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1.1. ARONIJA − IDEALNA BILJKA

Do nedavno prilično nepoznata biljka, aronija je danas prozvana voćem budućnosti.

Većina napisa o ovoj biljci navodi kako je ona idealno rješenje za vrt, voćnjak ili plantažni

uzgoj jer je nezahtjevna, uspijeva na svim vrstama tala, a još je k tome dekorativna i daje vrlo

hranjive plodove.

Crnoplodna aronija predstavlja relativno novu voćnu vrstu koja se u Sjevernoj

Americi počela uzgajati tek prije pedesetak godina. U početku se uzgajala isključivo kao

ukrasna biljka, no nakon boljeg upoznavanja ljekovitih vrijednosti njezinih tamnih plodova

uzgoj je postao intenzivniji.

Aroniju (Aronia melanocarpa) uvrštavamo u skupinu bobičastog (jagodičastog)

voća. Njezina domovina je Sjeverna Amerika, gdje su je dobro poznavali tamošnji Indijanci.

Zanimljivo je da su već oni koristili njezine plodove i bili svjesni njezine ljekovitosti i

hranjivosti. Tamne plodove su sušili i zimi radili pogače koje su bile dobar izvor hranjivih

tvari i energije. Također su kuhali čaj iz njene kore i lišća, te njime vidali rane ili ga pak pili

za ublažavanje probavnih smetnji.

Ne zna se točno kada je crnoplodna aronija dospijela u Europu,  ali budući da je

prilično prilagodljiva, danas se može naći od krajnjeg sjevera do Mediterana. Prve plantaže u

Europi podižu se u Ukrajni, Češkoj, Njemačkoj i Skandinaviji.

Crnoplodna aronija je biljka iz porodice ruža koja izraste u drvenasti grm (slika 1 A),

a pravilnom i pravodobnom rezidbom može se oblikovati i u manje drvo (slika 1 B).

Listopadni grm u prosjeku naraste do visine od 1,5 do 2 metra, no neki primjerci narastu i do

visine od tri metra (www.greengarden.com; www.aronija.com).

Slika 1. Aronija kao grm (A) i kao niže stablo (B).

A B
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Aronija ima jajolike tamnozelene kožaste listove koji u jesen poprimaju žarko crvenu

boju (slika 2 A). Ipak, na ovoj biljci, najupečatljiviji su nježno ružičasti cvjetići čija raskoš

dolazi do izražaja tijekom mjeseca svibnja, kad aronija i cvate (slika  2 B). Cvjetovi tvore

cvatove u obješenim grozdovima i traju prilično kratko, svega pet do šest dana. Plodovi

također prilično brzo dozriju, za devedesetak dana. Koncem kolovoza su crvene boje, a u

rujnu već imaju karakterističnu tamnoljubičastu (crnu) boju. Plodovi su u grozdovima od

deset bobica koje su iznutra žarko crvene boje. Aronija je samooplodna biljka i odlikuje se

stabilnim i redovitim prinosima.

Slika 2. Grančica aronije u jesen s karakterističnim tamnim plodovima i žarko
crvenim listovima (A); prekrasni cvjetovi koji se otvaraju u svibnju, također se
vide proljetni, tamnozeleni listovi (B).

Upotreba plodova ove vrste je višestruka (tablica 1). Plodovi vrste Aronia

melanocarpa prava su vitaminska bomba, a osim vitamina sadrže i brojne druge, za ljude,

važne tvari. Kad se spominje ova voćka najčešće se piše o bogatoj vrijednosti vitamina,

minerala, aromatičnih i biološki aktivnih tvari koje posjeduje. U plodu aronije su osim

brojnih vitamina (A, C, P, iz skupine B: B9, B6, B2, te vitamin E i betakaroteni) prisutni i

kalij, kalcij, željezo, mangan, molibden, jod i fosfor. Sok, odnosno čaj pripravljen iz aronije

preporuča se svima koji imaju poteškoće s krvožilnim sustavom i krvnim tlakom. Posebno se

preporuča kod upale bubrega, čira na želucu, šećerne bolesti, migrene, unutarnjih krvarenja i

slabokrvnosti. Tvari sadržane u plodu aronije odstranjuju teške metale iz tijela, te se zato

preporučaju oboljelima od raka i ljudima koji su bili podvrgnuti težoj operaciji ili su preboljeli

neku bolest. Zreli plodovi aronije sadrže također veliku količinu biofenola, tanina, flavonoida

i antocijana. Od antocijana potječe tamna boja zrelih plodova. Neki antocijani čak sadrže tvari

koje, kao i flavonoidi, štite stanice tijela od oštećenja i kancerogene degeneracije. Zreli

plodovi aronije sadrže i različite biofenole koji dezinficiraju, pospješuju zacjeljivanje rana,

A B
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odstranjuju otrovne tvari iz tijela, smanjuju upale i previsok krvni tlak, poboljšavaju

elastičnost krvnih žila te sprečavaju njihovo začepljenje. Zreli plodovi sadrže i veliku količinu

karotena, koji štiti stanice od oštećenja, oči od nastanka sive mrene, a kožu od opasnih

opekotina sunca.

Zanimljivo je da su plodovi aronije masovno korišteni nakon katastrofe u Černobilu.

Naime, brojni vojnici su tada morali lopatama ručno skupljati, zatrpavati i sanirati oslobođeni

radioaktivni otpad pri čemu su bili izloženi velikoj radijaciji. Kako bi ublažili zdravstvene

tegobe ozračenih osoba, liječnici su koristili plodove aronije. Ruskim liječnicima aronija je

bila dobro poznata već sredinom tih 80-tih godina, a u gradu Bijsku je 1966. godine

izgrađena tvornica u kojoj su se iz plodova aronije proizvodile vitaminske tablete

(www.vinogradarstvo.com).

Na kraju ovog kratkog pregleda, valja spomenuti da osim crnoplodne postoji  još i

crvenoplodna aronija (A. arbutifolia L.). Neki znanstvenici ove dvije vrste tretiraju

jedinstveno i smatraju da se ne mogu razlikovati od hibrida (A. prunifolia Marshall) nastalog

međusobnim križanjem (www.borovnicaunas.hr).

Tablica 1. Plodovi aronije iznimno su ljekoviti, te se mogu višestruko primjeniti u prevenciji i liječenju raznih
bolesti.

DIO TIJELA DJELOVANJE

GLAVA poboljšava cirkulaciju krvi, te pomaže kod glavobolje i
migrene

JETRA, GUŠTERAČA, ŠTITNJAČA
pospješuje rad te poboljšava i regulira izlučivanje
hormona endokrinih žlijezda,  pomaže kod bolesti

štitnjače i gušavosti

KRV I KRVNE ŽILE
čisti krv, pospješuje cirkulaciju, smanjuje krvni tlak i

razinu šećera u krvi, te pomaže kod ateroskleroze,
upale vena i proširenih vena

ŽELUDAC
smiruje grčeve i bolove u želucu kao i upalu sluznice

želuca, te pomaže kod čira na želucu i želučane
nervoze

CRIJEVA ublažavajuće djeluje na grčeve i bolove u crijevima te
smiruje upalu sluznice crijeva i zaustavlja proljeve

JETRA I ŽUČ

pospješuje bolji rad jetre i izlučivanje žuči, pomaže
jetri neutralizirati štetne tvari, te pomaže kod bolesne i
oštećene jetre, upale žučnog mjehura i žučnih kanala,

žutice, žučnog  pijeska i žučnog kamenca
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1.2. RAZMNOŽAVANJE BILJAKA U UVJETIMA in vitro

1.2.1. STERILIZACIJA BILJNOG MATERIJALA

Prije uvođenja bilo koje biljne vrste u kulturu in vitro nužno je provesti temeljnu i

pravilnu sterilizaciju (Jelaska, 1994). Mikroorganizmi koji najčešće onečišćuju biljna tkiva

jesu bakterije i virusi, no to mogu biti također i gljivice, crvići, resokrilci, te razni drugi sitni

organizmi. Biljni materijal koji se koristi za uvođenje u kulturu in vitro može rasti u

kontroliranim uvjetima, npr. u staklenicima, ili to mogu biti biljke koje rastu na otvorenom. U

ovom potonjem slučaju puno je teže osloboditi biljni materijal od mnogih infekcija, pa se

stoga biljke ponekad prvo prenose u kontrolirane uvjete (staklenik) i tretiraju  pesticidima i

fungicidima. U istraživačkom radu preporuča se koristiti biljna tkiva koja su u istom

razvojnom stadiju, te su rasla u stakleniku ili klima-komori (Jelaska, 1994).

