70QjB16BAgBEAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.armstronggarden.com%2Fpetunia-ramblin-white.html&psig=AOvVaw2B_poltKppB-H4n_2xAuKs&ust=1534343592419059

MorfolosSka svojstva:

Rod obuhvaca

jednogodisnje i

Petunia
viSegodiSnje zeljaste
trajnice
(Brickell, 2008). Petunije (slika 26) su

razgranate grmolike vrste veli¢ine od 15

ljepih 1 Zivotopisnih cvjetova

do 30 cm i Sirine 30 cm. Listovi ove
ukrasne vrste su cjeloviti, jajolikog oblika
dugi 5 do 12 cm i umjereno do intenzivno
2008). Cuvijetovi

petunije su trubastog oblika, jednostruki

zelene boje (Brickell,

ili dvostruki, Sirokog spektra boja: od
bijelih, crvenih do plavih i ljubiastih
tonova. Neki kultivari imaju tamne Zilice,

srediSnje bijele zvijezde, grla istaknutih
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Slika 26. MorfoloSki prikaz petunije
(Izvor: https://encrypted-tbn0.gstatic.com/)

boja ili obojene rubove latica (Brickell, 2008).

Naéin razmnozavanja:

Petunija se uglavhom razmnoZava generativnho, sjemenom. Sjetva se odvija u

veljadi ili oZujku. Neke vrste petunije moguce je razmnozavati vegetativno, reznicama

u jesen (Brickell, 2008).


https://encrypted-tbn0.gstatic.com/

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Kao alternativni nacin dobivanja petunija
novih  odlika koristena je  somaklonska
varijabilnost (Abu-Qaoud i sur., 2010). S ciliem
dobivanja somaklonova, Abu-Qaoud i sur. (2010)
uzeli su listove petunije kao eksplantate i postavili
ih na medj s hormonom rasta BAP (6-
benzilaminopurin) koncentracije 2 mg/l.
Regenerirani izdanci su supkultivirani na medij s
hormonom IBA (indol-3-octena kiselina), potom su
stavljeni na medij za ukorjenjavanje i premjesteni
u staklenike.  MorfoloSkom identifikacijom
utvrdeno je da od 60 biljaka petunije, 11 biljaka
ima zaobljene listove, a kod 13 biljaka uo€ena je
varijabilnost u boji cvijeta (slika 27). Dvije biljke
imaju ljubiCastu boju cvjetova, 8 ima tamno

ruziCastu, a 3 cvijeta imaju svjetlo ljubi€astu boju.

Prema Abu-Qaoud i sur. (2010), dobiveni

Slika 27. MorfoloSke promjene
kod somaklonova petunije
(Izvor: https://encrypted-

tbn0.gstatic.com/)

rezultati mogu biti korisni u daljnjim istrazivanjima i u postupku utvrdivanja genetske

stabilnosti svojstva kod somaklonova petunije.


https://encrypted-tbn0.gstatic.com/
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/

2.2.6. Phalaenopsis ssp. Bulme
Porodica: Orhideja (Orchidaceae)

Hrvatski naziv: Noénoleptirna

orhideja

Porijeklo: Od umjerenih podrucja do
subtropske i tropske klime (Squire,
2008).

Porodica orhideja je jedna od

najbrojnijin biljnih porodica u svijetu
(Squire, 2008). Porodica obuhva¢a Slika 28. Noc¢noleptirna orhideja

(Phalaenopsis ssp. Bulme)

750 rodova, 17 500 vrsta i joS vise _
(Izvor: https://urbanjungledc.com/)

hibrida koji se uzgajaju radi bujnosti i
lakSe njege (Brickell, 2008). Osnovna podjela orhideja je na epifitske orhideje, koje
rastu na granama drvecCa, u procjepima, stijenama i rukavcima, i na teristiCke
orhideje, koje rastu u zemlji, ali imaju manje ugledne cvjetove od epifitskih (Brickell,
2008). Orhideje su veoma popularno ukrasno bilje koje ima veliko trZiste. Primjerice,
u SAD-u se industrija orhideja procijenjuje na 126 milijuna $ (Griesbach, 2002).
Phalaenospsis (slika 28), rod koji ima dugi period cvatnje, lako se uzgaja i ima
prihvatljivu cijenu, najviSe se proizvodi u SAD-u (50 - 90% od ukupne proizvodnje
orhideja) (Chang i Veilleux, 2009). lako je Phalaenopsis najznacajniji rod u
florikulturnoj industriji, ima najmanji broj razvijenih hibrida, Sto govori da se nije

iskoristio puni geneticki potencijal ovoga roda (Chang i Veilleux, 2009).

