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ABSTRACT

Black chokeberry (Aronia melanocarpa Michx.) is a deciduous bush-like plant which
belongs to the Rosaceae family. The species was introduced in in vitro culture due to high
atioxidative activity of their fruits.

Rooting and subsequent acclimatization of black chokeberry has been investigated on MS
nutrient media containing different concentration of macronutrients (MS, 2 MS, % MS). The
highest rooting percentage (85.4%) and the best morphological characteristics were obtained on
¥» MS medium. Therefore, the research was continued on %2 MS, supplemented with auxins a-
naphthaleneacetic acid (NAA) or indole-3-butyric acid (IBA). Auxins NAA or IBA inhibited the
main root induction, but stimulated adventitious root formation from the callus. Maximum
adventitious rooting occured in shoots grown on ' MS containing 1.5 mg/L NAA (95.8%) or
1.0 mg/L IBA (100%). Acclimatization of in vitro rooted microcuttings was equally successful
(80-90%) in plants potted to commercial peat substrate (COMPO SANA) and mixture of pumice,
tenisit and peat (3:3:1). Aronia melanocarpa microcuttings without roots exhibited poor ex vitro
rooting and low acclimatization percentage (50-60%).
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SAZETAK

Crnoplodna aronija (Aronia melanocarpa Michx.) je listopadni grm iz porodice Rosaceae.
Zbog izvanrednih antioksidacijskih svojstava plodova, vrsta je uvedena u kulturu in vitro.

U ovom radu prikazani su rezultati istraZivanja zakorjenjivanja i aklimatizacije
crnoplodne aronije na hranjivoj podlozi MS s razli¢itim koncentracijama makroelemenata (MS,
Y2 MS i1 Y4 MS). Najveca stopa zakorjenjivanja (85,4%) te najbolje morfoloske znacajke biljaka
postignute su na podlozi Y2 MS. IstraZivanje je nastavljeno na 2 MS uz dodatak auksina o-
naftalenoctene kiseline (NAA) i indol-3-maslacne kiseline (IBA). Dodani auksini inhibirali su
stvaranje primarnog te potaknuli stvaranje adventivnog korijenja iz prethodno nastalog kalusnog
tkiva. Na podlozi s 1,5 mg/L NAA stopa adventivnog zakorjenjivanja iznosila je 95,8%, a na
podlozi s 1,0 mg/L IBA postotak adventivnog zakorjenjivanja iznosio je 100%. Aklimatizacija in
vitro zakorjenjenih biljaka bila je podjednako uspjesna (u 80-90% biljka) na komercijalnom
(COMPO SANA) i na pripremljenom supstratu (mjesavina pumice, tenisit i treseta u omjeru
3:3:1).

Zakorjenjivanje izdanaka ex vitro provedeno je na istim supstratima uz istovremenu
aklimatizaciju, te se pokazalo manje uspjesnim (u 50-60% biljaka) od aklimatizacije biljaka
prethodno zakorjenjenih u uvjetima in vitro (u 80-90% biljka).
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Zakorjenjivanje i aklimatizacija crnoplodne aronije
(Aronia melanocarpa Michx.) razmnoZene u uvjetima in vitro 1. UVOD

1.1. Aronia melanocarpa Michx. — porijeklo i rasprostranjenost

Nije poznato kada se uistinu pocelo s uzgojem ove nadasve zanimljive i ljekovite biljne
vrste. Medutim, pouzdano se zna da je u Europu stigla iz isto¢nog dijela Sjeverne Amerike.
Navodno su je prvi poceli upotrebljavati Sjevernoamericki Indijanci otkrivsi u njoj hranu i
lijek. Kako plodovi aronije dugo vremena ostaju u grmu i ne kvare se, Indijanci su se njima
hranili, plodove su susili i mljeli te mijesali sa Zivotinjskom maséu i osuSenim mesom. Zimi
su od osusenih plodova radili pogace, razne lijekove protiv Zelucanih i crijevnih tegoba te
proljeva. Osim zrelih plodova, kao lijek su upotrebljavali listove i koru aronije.