Nažalost neke se bakterije teško otkriju i uklone sterilizacijom, te se zato opisuju kao

latentne ili endogene (Fisse i sur., 1987; George i Sherrington, 1984; Leifert i Waites, 1990).

Biljni materijal zaražen takovim mikroorganizmom može se bez poteškoća razmnožavati u

uvjetima in vitro, no nakon uvođenja u kulturu in vivo često izaziva širenje bolesti (Cassells i

sur., 1988; Deimling i Mollers, 1988). Da se to ipak ne bi dogodilo razvijene su različite

metode određivanja latentnih kontaminacija (Knauss, 1976; Cassells, 1986; Boxus i Terzi,

1987). Bit takovih metoda jesu podloge koje su sličnog sastava kao i one za rast

mikroorganizama. Na njih se nasade biljni eksplantati i prati se eventualni razvoj infektanata.

Slika 3. Komora sa sterilnim protokom zraka (laminar)
u kojem se sterilno biljno tkivo uvodi u kulturu in vitro.
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Infekcije u kulturi in vitro javljaju se radi zaraženosti biljnog materijala uvedenog u

kulturu, kontaminacije hranidbene podloge, kontaminiranog zraka u laminaru (slika 3) ili

nepažnje pri radu.

Da bi se maksimalno spriječio ulazak mikroorganizama u kulturu biljnog tkiva in

vitro, mora se provesti sterilizacija biljnog materijala od kojeg se uzimaju eksplantati, zatim

treba sterilizirati same eksplantate, te konačno hranjivu podlogu, mjesto na kojem se vrši

inokulacija i pribor. Poželjno je također tijekom rada povremeno prskati ruke alkoholom

(70%-tni etanol).

Početni eksplantat uranja se u 70%-tni etanol,  a zatim u sredstvo za sterilizaciju

(natrijev i kalcijev hipoklorit, živin ili srebrov klorid, vodikov peroksid) uz dodatak

detergenta, te se konačno ispere sterilnom vodom. Ukoliko se ne bi provela površinska

sterilizacija, mikroorganizmi s površine tkiva mogu kontaminirati hranjivu podlogu.

Tako tretirani materijal reže se na komadiće u sterilnim uvjetima u laminaru te se još

jednom površinski sterilizira. Za uspješnost površinske sterilizacije izuzetno je važno da biljni

materijal bude svjež (Pintarić, 2008).

1.2.1.1. Izosan-G, granulat za opću dezinfekciju i sanitaciju vode

Izosan-G je stabilni klorni dezinficijens u obliku granulata bijele boje,

karakterističnog mirisa na klor. Sadržava troklozen natrij koji snažno djeluje na vegetativne

oblike gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, na gljive, alge, protozoe i na brojne

viruse. Slabiji učinak ima na acidorezistentne bakterije i na bakterijske spore.

Troklozen natrij u vodenoj otopini disocira u hipoklornu kiselinu i hipokloritni ion,

koji zajedno čine slobodni aktivni klor u vodi (Filipović i Lipanović, 1995):

ClO-(aq) + H3O+(aq) → HClO(aq) + H2O(l)

HClO(aq) + H3O+(aq) + Cl-(aq) → Cl2(aq) + 2H2O(l)
                                              O: 2Cl- →  Cl2 + 2e-

                 R: 2HClO + 2e- + 2H3O+ → Cl2 + 4H2O.

Učinak troklozen natrija temelji se na otpuštanju slobodnog aktivnog klora. Za

snažnu antimikrobnu aktivnost zaslužna je neionizirana hipoklorna kiselina koja je 80 do 100

puta jači germicid od hipokloritnog iona. Hipoklorna kiselina ireverzibilno oštećuje stanične

enzimske sustave. Djelotvornost klornih otopina opada s porastom pH vrijednosti (najveća u

području od 4 do 7). Odnos hipoklorne kiseline i hipokloritnih iona ovisi o pH vrijednosti
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otopine u kojoj se oni zajedno nalaze. Pri neutralnom i blago lužnatom (7,5) njihov omjer je

izjednačen. Najveću koncentraciju neionizirane hipoklorne kiseline nalazimo pri pH

vrijednosti oko 6. Takovu vrijednost imaju razrijeđene otopine natrij dikloroizocijanurata pa

sadržavaju 97% hipoklorne kiseline, a samo 3% hipoklorita. Nasuprot tome, radne otopine

pripravaka hipoklorita imaju pH vrijednost oko 9 i u njima se pretežno nalaze hipokloritni

ioni. Zato Izosan-G ima mnogo jači germicidni učinak.

Otopljen u vodi, troklozen natrij daje razinu od 55 do 56% slobodnog aktivnog klora,

čime se postiže optimalni germicidni učinak. Aktivnost troklozen natrija neznatno se smanjuje

u prisutnosti organskih tvari, naročito bjelančevina ili velikog broja mikroorganizama.

1.2.1.2. Vodikov peroksid kao dezinfekcijsko sredstvo

Vodikov peroksid dezinficijens je visokog stupnja djelotvornosti, što znači da razara

i inaktivira većinu mikroorganizma, čak i neke bakterijske spore. Dobro sterilizacijsko

djelovanje vodikovog peroksida leži u njegovoj kemijskoj strukturi i oksidativnoj prirodi.

1.2.1.3.  Živin(II) klorid  kao dezinfekcijsko sredstvo

Živin(II) klorid spoj je dobro topiv u vod, te je prilično otrovan. Upravo zahvaljujući

tim svojstvima upotrebljava se kao antiseptik. Otopine korištene u tu svrhu jako su razrijeđene

(od 0,01 do 0,05%, tj. od 0,1 do 1% za drvenaste vrste koje su rasle na otvorenom; Jelaska,

1994). HgCl2 se dobiva zagrijavanjem žive u kloru, ali može se dobiti i zagrijavanjem smjese

živinog(II) sulfata i natrijevog klorida (Filipović i Lipanović, 1995). Iz te smjese živin(II)

klorid sublimira, pa se trivijalno spoj naziva sublimat:

HgSO4(s) + 2NaCl(s) → HgCl2(g) + Na2SO4(s).

Postupak sterilizacije živinim(II) kloridom mora se provoditi isključivo u staklenom

posuđu jer otopina u dodiru s metalima stvara amalgame.
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1.2.2. RAZMNOŽAVANJE BILJAKA in vitro

1.2.2.1.     Inokulacija i supkultiviranje

Inokulacija je izraz kojim se označuje nasađivanje eksplantata, presadnice ili tkiva na

hranjivu podlogu, a supkultiviranje je pak postupak kojim se određena kultura prenosi na

novu hranjivu podlogu (Jelaska, 1994). Najčešći razlozi supkultiviranja jesu istrošena ili

osušena „stara“ hranjiva podloga ili pak dalje umnažanje (multiplikacija) materijala.