Vrijeme cvatnje: Tijekom Citave godine (Squire, 2008).


https://urbanjungledc.com/)

Morfologija:

Osnovna grada (slika 29) cvijeta
orhideja se ne razlikuje izmedu rodova
orhideja. Varira samo u veli€ini cvijeta i
bojom. Cvijet orhideja se sastoji od 3
latice i 3 lapa razliCitih boja. Lapovi su
kod vecine drugih biljnih vrsta zelene
boje i &vrsti, a kod orhideja su obojeni
Sto ¢ini cvijet puno vecim (Squire,
2008). Dvije gornje latice su jednake
veliine i oblika, a donja latica je u
obliku usne i sluzi kao ,sletna"
platforma za opraSivace. Donja latica,
bojom i mirisom, oponasSa kukca da ga
privu¢e (Squire, 2008). Cvjetovi roda
Phalaenopsis su zaobljeni i plosnati,
promjera 50 cm (Squire, 2008). Miris

cvjetova orhideja varira ovisno o vrsti

Oreliis. Dingram.

Slika 29. Morfolo$ki prikaz orhideje
(Izvor: https://www.delta-
intkey.com/angio/images/orchi769.qif)

oprasivaca: od slatkog do izrazito neugodnog mirisa (Squire, 2008).

Vecina ukrasnih orhideja su epifiti. Epifitske orhideje imaju uodljivije cvjetove

od teristi¢kihh zbog €ega se ¢eSée uzgajaju (Brickell, 2008). Biljni organi se razvijaju

iz pseudolukovice. Prihvatno korijenje je debelo i kroz njega crpi hranu (Squire,

2008), a pomodéu adventivnog korijenja prikuplja vlagu (Brickell, 2008). Vecina

teristickih orhideja imaju samo korijen ili gomolj preko kojega se hrane. Mali broj ima

pseudolukovice (Brickell, 2008).


https://www.delta-intkey.com/angio/images/orchi769.gif
https://www.delta-intkey.com/angio/images/orchi769.gif

Nacdin razmnozavanja:

Orhideje u prirodi proizvode malo sjemena koje ima veoma mali postotak
klijavosti zbog €ega se razmnozavaju vegetativnim putem, a u novije vrijeme, u
kulturi biljnog tkiva. Epifitske orhideje se razmnozavaju pomocu bezlisnih
pseudolukovica (Ada, x Aliceara, Anguloa, Coelogyne, Encyclia i dr.) (Brickell, 2008).
Orhideje koje nemaju pseudolukovice, mlade izdanke stvaraju u osnovi. Takve vrste
se razmnozavaju pomocu izdanaka u proliece (Disa, Paphiodedilum,
Pharagmipedium, i dr.) (Brickell, 2008). Rod Phalaenopsis se razmnozava stabljicnim
reznicama nakon zavrSetka cvatnje (Brickell, 2008). Teristicke orhideje se
razmnozavaju dijeljenjem gomolja u proljece ili jesen (Cypridedium, Serapias, Orchis,
i dr.) (Brickell, 2008).

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Phalaenopsis je rod ukrasnih vrsta koja pripada porodici orhideja. Ovaj rod
ima veliki ekonomski zna€aj zbog dugog perioda cvatnje i uocljivih cvjetova Sirokog
spektra boja. Komercijalna proizvodnja ovog roda orhideja ima pozitivan ucinak na
ekonomiju brojnih zemalja JI Azije (Hew, 1994; Laws, 1995). Mikropropagacija se
uvodi u proizvodnju orhideja radi masovne potraznje trzista (Lee i sur., 2015). Najvedi
nedostatak mikropropagacije je pojava somaklonske varijabilnosti koja iznosi 10%
kod vrsta roda Phalaenopsis (Tokuhara i Mii, 1998).