U pocetku se ova biljka uzgajala isklju¢ivo zbog dekorativnosti jer su njezini bijeli
cvjetovi jedni od najljepSih cvjetova nasih grmolikih biljaka, ¢ija rasko$ dolazi do izrazaja
tijekom mjeseca svibnja, kada aronija i cvate (Slika 1A i B). Sama cvatnja traje samo 5 do 6
dana. Zbog svega navedenog, ova biljka prvenstveno je bila poznata kao biljka s estetsko—

dekorativnim svojstvima, a tek kasnije otkrivena je njezina ljekovitost.

Slika 1. (A) Cvat i (B) cvijet aronije.

U jesen, njezini listovi poprimaju karakteristi¢cnu crvenu boju. Upravo zbog svoje
ljepote, 1972. godine crnoplodna aronija primila je nagradu Kraljevskog vrtlarskog udruzenja

u Engleskoj (www.aronija.com.hr).

Danas je aronija dobro poznata i priznata voéna vrsta u nekim podru¢jima Kanade i u
istocnom dijelu SAD-a do Floride, a u novije vrijeme se podiZu probne plantaze na podrucju
Ukrajine, Ceske, Bugarske, Njemacke i Skandinavije, te naroéito u Rusiji, Finskoj i Svedskoj
gdje je aronija, upravo zbog visokog stupnja otpornosti na niske temperature Siroko

rasprostranjena (Slika 2).


http://www.aronija.com.hr/
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Prije 20 godina u ve¢em broju posadena je i u Sloveniji, medutim, nije bila posebno

prihvacena prije svega zbog nepoznavanja ljekovitih svojstava koja nudi.

Aronija je novo voce koje se zbog svojih svojstava svrstava u prvorazredne
prehrambene namirnice danasnjice. Cesto se naziva i eko-bobiasto voée, a naveliko se

primjenjuje u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

1.2. Morfoloske znacajke vrste Aronia melanocarpa Michx.

Crnoplodna aronija (Aronia melanocarpa Michx.) je listopadni grm iz porodice ruza
(Rosaceae) koji odlikuje bujan rast. Pravilnom rezidbom moze se oblikovati kao manje drvo
(Slika 3A). Odlikuje se jajolikim, tamnozelenim kozastim listovima ¢ija duzina iznosi 8 cm, a

Sirina 5 cm. (Slika 3B). U jesen, listovi poprimaju posebnu zarko crvenu boju.

Slika 3. — (A) Sadnica aronije (Foto: S. Crnjevi¢), (B) tamnozeleni listovi aronije s nezrelim plodovima u
travnju (Foto: 1. Radosavljevic)
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Aronija je nezahtjevna i vrlo se lako prilagodava uvjetima na stanistu. Otporna je na
niske zimske temperature (do —47 °C) i zato je jo$ nazivaju ,,sibirskom borovnicom*. Otporna
je i na kasne proljetne mrazove, a moze rasti i u manje plodnom tlu koje ipak ne smije biti
previSe kamenito, mo¢varno ili preplitko. Podjednako dobro uspijeva u kontinentalnom i
mediteranskom podneblju. Ne ovisi previse o pH vrijednosti podloge, ne zahtjeva pretjeranu
njegu ni prskanje jer je otporna na nametnike i Stetnike, a nema ni znacajnijih bolesti pa se
nesmetano moze uzgojiti bez pesticida. U plodnoj, vlaznoj zemlji ili vrtu doseze visinu od 1,5
do3m.