Inokulaciju i supkultiviranje treba provoditi u sterilnim uvjetima, najbolje u komorama sa

strujanjem sterilnog zraka, te sterilnim priborom.

1.2.2.2. Kultura aksilarnih (bočnih) pupova

Već tisućljeća čovjek koristi biljke u svakodnevnom životu i na mnogo načina. Kroz

povijest otkrio je način kako maksimalno iskoristiti samu prirodu tih živih bića. Nespolni

način razmnožavanja bilja (vegetativno razmnožavanje) uvelike je korisno i koristi ljudskoj

civilizaciji. Vegetativno razmnožavanje u uvjetima in vivo u poljoprivredi se koristi već dugi

niz godina. No nakon što se pokazalo da se puno veći broj vrsta uspješnije i brže može

razmnožavati u uvjetima in vitro, razvijene  su brojne tehnike koje to omogućavaju. Ipak od

svih postojećih tehnika kulture biljnog tkiva i stanica, kloniranje je našlo najširu primjenu.

Neke prednosti i nedostaci te tehnike prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Neke prednosti i nedostaci mikrorazmnožavanja u uvjetima in vitro (Jelaska, 1994).

PREDNOSTI NEDOSTACI

 brže razmnožavanje nego u uvjetima in vivo

 neke vrste se ne mogu razmnožiti u uvjetima in
vivo, ali mogu u uvjetima in vitro

 brži i snažniji rast u sterilnim uvjetima

 potrebno malo početnog materijala

 nema utjecaja godišnjih doba i vegetacijske
sezone

 neke vrste imaju nisku genetsku stabilnost

 biljke mogu nakon prijenosa u uvjete in vivo
pokazati grmoliki rast ili povrat u juvenilnu fazu

 teško se potiče zakorjenjivanje drvenastih vrsta

 biljka može izgubiti regenerativnu sposobnost
stanica i tkiva nakon određenog broja supkultura

Umnažanje se u uvjetima in vitro provodi jednom od sljedećih metoda: pojedinačni

nodijski segmenti, aksilarno grananje ili regeneracija adventivnih organa. Važno je u

postupku mikrorazmnožavanja koristiti što mlađe razvojne stadije biljke jer oni imaju veći

regeneracijski potencijal. Isto tako valja reći da je velika razlika umnažanja in vitro između
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drvenastih i zeljastih biljaka. Drvenaste biljke je puno teže razmnožavati u uvjetima in vitro

prvenstveno zbog manjeg regeneracijskog potencijala.

Slika 4. Faze u vegetativnom razmnožavanju u uvjetima in vitro.

Slika 4 sažeto prikazuje glavne faze u vegetativnom razmnožavanju biljnog tkiva in

vitro:

 NULTA ILI POČETNA FAZA uključuje brigu o matičnoj biljci koja će dati početne eksplantate.

Ova faza uključuje sve postupke prije početka kulture in vitro.

 PRVA FAZA podrazumijeva uvođenje biljnoga tkiva u kulturu. Tu se vrši sterilna izolacija

eksplantata, meristema ili nekog drugog dijela biljke koji će poslužiti kao polazni

materijal.

 DRUGA FAZA, tj. umnožavanje (multiplikacija) za glavni cilj ima umnožiti inokulirani dio

bez gubitka genetičke varijabilnosti.

 TREĆA FAZA: Bilo koji izdanak uzgojen predhodnom fazom može se pripremiti za prijenos

u tlo. Upravo to se ostvaruje ovom fazom. Prvenstveno je bitno potaknuti izduživanje

izdanka i stvaranje korijena. To se postiže specifičnim omjerima regulatora rasta u

hranjivim podlogama.

nove
matične
biljke

2. FAZA:

MULTIPLIKACIJA

prijenos
u  tlo

rast korijena

4.    FAZA

1. FAZAmatična
biljka

0. FAZA

supkulture

3.   FAZA
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 ČETVRTA FAZA omogućuje prijenos biljke s hranjive podloge u tlo i proces aklimatizacije,

da bi se u konačnici rast i razvoj biljke nastavio u uvjetima in vivo.

Izdanci se mogu umnožavati na nekoliko načina, no u praksi se najvažnijom

pokazala metoda aksilarnog pupanja. Navedena metoda podrazumijeva izolaciju

vegetacijskog vrška i induciranje rasta aksilarnih pupova u pazušcima lista na podlozi s

visokom koncentracijom citokinina (Jelaska, 1994). Metoda aksilarnog pupanja često se

kombinira s metodom pojedinačnih nodija koja ne zahtjeva dodavanje citokinina u podlogu.

Metoda pojedinačnih nodija podrazumijeva izolaciju pupa u pazušcu lista zajedno s

pripadajućim dijelom stabljike. U konačnici se tako izolirani eksplantat površinski sterilizira,

te inokulira na specifičnu hranjivu podlogu. Kulture se čuvaju u klima-komorama s točno

određenom temperaturom i postotkom vlage, te količinom i intenzitetom svjetlosti.

Vremenski period između razdvajanja jedne kulture na dvije zasebne supkulture (ponovna

izolacija eksplantata i inokulacija na novu hranjivu podlogu) iznosi oko četiri tjedna (30-ak

dana).

1.3. BILJNI REGULATORI RASTA

Baš kao ni životinjski ili ljudski organizmi, tako niti biljni organizam ne može

funkcionirati bez hormona. Budući da biljni hormoni prvenstveno utječu na rast i razvoj,

nazivamo ih još i regulatorima rasta. Razlikujemo pet skupina biljnih regulatora rasta:

citokinini, giberelini i auksini koji stimuliraju rast, te etilen i apcizinska kiselina koji

inhibiraju rast biljnoga tkiva (Pevalek-Kozlina, 2002).

1.3.1. CITOKININI

Još je u XIX. stoljeću njemački znanstvenik Wiesner

zaključio da stanična dioba ima endogeni uzrok. Otprilike pola

stoljeća kasnije Jablonski i Skoog eksperimentiraju s

parenhimskim tkivom duhana (Nicotiana tabacum) i uočavaju

da se parenhimske stanice dijele ako ih se stimulira floemskim

tkivom ili nekim drugim tvarima (npr. adeninom). Provodili su

brojne pokuse s tvarima koji sadrže purine, između  ostalog i s

Slika 5. Kemijska struktura
6-benzilaminopurina (BAP;
BA), sintetskog citokinina.
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DNA iz sperme haringe. Upravo iz tog uzorka prvi su izolirali kinetin (6-furfurilaminopurin),

te su zaključili da se u biljkama nalaze spojevi kemijski slični kinetinu.

Prvi prirodni citokinin izolirali su 1963. Letham i Miller (neovisno) iz nezrelog

endosperma kukuruza (Zea sp.), pa su ga nazvali zeatin. No danas se u kulturi biljnog tkiva

najčešće koriste sintetski citokinini (slika 5).

Po kemijskom sastavu citokinini su N6-supstituirani derivati adenina. Svi oni

citokinini koji se prirodno javljaju u biljkama i algama derivati su izopentenil-adenina. Mjesto

sinteze ovih regulatora rasta je u meristemu korijena, te u embriju i plodovima, a u biljci se

prenose ksilemom. U biljci mogu biti slobodni ili vezani za šećer i tRNA. Koncentracija

citokinina u biljaka regulirana je sintezom, odnosno razgradnjom, te oslobađanjem vezanih

citokinina i prijenosom (Pevalek-Kozlina, 2002).