Lee i sur. (2015) provode istrazivanje sa ciljem identifikacije faktora koji utjecu
na pojavu somaklonske varijabilnosti i naruSavaju uniformnost genotipa. Biljni
materijal vrsta roda Phalaenopsis podijelien je u tri skupine: biljke normalnih
morfoloskih karakteristika (SD-N) i dvije skupine somaklonova (SD-V1 i SD-V2) na

kojima je provedena morfoloska, citoloSka i molekularna analiza.

MorfoloSkom analizom varijanata roda Phalaenopsis utvrdena je signifikantna
razlika izmedu sve tri skupine uzoraka (slika 30). Billke se medusobno razlikuju u

promjeru cvijeta i veli€ini biljnih organa. Somaklonovi su veci od normalnih biljaka.



(‘/@x ’E% ] \,‘f =\

SD-N SD-V1
Slika 30. Varijabilnost cvjetnih organa izmedu biljaka skupina SD-N, SD-V1 i SD-V2
(Izvor: https://media.springernature.com/)

CitoloSka analiza je provedena je proto¢nom citometrijom kojom je utvrdeno
da su epidermalne stanice somaklonova SD-V1 i SD-V2 signifikantno vece u
usporedbi s billkama skupine SD-N. Promjena u veli€ini stanica vidljiva je i u
morfoloskim svojstvima. Dakle, citoloSka analiza potvrduje da je varijabilnost u
morfoloSkim svojstvima somaklonova roda Phalaenopsis rezultat promjene veli€ine

stanica. Obje skupine biljaka imaju identi¢an stupanj ploidije.

Lee i sur. (2015) proucavaju ekspresiju gena HPY2 i MADS4 koristenjem Real
time PCR-a. HPY2 gen je povezan s endoreplikacijom i mitozom (Cookson i sur.,
2006), a gen ADS4 je povezan s razvojem latica ABC modela cvijeta (Lee i sur.,
2015). Analiza pokazuje da je ekspresija gena HPY2 najviSa u cvjetovima skupine
SD-V1, a kod listova nije bilo signifikantne razlike u ekspresiji istoimenog gena
izmedu skupina. Ekspresija gena MADS4 utjeCe na modifikaciju morfoloskih

karakteristika cvjetova somaklonova vrste roda Phalaenopsis.

Rezultatima ovoga istrazivanja, autori daju pregled osnovnih podataka vaznih
u postupcima mikropropagacije biljaka kultivara Phalaenopsis ‘Spring Dancer’ i

oCuvanju genetske uniformnosti mikropropagiranih biljaka (Lee i sur., 2015).


https://media.springernature.com/

2.2.7. Rhododendron simsii Planch.

Porodica: Vrjesolike (Ericaceae)
Hrvatski naziv: azaleja, indijska azaleja, sobni rododendron

Porijeklo: Isto¢na Azija

Slika 31. Azaleja (Rhododendron simsii Planch.)
(Izvor: http://plantsrescue.com/wp-content/uploads/2013/10/Rhododendron-

simsii.jpq)

Rod Rhododendron obuhvaéa veliki broj poluzimzelenih i zimzelenih grmova
raznih veli¢ina: od patuljastog do grma visine drveta (Herwig, 1975). Sve vrste ovoga
roda su otrovne i djeluju paraliticki na Zziv€ani sustav (Forenbacher, 1998).
Rhododendron simsii (slika 31) je vrsta patuljastog rasta koja se uzgaja kao
loncanica zbog svojih lijepih cvjetova.

Vrijeme cvatnje: Krajem prolje¢a (Herwig, 1975).


http://plantsrescue.com/wp-content/uploads/2013/10/Rhododendron-simsii.jpg
http://plantsrescue.com/wp-content/uploads/2013/10/Rhododendron-simsii.jpg

Morfologija:

Stabljika je drvenasta i razgranata, a
listovi ove vrste azaleje (Rhododendron simsii
Planch.) su ovalnog, izduZzeno ovalnog ili
elipticnog oblika, veliCine nekoliko centimetara
(Brickell, 2008).