Plodovi rastu u grozdovima, ne osipaju se, ve¢ ostaju na biljci i do 2 mjeseca (Slika
4A). U pocetku su crvene boje §to narocito privlaci kukce i péele. Dozrijevaju relativno brzo,
kroz 80-ak dana. Krajem kolovoza i po¢etkom rujna pocinju poprimati ljubicasto-crnu boju
(Slika 4B). Plod je boba promjera 1,5 cm i tezine 1 do 1,5 g. Plodovi se mogu jesti i sirovi, ali
zbog tipi¢no slatkasto-kiselkastog, pomalo trpkog okusa, najéesce se preraduju u sokove,
pekmeze, dzemove, kompote, jogurte i voéne slastice, likere, vina i dr. Zrele bobice mogu se
susiti ili zamrzavati te koristiti za kolace, peciva, kruh i ostale pekarsko-slastiarske proizvode
(Prilog 1).

T ]
N . &8 )
- ks ”:

Slika 4. — (A) Plodovi aronije na pocetku berbe i (B) u kasnu jesen.

Aronija se plantazno sadi u razmaku od 0,7 do 1 metar ¢ime se ostvaruju iznimno
visoki prinosi. Samoplodna je, rodi tre¢e godine nakon sadnje i ostvaruje prinos od 10 do 15
kg po grmu, a njezina puna produktivnost traje nesto vise od 20 godina. Svakih nekoliko
godina potrebno je prorijediti starije grane, jer ukoliko se ne prorijede, smanjuje se koli¢ina
svjetlosti koja dopire do njih, a time i produktivnost same biljke (www.borovnicaunas.hr).
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1.3. Aronija - lijek buduénosti?

Ve¢ 1980. godine ruski znanstvenici su poceli proucavati ljekovita svojstva aronije.
Plodove aronije su ubrali na 17 000 ha za masovnu proizvodnju dzemova, sokova i vina na
podru¢ju Rusije (Jeppsson, 2000).

Otkrili su da zreli plodovi aronije ljekovito djeluju na gastrointestinalni sustav.
Povoljno djeluje na jetru pomazuci joj da neutralizira Stetne produkte, stimulira njenu
regeneraciju, poti¢e izluCivanje zu¢i te smanjuje upale uzrokovane zucnim kamencima,
zucnim pijeskom ili Zuticom. U Zelucu i crijevima smiruje gréeve i bolove te upalu sluznice,
zaustavlja dijareju. Aronija pomaze kod Se¢erne bolesti tako da smanjuje razinu Sec¢era u krvi,
pomaze u bolestima Stitne zlijezde te guSavosti, poboljsava i regulira rad hormona Stitnjace te
jaca imunoloski sustav.

Istrazivanja su pokazala da poboljsava vensku cirkulaciju krvi, smanjuje visoki krvni
tlak, poboljsava cirkulaciju krvi u mozgu i o¢ima zbog ¢ega pomaze kod glavobolje i migrene
te poboljsava vid. Takoder, niz istrazivanja ruskih znanstvenika pokazala su da aronija
pospjesuje izlu¢ivanje teskih metala kao i nekih radioaktivnih elemenata iz tijela. Upravo su
je zbog toga koristili u velikoj mjeri nakon nuklearne katastrofe u Cernobilu kada su plodovi
aronije koriSteni za ublazavanje zdravstvenih tegoba ozracenih ljudi. Aronija je, zbog svog
preventivnog i ljekovitog svojstva plodova svrstana medu ljekovito bilje.

Zreli plodovi aronije sadrze veliku koli¢inu antocijana (biljni pigmenti koji aroniji daju
plavo-ljubicasto obojenje, Slika 5), fenola (biljni spojevi koji sadrze hidroksilnu skupinu na
aromatskom prstenu) 1 tanina (fenolni polimeri koji imaju obrambena svojstva)

(www.wikipedia.com).

Slika 5. — Tamna boja plodova potjece od antocijana
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Antocijani $tite animalne i humane stanice od oksidacijskog ostecenja i kancerogene
degeneracije. Raznim istrazivanjima otkriveno da je u 100 g svjezih bobica sadrzano od 725-
800 mg (Jeppsson, 2000) do 1480 mg antocijana (www.aronija.com.hr) sto je medu najve¢im
vrijednostima izmjerenim u biljkama. 1z podataka istrazivanja koje je provelo Ministarstvo
poljoprivrede SAD-a (United States Department of Agriculture, USDA) jasno je vidljivo da je
koli¢ina antioksidanasa u aroniji znatno veca nego u popularnijim namirnicama kao $to su

brusnica ili kupina (Slika 6; www.antioxidant-fruits.com).