Neki fiziološki učinci citokinina navedeni su u tablici 3.

1.3.2. GIBERELINI

Gljivica Gibberella fujikuroi je početkom prošlog stoljeća u Aziji uzrokovala „bolest

ludih biljčica“, nazvanu tako jer su stabljike zaražene riže

uslijed visokog rasta polijegale uz tlo. Japanski znanstvenik

Kurosawa 1926. godine izolirao je tvari iz filtrata kulture

gljivica koje su uzrokovale produženi rast stabljike i listova

riže, te nemogućnost donošenja sjemenki. Prvi prirodni biljni

giberelin izoliran je iz sjemenke graha (Phaseolus coccineus)

sredinom prošlog stoljeća (1958.). Daljnje analize pokazale su

da su giberelini po kemijskom sastavu diterpeni (slika 6), a svi

oni koji su u biljci aktivni sadrže 19 ili 20 ugljikovih atoma.

Glavno mjesto sinteze giberelina su mladi listovi vršnog pupa, no sintetiziraju se i u

svim meristemskim tkivima izdanka i korijena. Također do sinteze može doći i u starijim

listovima koji su još u razvoju, vrhovima korijena, te nezrelim sjemenkama. U biljkama se

prenose floemom.

Giberelini imaju široku komercijalnu upotrebu, posebice u voćarstvu. Povećavaju

veličinu bobica grožđa, te razvoj plodova bez sjemenki, a u plodovima citrusa odgađaju

starenje. Budući da stimuliraju sintezu α-amilaze, koriste se u proizvodnji šećera iz šećerne

trske i proizvodnji slada iz ječma. Neki važniji fiziološki učinci giberelina nalaze se u tablici

3. (Pevalek-Kozlina, 2002)

Slika 6. Kemijska formula
giberelinske kiseline (GA3).
Broj u nazivu označava
redosljed otkrića giberelina.
Po kemijskom sastavu
giberelini su diterpeni.



Razmnožavanje crnoplodne aronije
(Aronia melanocarpa Michx.) u uvjetima in vitro I. UVOD

12

1.3.3. AUKSINI

Još je slavni Charles Darwin, promatrajući reakcije biljaka na svjetlost, zaključio da

se u vršku koleoptile sintetiziraju tvari koje uzrokuju savijanje donjeg dijela i reakciju na

podražaj. Detaljnije pokuse proveo je Boysen-Jensen i objasnio da je savijanje koleoptile

posljedica produžnog rasta na strani bez podražaja. Konačno je Went uspio izolirati tvar koju

danas nazivamo auksinom.

Glavna fiziološka djelovanja auksina su produžni rast stanica i reakcija na

jednostrane podražaje (još neki fiziološki učinci dani su u tablici 3). Najvažniji prirodni

auksin je indol-3-octena kiselina (IAA), dok ih je mnogo i

sintetizirano (slika 7). Primarna mjesta sinteze u biljci jesu

meristemska tkiva: vršni meristemi izdanka, mladi listovi, te

plodovi. No sinteza se može odvijati i u odraslim listovima, te

vrškovima korijena. Ukoliko nisu slobodni, auksini mogu biti

vezani za šećere ili aminokiseline. U biljkama postoje dva

osnovna sustava za prijenos auksina: jednosmjerni polarni prijenosni sustav za koji je

potrebna energija i pasivni nepolarni prijenos floemom (Pevalek-Kozlina, 2002).

Tablica 3. Značajniji fiziološki učinci citokinina, giberelina i auksina.

CITOKININI GIBERELINI AUKSINI

 regulacija staničnog ciklusa
 kontrola morfogeneze u kulturi

tkiva
 odgoda starenja listova

(mobilizacija hranjivih tvari)
 povećanje stanica u

kotiledonima i listovima
(mogu inhibirati rast u stabljici
i korijenu)

 poticanje rasta bočnih pupova
(antagonisti auksinu)

 indukcija sinteze enzima

 stimulacija produžnog rasta
stabljike, posebno rozetnih i
patuljastih biljaka

 indukcija cvjetanja u biljaka s
rozetom

 promjena spola cvijeta
 stimulacija diobe i produžnog

rasta
 kontrola promjene

juvenilna/adultna faza
 jačanje apikalne dominacije
 prekid dormancije vršnih

pupova i sjemenki
 indukcija klijanja (stimulacija

sinteze α-amilaze)

 stimulacija apikalne
dominacije (antagonisti
citokininu)

 odgoda otpadanja listova i
plodova u ranijoj fazi

 razvoj adventivnog  korijenja i
plodova (inhibicija produžnog
rasta korijena)

 indukcija partenokarpije
 produžni rast stabljike i

koleoptile
 razvoj provodnog tkiva u listu

Slika 7. Jedan od najvažnijih
sintetskih auksina je indol-3-
maslačna kiselina. (IBA).



Razmnožavanje crnoplodne aronije
(Aronia melanocarpa Michx.) u uvjetima in vitro I. UVOD

13

1.4. DOSADAŠNJA  ISTRAŽIVANJA VRSTE Aronia melanocarpa Michx.

Makar su aroniju već dobro poznavali i koristili domorodački Indijanci Novoga

svijeta, u Europi ova vrsta postala je znanstveno zanimljiva tek sredinom prošlog stoljeća.

Kada je otkrivena njezina izrazito velika nutritivna i ljekovita vrijednost, počela se sve više

istraživati. Ipak još uvijek se ne može pohvaliti velikim brojem objavljenih radova kao neke

druge vrste iz iste porodice.

Početkom devedesetih godina prošlog stoljeća provodeno je nekoliko istraživanja s

crnoplodnom aronijom. Petrović i Jačimović-Plavšić (1992) pratile su razmnožavanje i

zakorjenjivanje na krutom i tekućem mediju. Rezultati su pokazali da je kruta podloga bolja

pri multiplikaciji in vitro jer u prosjeku dala je veći broj izdanaka (6,9) nego li tekuća hranjiva

podloga (5,9). Isto tako pokazalo se da su na tekućem mediju izdanci kraći. U istraživanje je

bio uključen i hibrid stvoren križanjem („Albigowianka“), te je u konačnici provedena

usporedba u stopi razmnožavanja i zakorjenjivanja s kulturom crnoplodne aronije. Pokazalo

se da je hibrid uspješniji u aklimatizaciji i zakorjenjivanju u uvjetima in vivo, dok je čista

roditeljska linija bolja za multiplikaciju u uvjetima in vitro. Rezultati istraživanja Ružić

(1993) pokazali su pak da je stopa preživljavanja i zakorjenjivanja aronije bila najveća na

podlozi MS s dodatkom 1,0 mg dm-3 IBA, te 0,1 mg dm-3 GA3.

Tijekom tri godine Jeppsson (2000) je pratio promjenu količine antocijana u

plodovima, te visinu izdanaka crnoplodne aronije. Istraživanje je provedeno u Švedskoj na tlu

s pH vrijednosti 5,5. Rezultati su pokazali da su se stopa rasta i količina antocijana u

plodovima povećavale s vremenom. U tri godine jedinke su narasle za polovicu početne

visine, a količina antocijana u plodovima porasla je za više od 50% početne količine.

Zanimljivo je spomenuti da je urod u drugoj godini porastao, da bi u trećoj drastično pao.