Bujni cvjetovi su skupljeni u cvatove, od
bijele, zute do ljubiCaste i crvene boje. Cvijet
moZe biti jednostruki, dvostruki ili viSestruki
(Brickell, 2008). Rub Ilatica je valovit. Slika 32
prikazuje morfoloSka svojstva ove biljne vrste.
Rhododendron simsii ponekad razvija poseban
tip pupoljaka koji se nazivaju mutirani cvjetni

pupovi (eng. bud sport). Mutirani cvjetni pup je

Slika 32. Morfolo$ki prikaz azaleje
(Izvor: https://www.delta-

intkey.com/angio/)

dio biljke iz kojega se razvijaju biljni organi varijabilnih morfolo$kih svojstava, kao sto

je varijabilnost u boji i obliku cvijeta. Posljedica toga fenomena je promjena

ekspresije gena u somatskim stanicama (de Shepper i sur., 2003).

Naéin razmnozavanja:

Indijska azaleja se razmnozava pomocu korijenovih reznica u jesen ili u ranu

zimu. Reznice se najprije moc¢e u vodi, a zatim presaduju u tlo (Brickell, 2008).


https://www.delta-intkey.com/angio/
https://www.delta-intkey.com/angio/

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Azaleja (Rhododendron simsii Planch.) pripada rodu Rhododendron unutar
kojega nema interspecies krizanja Sto uvelike smanjuje genetsku varijabilnost i
oteZava oplemenijivanje te vrste. De Shepper (2001) navodi da je mutirani cvjetni pup
fenomen Kkoji predstavlja izvor genetske varijabilnosti kod azaleje i da je viSe od
polovice kultivara ove vrste dobiveno od mutiranih cvjetnih pupova. Ovisno o
obojenosti latica, mutirani cvjetni pupovi se javljaju u nekoliko oblika (slika 33):
normalna boja latica, iSarane (eng. flecked), picotee latice, kombinacija picotee i
iSaranih latica i djelomi¢no picotee latice (De Shepper, 2001; De Shepper i sur.,
2001a).

Slika 33. Somaklonovi azaleje (Rhododendron simsii Planch.)
(Izvor: De Shepper i sur., 2003)

Mutacija cvjetnih pupova je Cesta pojava kod indijske azaleje koja se
intenzivno razmnozava ili supkultivira u ve¢em broju ciklusa. Iz tog razloga ta se
pojava smatra somaklonskom varijabilnosti (De Shepper i sur., 2003). Identifikacija
mehanizma, porijekla i nacCina nasljedivanja ovoga svojstva vazna je u
oplemenijivackim programima. De Shepper i sur., 2003. navode da su uzroci mutacije
cvjetnih pupova indijske azaleje viSestruki i u medusobnoj interakciji te ih se veéina
nasljeduje isklju€ivo vegetativnim putem. Iznimka su pupovi koji ovise o prisutnosti ili

odsutnosti antocijana. Takvi mutirani cvjetni pupovi imaju iSarane ili bijele latice.



Pojava nenasljednog svojstva boje mutiranih cvjetnih pupova je rezultat

varijabilnosti u ekspresiji gena (epigenetske promjene) i genetskih promjena.

De Shepper i sur. (2001c) analiziraju list Picotee mutiranih cvjetnih pupova
skupine ,Hellmut Vogel” koristeCi proto¢nu citometriju. Utvrdeno je da je ,Hellmut
Vogel” diploidni organizam $to ne objasnjava razliCitu obojenost latica (De Shepper i
sur., 2001c). U sljede¢em koraku autori zasebno analiziraju rub i unutrasnjost latice.
Rezultati pokazuju da je rub latice tetraploid, a ostatak latice je diploid, Sto znaci da
se radi o kimeri. Ovi podaci se odnose samo na latice Sire od 7mm (De Shepper i
sur., 2003).