18
16
14
12
10

Antioksidacijski kapacitet
( mmol/100g)

o N B~ OO ©©

AronijaBrusnica Kupina Sljiva Malina Jagoda Jabuka Tre$nja

Slika 6 — Antioksidacijski kapacitet pojedinih vrsta iz porodice Rosaceae

Fenoli koje sadrzi aronija pospjeSuju zarastanje rana, odstranjuju toksine iz tijela,
smanjuju upale 1 visok krvni tlak, povecavaju elasti¢nost krvnih Zila te sprecavaju njihovo
Zacepljenje.

Zreli plodovi sadrze i veliku koli¢inu karotena (narancasto do crveno obojeni pigmenti
topivi u mastima) koji stite kozu od opasnih opeklina sunca te pozitivno djeluju na stanice oka
sprecavajuci nastanak sive mrene.

U plodovima aronije sadrzana je velika koli¢ina vitamina (A, C, P, By, Bg, By, B1a, E,
proA) i minerala (Ca, Fe, Mo, Mn, Cu, I, Co, K, P). Zbog svega navedenog, plodovi aronije i
njezini pripravci (sokovi, vina, dzemovi itd.) preporucaju se bolesnicima oboljelim od raka,

bolesnicima podvrgnutim tezim operacijama i svima koji su preboljeli neku bolest.
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1.4. RazmnoZavanje aronije u kulturi biljnog tkiva

Dugo godina kultura biljnog tkiva smatrala se kao "posebna oblast", odnosno odvojena
od drugih znanstvenih disciplina. Medutim, danas ona pruza Sirok spektar tehnologija s
mnostvom disciplina, od propagacije i konzervacije do genetickih manipulacija i razvijanja
biotehnologija za otkrivanje farmaceutskih proizvoda (Ruzi¢ i Cerovi¢, 2002). Mozemo reci
da kultura in vitro predstavlja najmocnije oruzje moderne genetike i molekularne biologije u
cilju istrazivanja rasta i razvoja biljaka te biokemije i fiziologije njihovih sekundarnih
metabolita (Mededovi¢ i Ferhatovi¢, 2003).

Kultura biljnih stanica i tkiva je metoda laboratorijskog uzgoja stanica, tkiva, organa i
¢itavih organizama na umjetnim hranjivim podlogama i u aseptickim (sterilnim) uvjetima
(Jelaska, 1994). Cesti sinonim za kulturu biljnog tkiva je mikropropagacija (Ruzi¢ i Cerovié,
2002), a temelji se na totipotentnosti biljnih stanica koje zadrzavaju latentni kapacitet
regeneracije biljke (George i Sherrington, 1984). Sam naziv in vitro oznacava uzgoj kultura u
staklenim ili prozirnim plastiénim posudama. Postupak osigurava vrlo brz proces dobivanja
velikog broja biljaka, koje su istovjetne po razvoju, rastu i genetiCkom potencijalu vrste
(Pintaric¢, 2008).

U kulturi biljnog tkiva bitno je izabrati odgovaraju¢u hranjivu podlogu jer njezin
sastav, kao 1 sastav biljnih hormona (regulatora rasta) uvelike utjeCe na rast izdanaka.
Dodavanjem potrebnih tvari u odgovaraju¢em obliku 1 kombinacijama omoguceno je
ostvarivanje kultura gotovo od svakog dijela biljnog tijela (Jelaska, 1994). Sve hranjive
podloge sadrze mineralne soli, ugljikohidrate kao izvor energije (najéesce saharozu), vitamine
(B1, Bs i nikotinska kiselina) i regulatore rasta koji zadovoljavaju prehrambene i fizioloske
potrebe stanica u kulturi. Naj¢esc¢a podloga koja se koristi je podloga po Murashige i Skoogu
(MS, Murashige i Skoog, 1962) koja se uspjesno primjenjuje za velik broj kultura. Ona se
razlikuje od ostalih podloga po visokom sadrzaju nitrata, kalija i amonijevih iona.