Jedno novije istraživanje (Jakobek i sur., 2007; www.borovnicaunas.hr) bavilo se

količinom značajnih sekundarnih metabolita u aronije i ostalih bobičastih voćaka. Pokazalo se

da aronija ima daleko najviše polifenola, čak 10637 mg kg-1, dok je jagoda na drugom mjestu

s tek 1005 mg kg-1. Antioksidansa je najviše bilo u plodovima aronije i jagode, između 232 i

4341 mg kg-1. Nadalje rezultati su pokazali da je najzastupljeniji antocijan u aroniji  cijanidin-

3-galaktozid (68,9%), a od flavonola čak 93,07% odnosi se na kvercetin (slika 8).
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Slika 8. Antocijani i flavonoli su sekundarni biljni metaboliti, te
spadaju u skupinu fenola. Upravo od antocijana potječe
karakteristična tamna boja ploda aronije. Najzastupljeniji antocijan
u crnoplodnoj aroniji je cijanidin-3-galaktozid (A), a flavonol s
najvećim udjelom je kvercetin (B).

Od istraživanja koja su u tijeku korisno je spomenuti nekoliko. Na američkom

Sveučilištu Illinois istraživanja se provode u svrhu otkrivanja potencijala aronije u liječenju

kardiovaskularnih bolesti, te suzbijanju tumora. Dr. Bernadine Strik pak, na Sveučilištu u

Oregonu, testira brojne varijetete aronije ne bi li otkrio najkvalitetniji i najproduktivniji

(www.borovnicaunas.hr).

 U Europi se aronija sve više istražuje u svrhu proizvodnje kvalitetnih crnih vina.

Naime u Rusiji i Litvi sok aronije zajedno s jabukom podvrgava se fermentaciji ne bi li se

proizvelo crno vino. Tom Plocher u tu svrhu kombinira aroniju s vinima (grožđanim) kako bi

poboljšao udio šećera i tanina u vinu, te kako bi vino imalo što zavodljiviju boju

(www.borovnicaunas.hr).

Danas se puno govori o važnosti zdrave prehrane i o nutritivnim vrijednostima

namirnica. Mediji su puni informacija o djelovanju pojedinih sastojaka hrane koju

konzumiramo. U svijetu se provode brojna istraživanja kako bi se dobio što bolji uvid u

značajno djelovanje namirnica. Od nedavno i aronija se našla na listi najistraživanijih vrsta.

Dosadašnja istraživanja prikazala su aroniju kao biljku koja može biti višestruko

korisna. Njeni plodovi izrazito su bogati vrijednim tvarima za ljudsko zdravlje, a predivne

boje lišća u jesen, te cvjetova u proljeće daju joj zasluženo mjesto u brojnim vrtovima. Sve to

zasigurno je pridonijelo da aronija bude predmet i ovog istraživanja.

BA



II. CILJ ISTRAŽIVANJA
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Cilj ovog diplomskog rada bio je uvesti vrstu Aronia melanocarpa u kulturu in vitro,

te razviti metodu brze multiplikacije. Početni eksplantati sterilizirani su Izosanom-G i

vodikovim peroksidom ili Izosanom-G i živinim kloridom.  Nakon uvođenja u kulturu

istražena je stopa umnažanja izdanaka na MS hranjivoj podlozi u koju su dodani

6-benzilaminopurin (BA; 0,5 mg dm-3 i 1,0 mg dm-3), giberelinska kiselina (GA3; 0 i  0,5 mg

dm-3) i indol-3-maslačna kiselina (IBA; 0 i  0,1 mg dm-3).



III.  MATERIJAL  I  METODE
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3.1. BILJNI  MATERIJAL

Početni eksplantati dobiveni su rezanjem grančica crnoplodne aronije (Aronia

melanocarpa Michx.). Svaki eksplantat bio je veličine do jedan centimetar, te je sadržavao po

jedan bočni pup (slika 9). Tako pripremljeni eksplantati sterilizirani su, te nasađeni na MS

hranjivu podlogu s različitim koncentracijama biljnih regulatora rasta.

Slika 9. Eksplantati su dobiveni rezanjem grančice aronije na dijelove od jednog
centimetra.

3.2. METODE

3.2.1. STERILIZACIJA BOČNIH PUPOVA

Početni eksplantati su površinski sterilizirani, isprani destiliranom vodom, posušeni

među listovima sterilnog filter papira te nasađeni na podlogu MS (po jedan eksplantat u

jednoj epruveti). Postupak sterilizacije proveden je na dva različita načina: 5%-tnim

Izosanom-G (90%-tni natrijev dikloroizocijanurat dihidrat, C3N3O3Cl2 ∙ 2H2O, Pliva, Zagreb)

u kombinaciji sa 6%-tnim vodikovim peroksidom, te 1%-tnim Izosanom-G u kombinaciji s

2%-tnim HgCl2 (tablica 4).

Tablica 4. Tijek sterilizacije bočnih pupova crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa Michx.).

KEMIKALIJA VRIJEME / min KEMIKALIJA VRIJEME / min
1. 5% Izosan-G 5 1% Izosan-G 5

2. dH2O 3 x 5 dH2O 3 x 5

3. 6% H2O2 5 2% HgCl2 5

4. dH2O 3 x 5 dH2O 3 x 5

PETELJKA LISTA

BOČNI  PUP

STABLJIKA
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3.2.2. MULTIPLIKACIJA IZDANAKA U KULTURI in vitro

3.2.2.1. Hranjive podloge

Eksplantate crnoplodne aronije nasađivala sam na MS hranjivu podlogu (Murashige i

Skoog, 1962; tablica 5) u koju su dodani biljni regulatori rasta: 6-benzilaminopurin (BA; 0,5

mg dm-3 i 1,0 mg dm-3), giberelinska kiselina (GA3; 0 i  0,5 mg dm-3) i indol-3-maslačna

kiselina (IBA; 0 i  0,1 mg dm-3). Kontrolne biljke uzgojene su na MS hranjivoj podlozi bez

dodatka regulatora rasta. pH vrijednost hranjive podloge iznosila je 5,7.

Tablica 5. Sastav osnovne hranjive podloge MS s dodatkom 30 g dm-3 saharoze i 8 g dm-3 agara.

KEMIJSKI NAZIV KEMIJSKA
FORMULA mg dm-3 mmol dm-3

M
A

K
R

O
-

EL
EM

EN
TI

kalijev nitrat

amonijev nitrat

kalcijev diklorid

magnezijev sulfat

kalijev dihidrogenfosfat

KNO3

NH4NO3

CaCl2 ∙ 2H2O

MgSO4 ∙ H2O

KH2PO4

1900,0

1650,0

440,0

370,0

170,0

18,8

20,6

2,99

1,5

1,25

M
IK

R
O

EL
EM

EN
TI

natrijev
etilendiaminoacetat

željezov sulfat

manganov sulfat

cinkov sulfat

borna kiselina

kalijev jodid

natrijev molibdenat

bakrov sulfat

kobaltov klorid

Na2N2C10O8H14

FeSO4 ∙ 7H2O

MnSO4 ∙ 4H2O

ZnSO4 ∙ 4H2O

H3BO3

KI

Na2MoO4 ∙ 2H2O

CuSO4 ∙ 5H2O

CoCl4 ∙ 6H2O

37,3

27,8

22,3

8,6

6,2

0,83

0,25

0,025

0,025

0,1

0,1

0,1

0,029

0,1

0,005

0,001

0,0001

0,0001

O
R

G
A

N
SK

I
D

O
D

A
C

I

glicin

m-inozitol

nikotinska kiselina

piridoksin - HCl

tiamin - HCl

C2H5O2N

C6H12O6

C6H6O2

C8H11NO3
+Cl− HCl

C12H17N4OS+Cl− HCl

2,0

100,0

0,5

0,5

0,1

0,0266

0,55

0,0041

0,0024

0,0003
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3.2.2.2. Sterilizacija pribora i podloga

Nasađivanje eksplantata na hranjivu podlogu vršila sam u laminaru (komora s

horizontalnim strujanjem sterilnog zraka) koji sam prethodno sterilizirala 96%-tnim etanolom.