De Schepper (2001) je proveo istraZivanje s ciliem identifikacije utjecaja DNA
metilacije na pojavu razliCitih mutiranih cvjetnih pupova indijske azaleje ,Hellmut
Vogel”’. Analizom lista regenerirane biljke utvrdena je prisutnost hipometilacije (kod 4
od 18 biljaka) i hipermetilacije. Dakle, metodom Sssl-MAA dokazuje se da je mutirani
cvjetni pup ,Hellmut Vogel” azaleje polimorfan u metiliraju¢em obliku Sto je posljedica
mejotiCke nestabilnosti pupova (De Schepper, 2001). Za utvrdivanje povezanosti
fenotipova mutiranih cvjetnih pupova i DNA metilacije potrebno je provesti analizu
specificnog mjesta DNA metilacije na odredenoj sekvenci (npr. gen za flavonoide)
(De Shepper i sur., 2003).

Tipove mutiranih cvjetnih pupova indijske azaleje nemoguce je tocno
klasificirati zbog viSestrukih uzroka mutacija. Stoga su, De Schepper i sur. (2003)
napravili popis epigenetskih i genetskih promjena koje utje€u na pojavu mutacije
cvjetnih pupova koji imaju vaznu ulogu u opisivanju interakcije epigenetskih i

genetskih promjena.



2.2.8. Saintpauliaionatha H.WendI

Porodica: Gesnerijevke

(Gesneriaceae)

Hrvatski naziv: Africka ljubica,

afriCka ljubi€ica, usambara ljubica

Porijeklo:  Sumovita  dijelovi u
planinama Usambara, Isto¢na Afrika
(Herwig, 1975).

Africka ljubiCica (Saintpaulia
ionantha H.Wendl) (slika 34) je
ukrasna biljna vrsta Sirokog raspona
boja latica i oblika za koju je
karakteristicna cvatnja tijekom cijele

godine. Ova ukrasna vrsta voli vlazna

Slika 34. AfriCka ljubiCica (Saintpaulia
ionantha H.Wendl)
(Izvor: https://d6p0gevo8s9Im.cloudfront.net/)

i svjetla mjesta zbog Cega se uzgaja na cvjetnim gredicama i kao lon¢anica (Herwig,

1975). Rod Saintpaulia dobio je naziv prema njemackom znanstveniku W. Saint

Paulu koji ga je otkrio i introducirao u Europu. Ovaj rod ima oko 2000 kultivara koji su

dobiveni klasi¢nim krizanjima ili primjenom mutagenih sredstava (Brickell, 2008).

Vrijeme cvatnje: Tijekom cijele godine (Herwig, 1975; Brickell, 2008).


https://d6p0gevo8s9lm.cloudfront.net/

Morfoloska svojstva:

Africka  ljubiCica  (Saintpaulia
ionatha H.Wendl) (slika 35) je niska
zeljasta trajnica koja raste u obliku
rozete (Herwig, 1975; Brickell, 2008).
Kultivari ove vrste podijeljeni su u pet
skupina ovisno o veli€ini lisne rozete:
mikro-minijaturni (< 8 cm), minijaturni (8
— 16 cm), poluminijaturni (16 — 21 cm),
standardni (21 — 40 cm) i veliki (> 40 cm)
(Brickell, 2008). Listovi africke ljubice su
jajolikog ili ovalnog oblika, mesnati i
tamnozelene boje, a mogu biti i
proSarani ili zamrljani bijeloruzicastom ili
zutobijelom bojom (Herwig, 1975). Plojka
lista je prekrivena vertikalnim dlacicama .
Vrsta S. confusae ima duguljaste listove
prekrivene viseéim dlagdicama ,
neujednacene duljine (Herwig, 1975). U
pazuscima listova razvijaju se grozdasti

cvatovi sastavljeni od jednostrukih ili
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Slika 35. Morfoloski prikaz africke ljubicice
(Izvor:http://www.genera-gesneriaceae.at/)

dvostrukih cvjetova, namreskanog ili valovitog ruba i Sirokog spektra boja (Brickell,

2008). Plod kod vrste S. confusae je duguljast, a kod vrste S. ionantha je kuglastog

oblika. Boja ploda je zZuta ili naran¢asta (Brickell, 2008).


http://www.genera-gesneriaceae.at/)

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja

Za utvrdivanje uCestalosti mutiranih stanica africke ljubiCice (Saintpaulia sp.)
regenerirane tehnikom kulture biljnog tkiva, Sato i sur. (2011) koriste Real time PCR.
Transpozon VGs1:hAT ima vaznu ulogu u ekspresiji boja latica afriCke ljubicice i
izaziva pojavu plavih i ruziCastih stanica (Sato i sur., 2011). Na temelju tih podataka,
real time PCR se koristi u svrhu otkrivanja plavih stanica i u svrhu utvrdivanja
uCestalosti mutiranih stanica. In vitro regeneracijom afriCke ljubiCice, dobiveni su
genetski uniformne biljke, somaklonovi plavih latica i somaklonovi promijenjene

iSaranosti latica (Slika 36).