Bitnu ulogu u kulturi biljnog tkiva imaju regulatori rasta (auksini, giberelini,
citokonini, etilen i apscizinska kiselina; Pevalek-Kozlina, 2002). O vrsti i namjeni kulture
ovisi koji ¢e se regulatori rasta, i u kojoj kombinaciji, dodavati.

Dodavanje auksina poti¢e stvaranje kalusa (tkivo koje nastaje neorganizirano
proliferacijom stanica na segmentu biljnog organa — eksplantatu; Jelaska, 1994). Ako se
kultura postavlja radi morfogeneze, najcesce se radi kombinacija auksina (NAA) i citokinina

koji, opcenito, poticu stani¢no dijeljenje i organogenezu. Veca koncentracija auksina i manja
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koncentracija citokinina poti¢u razvoj korijena, dok manja koncentracija auksina i veca

koncentracija citokinina potic¢u razvoj izdanaka (Vorkapi¢-Furac, 2008).

1.4.1. Uvodenje aronije u uvjete in vitro

Najvaznije je u ovoj fazi dobiti sterilni eksplantat (meristem, vegeacijski vrsak, bo¢ni
pup i dr., Jelaska, 1994). Povrsinska sterilizacija eksplantata koji se uvodi u kulturu izvodi se
tako da se tretiraju sredstvom za povrSinsku sterilizaciju. NajcesSce se koristi 10% otopina
varikine koja sadrzi 4-6% natrijevog hipoklorita.

Povrsinska sterilizacija vr$i se u specijalnom radnom prostoru sa sterilnim strujanjem
zraka. Za uspjesnost povrsinske sterilizacije izuzetno je vazno da biljni materijal bude svjez

(Pintaric¢, 2008).

1.4.2. UmnoZavanje izdanaka aronije u uvjetima in vitro

Glavna je svrha ove faze posti¢i umnozavanje ekspantata bez gubitka geneticke
stabilnosti (Jelaska, 1994). Umnozavanje se obavlja na razli¢ite nacine, a koji ¢e nacin biti
upotrijebljen ovisi 0 svakom specifi¢cnom slu¢aju, o bioloskim ograni¢enjima vrste i 0 Stopi
umnozavanja potrebnoj za dobivanje Zeljenog broja biljaka.

Prilagodba sastava hranjive podloge, a osobito sastava hormona i njihove medusobne
ravnoteze, obi¢no je najvaznija U regulaciji umnozavanja i regeneracije u uvjetima in vitro
(Jelaska, 1994).

1.4.3. Zakorjenjivanje izdanaka aronije uzgojenih u uvjetima in vitro

Kultura in vitro je metoda kojom dobivamo veliki broj biljaka od pocetnog eksplantata.
Kako bi dobili potpunu i funkcionalnu biljku, na umnozenim izdancima je potrebno potaknuti
stvaranje korijena. Indukcija korijena je vrlo vazna faza koja, kod nekih vrsta, moze Ciniti
velike probleme.

Stvaranje korijena de novo slozen je mehanizam. Zasto se neke vrste zakorjenjuju lako,
a druge s velikim poteSko¢ama, pitanje je na koje se joS uvijek ne zna pravi odgovor. Jelaska
(1994) navodi niz ¢imbenika koji utjeCu na zametanje i rast korijena u uvjetima in vitro:

() starost i razvojni stadij biljke (stvaranje korijena lakse je u juvenilnom materijalu i u

biljaka koje se razmnozavaju vegetativno u odnosu na one koje se razmnozavaju spolno)
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(1) vanjski utjecaji — Kisik, svjetlost, temperatura (u agarskoj podlozi nema dovoljno kisika
pa se izdanci bolje zakorjenjuju in vitro nego ex vitro; svjetlost opCenito ima negativan
utjecaj na zametanje korijena $to znaci da se izdanci u mraku lakse zakorjenjuju od onih
na svjetlosti; visa temperatura pogoduje boljem zametanju adventivnog korijenja)