Sav pribor (stakleni i metalni) autoklavirala sam na 0,15 MPa, pri temperaturi od 124 °C u

trajanju od 45 minuta. Hranjive podloge sam također sterilizirala u autoklavu pri istom tlaku i

temperaturi, ali u trajanju od 18 minuta. Nakon autoklaviranja hranjive podloge su čuvane u

sterilnoj komori do početka rada.

Nakon inokulacije vrh svake epruvete sterilizirala sam provlačenjem kroz plamen,

zatim sam je začepila vatom i aluminijskom folijom.

Metalni pribor (skalpeli i pincete) sterilizirala sam dodatno tijekom rada uranjanjem

u 96%-tni etanol i spaljivanjem.

3.2.3. VANJSKI UVJETI KULTURE

Inokulirane kulture inkubirane su u klima komori uz 16-satno osvjetljenje bijelom

svjetlošću (fluorescentne cijevi, 40 W, 80 µE m-2 s-1). Temperatura u komori bila je 24 ± 2 °C.

Trajanje supkulture iznosilo je trideset dana.

3.3. STATISTIČKA OBRADA PODATAKA

Stopa umnažanja praćena je kroz tri supkulture, u svakoj supkulturi analizirano je po

12 eksplantata. Prikazani rezultati aritmetička su sredina 12 replika (rezultati za pojedine

supkulture), odnosno 36 replika (prosječni rezultati svih triju supkultura). Odstupanje od

aritmetičke sredine izraženo je kao standardna pogreška.

Za statističku analizu podataka koristila sam analizu varijance (ANOVA) i

Newman-Keulsov test za utvrđivanje značajnosti razlika između pojedinih tretmana na razini

P<0,05. Analize sam izvela pomoću računalnog programa Statistica 8.0. (Stat Soft Inc.,

SAD).



IV. REZULTATI
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4.1. STERILIZACIJA EKSPLANTATA VRSTE Aronia  melanocarpa  Michx.

Početni eksplantati su površinski sterilizirani i nasađeni na hranjivu podlogu MS.

Šest tjedana nakon sterilizacije s 5%-tnim Izosanom-G u kombinaciji sa 6%-tnim vodikovim

peroksidom, 91% eksplantata ostalo je sterilno. Sterilizacija s 1%-tnim Izosanom-G u

kombinaciji s 2%-tnim HgCl2 bila je preagresivna te rezultirala nekrotizacijom eksplantata.

4.2. UMNAŽANJE IZDANAKA VRSTE Aronia  melanocarpa  Michx.

Izdanke razvijene u početnoj kulturi presađivala sam na podloge MS s punom

koncentracijom makroelemenata, u koju je dodano 30 g dm-3 saharoze, 8 g dm-3 agara te biljni

regulatori rasta: 6-benzilaminopurin (BA; 0,5 mg dm-3 i 1,0 mg dm-3), giberelinska kiselina

(GA3; 0 i  0,5 mg dm-3) i indol-3-maslačna kiselina (IBA; 0 i  0,1 mg dm-3).

Odabir hranjivih podloga napravljen je na temelju rezultata preliminarnih istraživanja

koji su pokazali značajan utjecaj BA, GA3 i IBA na multiplikaciju. Uspostavljeno je da IBA

bitno utječe na razvoj adventivnog korijenja, ali značajno doprinosi i multiplikaciji.

Optimalna koncentracija GA3 je 0,5 mg dm-3, a citokinina BA od 0,5 do 1,0 mg dm-3. Tijekom

preliminarnih istraživanja također je utvrđeno da je uspješnija multiplikacija postignuta na

podlozi s punom koncentracijom makroelemenata (MS) nego na podlozi s polovičnom

koncentracijom makroelemenata (½MS). Dodatak arginina u hranjivu podlogu rezultirao je

obilnim stvaranjem kalusa zbog čega je izostavljen iz daljnjih istraživanja.

4.2.1. PRVA SUPKULTURA

U prvoj supkulturi najveći broj izdanaka razvio se na podlozi s dodatkom 1,0 mg

dm-3 BA, 0,5 mg dm-3 GA3 i 0,1 mg dm-3 IBA, dok je najmanje uspješna multiplikacija

ostvarena na podlozi s istim koncentracijama IBA i GA3 ali s nižom koncentracijom BA (0,5

mg dm-3; slika 10). Na podlogama s 0,5 mg dm-3 BA izdanci su bili snažniji i kraći  (slika 11

A), dok su oni na podlogama s 1,0 mg dm-3 BA bili duži i tanji (slika 11 B). Na podlogama s

dodatkom 0,5 mg dm-3 BA također sam primijetila razvitak listića manje površine.

Karakteristično je pak za podlogu s  0,5 mg dm-3 BA, bez GA3 i IBA da su listovi približno

jednake veličine. Kad je pak u podlozi bilo GA3 i IBA, listići su bili veći ukoliko ih je bilo

manje na izdanku. Na podlozi s 0,5 mg dm-3 GA3 i s 0,5 mg dm-3 BA, ali bez IBA  glavna os

izdanka prilično zadeblja pri dnu.
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Usporede li se podloge s i bez indol-3-maslačne kiseline (IBA), može se primijetiti

da se broj razvijenih izdanaka na podlogama bez auksina statistički značajno ne razlikuje

neovisno o prisutnosti drugih regulatora rasta (slika 10).

Kalus se razvio na svega 11 eksplantata od ukupno 96 (11,4%). Od tih 11 eksplantata

s kalusom, čak osam ih je razvijeno na podlogama koje su sadržavale indol-3-maslačnu

kiselinu (72,7%).

Slika 10. Srednja vrijednost broja izdanaka u prvoj supkulturi na podlozi MS s
različitim koncentracijama regulatora rasta. Rezultati označeni različitim slovima
statistički se razlikuju (P<0,05).

Slika 11.  Kultura crnoplodne aronije na hranjivoj podlozi s 0,5 mg
dm-3 (A) i 1,0 mg dm-3 citokinina BA  (B). Također se na slici B može
vidjeti kalus (označen strelicom).

4.2.2. DRUGA SUPKULTURA

Općenito se za drugu supkulturu može reći da su podloge koje sadrže 0,5 mg dm-3

BA pogodovale stvaranju bočnih ogranaka pri čemu je glavna os izdanka nastavila rasti u

visinu. Za razliku od njih, podloge s višom koncentracijom BA (1,0 mg dm-3) pogodovale su

razvoju rozete. Prisutnost IBA rezultirala je uspješnijom multiplikacijom: prosječni broj

A B
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izdanaka na podlozi s IBA iznosio je 9,83, dok je na podlozi bez IBA bio 7,46 izdanaka po

eksplantatu. Giberelin je povećao stopu multiplikacije ako su u podlozi bili prisutni IBA u

koncentraciji 0,1mg dm-3  i BA u koncentraciji 1,0 mg dm-3 (slika 12). Kad u podlozi nije bilo

auksina, broj izdanaka je bio veći u podlozi s 0,5 mg dm-3 BA ukoliko je prisutna i

giberelinska kiselina (0,5 mg dm-3) (slika 12).