Slika 36. Varijabilnost u boji latica nakon in vitro regeneracije afriCke ljubiCice

(Izvor: https://www.frontiersin.org/)

Za analizu su uzimani samo somaklonovi plavih latica. UcCestalost tih
somaklonova iznosila je 40%. Real time PCR-om utvrdeno je da je uCestalost plavih
stanica bila 2.4 - 4.6% manja prije in vitro regeneracije. Sato i sur. (2011) zaklju€uju

da plave stanice izazivaju pojavu somaklonske varijabilnosti kod africke ljubicice.


https://www.frontiersin.org/

2.2.9. Syngonium podophyllum Schott
Porodica: KozlaCevke (Araceae)
Hrvatski naziv: singonij, africki kozlac

Porijeklo: Sredi$nja i Juzna Amerika
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Slika 37. Singonij (Syngonium podophyllum Schott)
(Izvor: https://farm3.staticflickr.com/)

Singonij (Syngonium podophyllum Schott) (slika 37) obuhvaéa 33 epifitske i

semiepifitske, puzajuée ili penjajuce vrste koje obitavaju na humidnim podrucjima

Centralne i Juzne Amerike (Croat, 1982). Singonij je otrovna vrsta koja, u svim svojim

organima, sadzi oksalnu kiselinu nadrazuju¢eg djelovanja.


https://farm3.staticflickr.com/

MorfoloSka svojstva:

Singonij je zimzelena penjacica ili
puzaCica duge stabljike. Na dugim
peteljkama su smjeSteni naizmjenicni
listovi duge lisne plojke. Mladi listovi
afriCkog kozlaca su jednostavne grade i
uSilienog vrha (Chen i sur., 2005). Lisna
plojka mladih listova je Sarolika, u ¢emu
se nalazi ukrasna vrijednost singonija
Chen, 2003).

singonija su sastavljeni

(Henry i Zreli  listovi
od eliptinih
listica i jednolike su boje (Chen i sur.,
2005).
porodicu kozlaca, a plod je boba (Siber,
2018). Slika 38. prikazuje morfoloSku

gradu africkog kozlaca.

Cvjetovi su tipi€ne grade za

Naéin razmnozavanja:

Slika 38. Morfolo$ki prikaz singonija
(Syngonium podophyllum Schott)
(Izvor:sv.wikipedia.org)

Africki kozlac ili singonij se razmnozava vegetativho, pomocu lisnih reznica.

Kako lisne reznice prenose razne bolesti, od 1980. godine, singonij se razmnoZava u

kulturi biljnog tkiva koja je pridonijela pojavi somaklonske varijabilnosti (Chen i sur.,

2005).


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjznJ-l0-7cAhXPCOwKHUWoAywQjB16BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2Fsv.wikipedia.org%2Fwiki%2FNephthytis_poissonii&psig=AOvVaw0j18cSgnaKxnQFKUmt2Gfc&ust=1534408509656171

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Pojava somaklonske varijabilnosti u kulturi biljnog tkiva singonija rezultirala je
u identifikaciji 19 somaklonova koji su, naknadno, priznati kao kultivari (Chen i sur.,
2005). Chen i sur. (2005) su na 19 kultivara singonija utvrdili da postoji signifikantna
razlika izmedu njih i srodnih kultivara koriste¢i AFLP markere i 12 setova pocetnica.

AFLP analizom utvrdili su razliku izmedu 7 od 15 kultivara iz ,White Butterfly"
skupine i 3 od 6 unutar ,Regina Red Allusion" skupine. Pomoc¢u Jaccardovog
koeficijenta, prikazan je koeficijent slicnosti unutar analiziranih skupina biljaka (tablica
4).