(1) mineralne soli (potreba za makroelementima i mikroelementima ovisi 0 pri¢uvnim
tvarima koje sadrzi eksplantat)

(IV) SeCer (za stvaranje adventivnog korijenja U vecem broju vrsta potrebne su velike
koncentracije Secera)

(V) regulatori rasta (vecini biljaka za uspjeSno zakorjenjivanje potrebna je prisutnost
auksina; najcesce se za zeljaste biljke upotrebljava slabi akusin 1AA, dok su za
drvenaste vrste potrebne vise koncentracije djelotvornijih auksina poput IBA i NAA.
Citokinini, giberelini 1 apscizinska kiselina ve¢inom koce indukciju adventivnog
korijenja.)

(V1) pH vrijednost (iako utjecaj pH vrijednosti jo$ nije detaljno istrazen, neke vrste poput

borovnice vise vole nizi pH)

1.4.4. Aklimatizacija aronije uzgojene u uvjetima in vitro

Biljke koje su uzgojene u uvjetima in vitro dosta se razlikuju od biljaka koje su
uzgojene na klasi¢an nacin u prirodnim uvjetima. Biljke iz epruvete imaju slabo razvijenu
kutikulu $to je uzrokovano visokom vlagom u posudama za kultiviranje. Taj nedostatak
uzrokuje velik gubitak vode isparavanjem kroz kutikulu kada se biljke jednom prenesu u
supstrat tj. u uvjete gdje je atmosferska vlaga mnogo niza (Jelaska, 1994). Takoder, listovi
biljaka uzgojenih in vitro vrlo su njezni i tanki te ne mogu dovoljno fotosintetizirati. Puci ne
funkcioniraju normalno, najces¢e su otvorene Sto uzrokuje velik gubitak vode u prvim satima
aklimatizacije. lako su biljke u uvjetima in vitro fotoautotrofne, one se djelomi¢no
prehranjuju heterotrofno. Presadivanjem u supstrat moraju preéi na potpuno fotoautotrofan
nacin zivota (odvijanje normalne fotosinteze) $to za njih predstavlja odredeni stres.

Aklimatizacija opcenito predstavlja postepene odgovore organizma tijekom prilagodbe
zivotu u novom okruzenju ili na novonastale promjene u starom okruzenju. Aklimatizacija
biljaka uzgojenih u uvjetima in vitro na uvjete ex vitro postize se tako da se biljke postepeno
privikavaju na smanjenje relativne vlaznosti zraka. Biljke koje se prenose iz uvjeta in vitro
moraju se redovito oroSavati kako bi se postigla kontrolirana atmosferska vlaznost.

Posljednjih godina u industrijskom mikrorazmnoZavanju biljaka sustavi oroSavanja ili
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stvaranja magle postaju opcenito prihvaceni u aklimatizaciji biljaka (Jelaska, 1994). Takoder,
biljke su podvrgnute slabijem intenzitetu svjetlosti i nizoj temperaturi.

Korijenje koje se zametnulo i razvilo u uvjetima in vitro vec¢inom je ranjivo i ne
pokazuje pravilno funkcioniranje u uvjetima ex vitro pa Cesto mora biti zamijenjeno
korijenom koje se stvara u odgovaraju¢em supstratu (Jelaska, 1994). Kod nekih biljnih vrsta
izdanci se prenose izravno u umjetni supstrat gdje se zakorjenjuju ¢ime se Stedi vrijeme i
novac.