Eksplantati nasađeni na podlogu bez giberelina ali s 1,0 mg dm-3 BA i 0,1 mg dm-3

IBA, razvili su značajno više izdanaka nego u prvoj supkulturi. Srednja vrijednost

multiplikacije u prvoj supkulturi iznosila je 9,27, a u drugoj supkulturi 11,5 izdanaka po

eksplantatu. Najmanji broj izdanaka po eksplantatu razvio se na podlozi koja je sadržavala 1,0

mg dm-3 BA i 0,5 mg dm-3 GA3 (bez IBA, slika 12).

Slika 12. Srednja vrijednost broja izdanaka u drugoj supkulturi na MS podlozi s
različitim koncentracijama regulatora rasta. Rezultati označeni različitim slovima
statistički se razlikuju (P<0,05).

Na podlozi s 0,5 mg dm-3 BA, 0,1 mg dm-3  IBA i bez  GA3 uglavnom su se razvijali

veći listići pri vrhu izdanaka. No ako je na eksplantatu bilo više od deset izdanaka, listići su

bili nešto manji i jednoliko raspoređeni duž izdanka (slika 13).
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Slika 13. Razlike u veličini listova: veći listovi pri vrhu eksplantata s manjim brojem izdanaka (A);
sitniji i jednolikije raspoređeni listovi na eksplantatima s većim brojem izdanaka (B).

4.2.3. TREĆA SUPKULTURA

Uspoređujući rezultate druge i treće supkulture (slike 12 i 14) vidljivo je da se

najveći broj izdanaka na podlogama bez IBA razvio ako u podlogu nije dodana giberelinska

kiselina, a sadržavala je BA u nižoj koncentraciji (0,5 mg dm-3). Ukoliko je u podlozi bilo

IBA, najproduktivnija je bila podloga koja je sadržavala  i GA3, te višu koncentraciju BA (1,0

mg dm-3).

MS hranjive podloge s 0,5 mg dm-3 BA te bez indol-3-maslačne kiseline uglavnom

su pogodovale stvaranju većih izdanaka. Prosječna visina izdanaka na tim podlogama iznosila

je 1,5 cm, dok je na podlogama s višom koncentracijom citokinina (1,0 mg dm-3) ona iznosila

1 cm. Nadalje, listići na podlogama s 0,5 mg dm-3 BA površinom su otprilike dvostruko veći

od onih na podlogama koje su sadržavale 1,0 mg dm-3 BA (slika 15).

Slika 14. Srednja vrijednost broja izdanaka, na MS podlogama s različitim
koncentracijama regulatora rasta, treće supkulture. Rezultati označeni različitim slovima
statistički se razlikuju (P<0,05).

A B
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Ukoliko se u podloge s 0,5 mg dm-3 BA doda giberelinska kiselina, izdanci su

podjednako visoki, a listići  jednoliko raspoređeni duž izdanka. Na ostalim podlogama

veličina izdanka je značajnije odstupala od prosjeka. Eksplantati nasađeni na podlogu bez

IBA pogodovali su stvaranju kraćih izdanaka, za razliku od eksplantata nasađenih na podloge

s IBA. Listići na izdancima eksplantata nasađenih na podlogu bez giberelinske kiseline bili su

gušći pri vrhu izdanka.

Od eksplantata koji su rasli na podlozi s 0,1 mg dm-3 IBA, najviša stopa

multiplikacije uočena je na podlogama u čijem je sastavu također bio 1,0 mg dm-3 BA i 0,5

mg dm-3 GA3 (slika 14), tj. ona koja sadrži sva tri regulatora rasta u najvišim koncentracijama

korištenim u istraživanju. Iako je ova podloga pogodovala nastanku najvećeg broja prilično

ujednačenih izdanaka, ti izdanci su bili manji te slabije razvijeni.

Slika 15. Prosječna veličina listova na podlozi bez IBA u trećoj supkulturi crnoplodne
aronije. Slika A prikazuje listove na podlozi s 0,5 mg dm-3 BA, a slika B na podlozi s
1,0 mg dm-3 BA.

Pojava kalusa i u ovoj supkulturi zanemariva je; razvio se na svega 9,3% eksplantata.

Od 9 eksplantata s kalusom, njih 8 (88,9%) je razvijeno na podlogama s auksinom. U

eksplantata s kalusom glavna os izdanaka bila je prilično zadebljana pri dnu, te robusnija od

ostalih izdanaka (slika 16). Budući da su neki eksplantati s kalusom razvili iznadprosječan

broj izdanaka, proizlazi da stvaranje kalusa nije značajno utjecalo na stopu multiplikacije

crnoplodne aronije.

A B
0,5 cm

0,5 cm
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Slika 16. Kalus razvijen na bazi izdanka crnoplodne aronije u trećoj supkulturi
na podlozi s IBA.

4.2.4. PROSJEČNA STOPA UMNAŽANJA KROZ TRI SUPKULTURE

Kontrolni izdanci aronije uzgajani su na MS podlozi bez dodatka regulatora rasta. Na

tim podlogama primijećen je izostanak multiplikacije, no izdanci su bili redovito veći i bolje

razvijeni od onih na podlogama s dodatkom regulatora rasta. Isto tako, kontrolni izdanci imali

su veće listove (slika 17). Osim toga, na kontrolnim je izdancima došlo do razvoja korijenja,

što nije bio slučaj s izdancima razvijenim na podlogama koje su sadržavale regulatore rasta.

Uzimajući u obzir sve podloge u svim supkulturama, multiplikacija je bila

najuspiješnija na podlozi koja je sadržavala maksimalne količine istraživanih regulatora rasta

(1,0 mg dm-3 BA, 0,5 mg dm-3 GA3, 0,1 mg dm-3 IBA; slika 18). Također je važno uočiti da se

rezultati umnažanja na podlogama bez auksina IBA međusobno statistički  nisu razlikovali.

Slika 17. Snažan izdanak s velikim
gusto raspoređenim listovima prilično
nazubljenima na rubu i korijenom na
kontrolnom mediju.



Razmnožavanje crnoplodne aronije
(Aronia melanocarpa Michx.) u uvjetima in vitro                                           IV. REZULTATI

28

Slika 18. Prosječna vrijednost broja izdanaka kroz tri supkulture na MS podlogama s
različitim koncentracijama regulatora rasta. Rezultati označeni različitim slovima
statistički se razlikuju (P<0,05).



V.  RASPRAVA
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Cilj istraživanja provedenog u sklopu ovog diplomskog rada bio je utvrditi optimalne

uvjete uvođenja, te uzgoja crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa Michx.) u kulturi in vitro.

Budući da su biljne stanice totipotentne, nasađivanjem dijela biljke na specifičnu hranjivu

podlogu može se postići regeneracija cijele biljke. U praksi je takav postupak poznat pod

nazivom kultura biljnog tkiva (Jelaska, 1994). Ukoliko se tako uzgojeni dijelovi biljke

podvrgnu daljnjim istraživanjima zakorjenjivanja i aklimatizacije, mikropropagacija može

imati značajnu ulogu u komercijalnoj proizvodnji voća i povrća (Pintarić, 2008).

Istraživanja provedena još sredinom druge polovice XX. stoljeća pokazala su da je za

brojne vrste porodice Rosaceae najpogodnija hranjiva podloga MS s punom koncentracijom

makroelemenata uz dodatak 3% saharoze i 0,8% agara (Walkey i Pink, 1988).

U sklopu preliminarnih istraživanja uspoređena je stopa multiplikacije na MS

hranjivoj podlozi s punom (MS) i polovičnom koncentracijom makroelemenata (½MS). Iako

nije ustanovljena značajnija razlika u stopi multiplikacije između eksplantata nasađenih na

MS i ½MS podlogu, oni na podlozi s punom koncentracijom makroelemenata bili su snažniji.