Tablica 4. Jaccardov koeficijent slicnosti izmedu grupa ,White Butterfly", ,Regina Red
Allusion”, drugih vrsta singonija (Syngonium) i kontrolne grupe kozlaca (Chen i sur.,
2005)

,»White »Regina Red Syngonium Kontrolna
Butterfly" Allusion™ grupa
»White
0.98 - - -
Butterfly"
»Regina Red
_ 0.72 0.99 - -
Allusion"
Syngonium 0.28 0.27 0.21 -
Kontrolna
0.03 0.04 0.03 0.08
grupa

Prema dobivenom koeficijentu sli¢nosti, Chan i sur. (2005) zaklju€uju da je
potrebno povecati genetsku raznolikost unutar grupe radi sprje€avanja Sirenja bolesti

i Stetnika.



2.2.10. Torenia fournieri Lind.
Porodica: Ljuborovke (Linderniaceae)
Hrvatski naziv: Torenija

Porijeklo: Azija

Slika 39. Torenija (Torenia fournieri Lind.)
(Izvor: knowledgebase.lookseek.com)

Torenija (Torenia fournieri Lind.) (slika 39) je jedna od najpoznatijih
komercijalnih ukrasnih vrsta koja se uzgaja kao lo€anica ili na cvjetnim gredicama.

Njena ekonomska vrijednost je u cvjetovima raznih tonova boja (Nhut i sur., 2010)

Vrijeme cvatnje: Od srpnja do rujna (Herwig, 1975).


https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjA0Lff0-7cAhVRyqQKHQ2CB9cQjB16BAgBEAQ&url=http%3A%2F%2Fknowledgebase.lookseek.com%2FTorenia-Torenia-fournieri.html&psig=AOvVaw3V_zJOxjIE_62VSLbI72Xt&ust=1534408600223114

TORENIA mirsuT

MorfolosSka svojstva:

Torenija (Torenia fournieri Lind.) je
jednogodisnja zeljasta biljna vrsta uspravne i
razgranate stabljike, visine do 30 cm (Brickell,
2008). Mali nasuprotni listovi, jajolikog oblika,
nazubljena ruba i zelene boje, nalaze se na
kratkim petellikama (Herwig, 1975). Cvat
torenije je grozd smjeSten na vrhu stabljike.
Cvjetni vijenac se sastoji od 3 donje latice,
iSarane ljubiCastim mrljama, 2 gornje latice i

iSaranog Zzdrijela (Herwig, 1975). Cvjetovi

mogu biti raznih tonova bijele, zute, ljubiCaste i

plave boje (Nhut i sur., 2013) (slika 40). _ o
Slika 40. Morfolo$ki prikaz

torenije

Nacin razmnozavanja: (Izvor: https://www.delta-

Torenija se razmnozava sjemenom u oZuljku Intkey.com)
(Herwig, 1975).

Somaklonska varijabilnost — rezultati istrazivanja:

Potraznja trziSta za novim kultivarima inovativnih morfoloskih svojstva
konstantno raste, stoga je potrebno dizajnirati metodu za njihovo dobivanje. Nhut i
sur. (2013) predlazu somaklonsku varijabilnost kao izvor varijabilnosti u boji cvijeta
torenije i objavljuju protokol za induciranje somaklonske varijabilnosti za promjenu
boje cvijeta. Kao izvor eksplantata koriStena je torenija modroljubiCastih cvjetova koji
su postavljeni na 3 razli¢ita hranidbena medija: M1 s polovicnom koncentracijom
organskih aditiva, mikro i makro elemenata i punom koncentracijom Fe; M2 s
koncentracijom mikro i makro elemenata i punom koncentracijom organskih aditiva i
Fe te M3 s polovicnom koncentracijom Fe, mikro i makro elemenata i punom
koncentracijom organskih aditiva. Puna koncentracija mikro i makro elemenata

inhibira in vitro cvatnju zbog ¢ega se koristi polovicha koncentracija.


https://www.delta-intkey.com/
https://www.delta-intkey.com/

Nakon 8 — 10 tjedana u kulturi biljnog tkiva (slika 41), kada su biljke procvale,
promatrana su njihova morfoloska svojstva i uzeti uzorci za proto¢nu citometriju.
Proto¢nom citometrijom se utvrduje stupanj ploidije kod dobivenih somaklonova. Na
M3 mediju se uspjeSno razvijaju somaklonovi bijelih i ljubiCastih linija. ProtoCnom
citometrijom je utvrdeno da nema signifikantne razlike u ploidiji izmedu

modroljubi€astih i bijelih linija. Nove linije torenije su genetski stabilne Sto dokazuje

da se ovaj protokol moze upotrijebiti u dobivanju novih kultivara torenije (Nhut i sur.
2013).

Slika 41. Varijabilnost u boji cvijeta somaklonova torenije: a), b), ), g), h) na M3
mediju, b) i ¢) na MS i M1, d) na M2 mediju
(Izvor: https://www.researchgate.net/)



https://www.researchgate.net/

3. Zakljuéak

Ukrasno bilje je jedna od najznacajnijih skupina biljnih vrsta zbog svoje izrazite
ekonomske i estetske vrijednosti. Napredak na podrucju biotehnologije donio je
mogucnost proizvodnje velikog broja uniformnih biljaka u relativno kratkom
vremenskom razdoblju pomocu kulture biljnog tkiva. Medutim, kultura biljnog tkiva je
stresna metoda propagacije za bilku Sto izaziva pojavu varijabilnosti kod

regeneriranih biljaka. Takva varijabilnost se naziva somaklonska varijabilnost.

Somaklonska varijabilnost moZe biti spontana ili inducirana, nasljedna
(genetska) ili nenasljedna (epigenetska), poZeljna ili nepozZeljna pojava i porebno ju
je identificirati. Za identifikaciju somaklonske varijabilnosti koriste se brojne metode:
morfoloSke, biokemijske, citoloSke i molekularne metode. Ovaj fenomen je
nepozeljan u slucaju kada je cilj dobivanja genetski uniformnih regeneranata i moze
izazvati velike gubitke u komercijalnoj proizvodnji. Ukoliko se somaklonska
varijabilnost pojavi u obliku svojstva od interesa, moze posluziti kao alternativni alat u

oplemenjivaCkim programima i za proSirenje genetske varijabilnosti.

Metodama identifikacije somaklonske varijabilnosti kod in vitro regeneriranih
ukrasnih vrsta pronadena su brojna svojstva koja mogu biti od ekonomske vaznosti u
komercijalnoj proizvodniji: varijabilnost u boji pricvjetnog lista i spate kod anturija
(Anthurium ssp. Schott), ruZiCasti list, ljubiCaste pjege i deblja lisna plojka kod
kaladija (Caladium ssp. Vent), povecana vidljivost ploda kod Kristove krune
(Passiflora ssp. L.), povecanje cvjetnih organa kod orhideje roda Phalaenopsis,
promjena boje cvjetova kod krizanteme (Chrysanthemum ssp. L.) te promjena boje i
oblika listova singonija (Syngonium podophyllum Schott). Prije pokretanja postupaka
za priznavanje novih kultivara navedenih biljnih vrsta, potrebno je utvrditi genetsku
stabilnost dobivenih svojstava. Kod nekih ukrasnih vrsta, kao Sto su indijska azaleja
(Rhododendron simsii Planch.), torenija (Torenia fournieri Lind.) i africka ljubicica
(Saintpaulia ionantha H.Wendl), nisu pronadena nova svojstva od interesa, ali je
napravljen pregled mehanizama somaklonske varijabilnosti i predloZzene su metode

za induciranje varijabilnosti kod in vitro regeneriranih biljaka.



U danasnje vrijeme je priznat veliki broj somaklonova ukrasnog bilja kao
kultivari koji su uvedeni u komercijalnu proizvodnju, ali potraznja za novim kultivarima
neprestano raste. U ovom radu dan je pregled dosadasnjih istraZivanja vezanih za
utvrdivanje somaklonske varijabilnosti koji mogu posluZziti za dobivanje novih kultivara

ukrasnog bilja.
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