Stoga je istraživanje multiplikacije crnoplodne aronije nastavljeno na podlozi s punom

koncentracijom makroelemenata. Ipak, brojna istraživanja provedena na vrstama koje rastu na

siromašnim tlima pokazala su uspješnije umnažanje na podlogama s polovičnom

koncentracijom makroelemenata (Pevalek-Kozlina i sur., 1997 i 1999).

Do značajnije razlike na podlozi ½MS došlo je u razvoju korijena. Naime polovična

koncentracija makroelemenata pogodovala je boljem razvoju korijena, iako su izdanci na tim

podlogama bili manji i neugledniji (Črnjević, 2009).

Tijekom tri supkulture primijetila sam smanjenje broja razvijenih izdanaka. Slično su

pokazali rezultati umanažanja vrste Degenia velebitica u uvjetima in vitro (Pevalek-Kozlina i

sur., 1999). Postupni porast broja izdanaka tijekom supkultiviranja opažen je u istraživanjima

različitih kultivara ruže (Sauer i sur., 1985), vrste Centaurea ragusina (Pevalek-Kozlina,

1998), te Campanula isophylla (Brandt, 1992).

Prosječna stopa umnažanja vrste Aronia melanocarpa bila je veća za 31% ukoliko je

u podlozi bila prisutna viša koncentracija BA (1,0 mg dm-3). Uspješniju multiplikaciju na

podlogama s višom  koncentracijom 6-benzilaminopurina u svojim istraživanjima potvrdili su

Pevalek-Kozlina i sur. za vrste Fibigia triquetra (1997) te Degenia velebitica (1999).

Ako se u podlozi nalazio i IBA umnažanje je bilo uspješnije čak za 46%. Rezultati

ukazuju na mogućnost da auksin ima značajniji utjecaj na djelovanje ostalih regulatora rasta u

podlozi. S druge pak strane takav rezultat može ukazati na utjecaj nekog drugog regulatora

rasta na IBA. Ako je u podlozi citokinin BA prisutan u  koncentraciji od 1,0 mg dm-3, jači je
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utjecaj i auksina IBA na multiplikaciju. Ipak nema dovoljno podataka da bi se takvo što sa

sigurnošću tvrdilo.

Rezultat da su eksplantati na podlozi s 0,5 mg dm-3 BA, 0,5 mg dm-3 GA3, te 0,1 mg

dm-3 IBA, stvarali manje izdanaka nego oni razvijeni na podlozi s istom količinom BA i GA3

ali bez IBA može se objasniti fiziološkim učincima citokinina i auksina. Citokinini potiču rast

bočnih pupova, dok su auksini važni za apikalnu dominaciju. Budući da je citokinin BA bio

prisutan u nižoj koncentraciji (0,5 mg dm-3), također prisutan auksin IBA djelomično je

inhibirao njegovo djelovanje. S druge pak strane, na podlozi bez auksina citokinin je potaknuo

dodatni rast bočnih izdanaka što je u konačnici rezultiralo većom stopom multiplikacije.

Podloge koje su sadržavale sva tri regulatora rasta u višim koncentracijama (1,0 mg

dm-3 BA, 0,1 mg dm-3 IBA, 0,5 mg dm-3 GA3) pogodovale su stvaranju najvećeg broja

izdanaka. Petrović i Jačimović-Plavšić (1992) najbolje rezultate mikropropagacije vrste

Aronia melanocarpa ostvarile su na MS podlozi sa sva tri regulatora rasta (BA, IBA i GA3).

Ipak treba istaknuti da su istraživanja provele s pet puta nižom koncentracijom giberelinske

kiseline (0,1 mg dm-3) u odnosu na naše istraživanje.

Kane i sur. (1991) istražili su multiplikaciju crvenoplodne aronije (Aronia arbutifolia

(L.) Pers.) na podlozi WPM (Woody Plant Medium) koja je sadržavala citokinin BA, auksin

NAA te giberelin GA3. Pri nižoj koncentraciji BA (0,5 mg dm-3) stopa multiplikacije

crvenoplodne aronije na podlozi WPM bila je slična stopi multiplikacije crnoplodne aronije

koju smo zabilježili na podlozi MS (6,90 izdanaka po eksplantatu razvilo se na podlozi WPM;

6,62 na MS podlozi). Multiplikacija na podlozi MS s dodatkom 1,0 mg dm-3 BA bila je

dvostuko uspješnija od one izmjerene na podlozi WPM (6,20 izdanaka po eksplantatu razvilo

se na WPM; 12,62 na MS). S druge pak strane, viša koncentracija BA (1,0 mg dm-3)

pogodovala je stvaranju dužih izdanaka crvenoplopdne aronije na podlozi WPM (prosječna

dužina izdanaka na podlozi WPM iznosila je 1,93 cm; 1,50 cm na podlozi MS), dok je

dodatak BA od 0,5 mg dm-3 pogodovao stvaranju duljih izdanaka crnoplodne aronije na

podlozi MS (2,00 cm na MS; 1,09 cm na WPM). Prema tome, može se izvesti zaključak da

viša koncentracija citokinina BA povoljno utječe na multiplikaciju na podlozi MS, dok na

podlozi WPM povoljno utječe na dužinu izdanka aronije.

Rezultati provedenog istraživanja ukazuju na uspješnost umnažanja vrste Aronia

melanocarpa u uvjetima in vitro. S obzirom na nezahtjevnost ove vrste, nastavak istraživanja

usmjerila bih na određivanje minimalnih količina makro- i mikroelemenata te regulatora rasta

dovoljnih za uspješnu multiplikaciju crnoplodne aronije. To bi omogućilo isplativiju

komercijalnu proizvodnju ove iznimno nutritivno vrijedne voćke.
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Istraživanja provedena u okviru ovog diplomskog rada pokazuju da se vrsta Aronia

melanocarpa može uspješno umnožavati metodom bočnih pupova u uvjetima in vitro. Na

temelju dobivenih rezultata može se izvesti nekoliko zaključaka.

Površinska sterilizacija odsječaka grančice aronije uspješno je provedena s 5%-tnim

Izosanom® i 6%-tnom otopinom vodikovog peroksida.

Najpogodnija hranjiva podloga bila je podloga MS s punom koncentracijom

makroelemenata, a stopa umnažanja ovisila je o koncentraciji regulatora rasta (BA, GA3 i

IBA) u podlozi. Najbolji rezultati dobiveni su sa sljedećim koncentracijama regulatora rasta:

1,0 mg dm-3  BA, 0,5 mg dm-3 GA3, te 0,1 mg dm-3 IBA.

Razvoj kalusa bio je minimalan, ali ipak učestaliji na podlozi s IBA. Također su se

na podlozi s indol-3-maslačnom kiselinom češće razvijali korjenčići.

Ukupan broj izdanaka smanjuje se sa svakom sljedećom supkulturom. Na podlogama

s 0,5 mg dm-3 BA izdanci su bili duži nego na podlozi s 1,0 mg dm-3 BA.

Djelovanje auksina ovisi o prisutnosti ostalih regulatora rasta u podlozi (BA i GA3).

Kad je u podlozi bio prisutan 1,0 mg dm-3 BA, multiplikacija je bila uspješnija ako je bio

prisutan i IBA. Promatra li se uspješnost multiplikacije s obzirom na prisutstvo giberelina,

može se zaključiti da GA3 doprinosi stopi multiplikacije ukoliko je u podlozi prisutan i  IBA.
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