Svakodnevno se na trziStu pojavljuju novi supstrati koji omogucuju bolje
prezivljavanje i lak$i uzgoj biljaka proizvedenih u uvjetima in vitro. Naj¢eS¢e su to razni
univerzalni supstrati za sobno i balkonsko bilje koji poboljsavaju rahlost zemlje, blago kisele
do neutralne pH vrijednosti (6,5 — 7). Sastav im je ve¢inom mjeSavina treseta (bijelog i crnog)
i usitnjenog vulkanskog kamenja (perlit, pumice) uz dodatak prirodnih organskih gnojiva te
makro- (C, N, P4O19, K;0) i mikroelemenata (Cu, Zn, Mo, Ni, Cd, Pb, Cr, Hg, Co, Ar).

1.5. Dosadasnja istraZivanja vrste Aronia melanocarpa Michx.

Aronija je tek nedavno privukla vecu pozornost te je joS nedovoljno istrazena.
Jeppsson (2000) je proucavao kako se tijekom godina mijenja koli¢ina antocijana U
vegetativnim biljkama i plodovima. Litwinczuk (2002) je razmnozavao aroniju u uvjetima in
vitro na krutoj i tekuc¢oj (2-faznoj) hranjivoj podlozi pri ¢emu je istrazivao kako dodatak
aminokiselina (arginina i kazeina) te auksina (IBA) utjece na zakorjenjivanje.

Dr. David Siegler na Sveucilistu u Illinoisu trenutno je ukljucen u istrazivanje vezano
za procjenu utjecaja aronije na zdravlje, dok dr. Bernardine Strik u Odjelu za istrazivanje
North Willamette u Oregonu proucava varijetete aronije da bi odredio koji ima najbolju
kvalitetu i produktivnost. Tom Plocker u Minnessoti eksperimentirao je mijeSanjem aronije da
bi poboljSao boju, stupanj tanina i Se¢era u vinu napravljenom od grozda, a takoder je
isprobavao europsku metodu cijepljenja mladica aronije na panjeve oskoruse (Sorbus

domesticus) (www.borovnicaunas.hr).
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Cilj istrazivanja je bio uspostaviti sustav brzog i ucinkovitog zakorjenjivanja izdanaka
crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa Michx.) razmnozenih u uvjetima in vitro i njihove
aklimatizacije na uvjete ex vitro. U tu svrhu istrazeno je zakorjenjivanje u uvjetima in vitro na
hranjivoj podlozi MS s razli¢itom koncentracijom makroelemenata (MS, 2 MS 1 ¥4 MS) te
razli¢itim koncentracijama NAA i IBA (0; 1,0; 1,5 i 2,0 mg/L) ili bez hormona. Zakorijenjeni
izdanci presadeni su u dva razlicita supstrata (komercijalni COMPO SANA i pripremljeni —
mjeSavina tenisita, pumice 1 treseta) u svrhu odredivanja postupka za Sto uspjesSniju
aklimatizaciju. Takoder je istrazena mogucnost istovremenog zakorjenjivanja i aklimatizacije

izdanaka aronije u uvjetima ex vitro na supstratima koristenim za aklimatizaciju.

12
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3.1. BILINI MATERIJAL

Pocetni eksplantati dobiveni su uvodenjem steriliziranih bo¢nih pupova grancica aronije
(Aronia melanocarpa Michx.) u kulturu in vitro. Povrsinska sterilizacija provedena je s ciljem
da se sa povrSine eksplantata biljke uklone mikroorganizmi koji bi, prilikom uvodenja
eksplantata u kulturu in vitro, mogli kontaminirati hranjivu podlogu (Pintari¢, 2008).

U istrazivanju zakorjenjivanja i aklimatizacije kao biljni materijal koriSteni su izdanci

crnoplodne aronije prethodno umnoZeni u uvjetima in vitro.

3.2. METODE

3.2.1. Zakorjenjivanje izdanaka aronije u uvjetima in vitro i aklimatizacija

Preliminarni pokusi zakorjenjivanja u uvjetima in vitro su provedeni na podlozi MS
(Murashige i Skoog, 1962; Tablica 1) s punom (MS), polovicnom (2 MS) te Y
koncentracije makroelemenata (4 MS). Najpovoljnijom se pokazala podloga !~ MS koja je
koriStena za daljnja istrazivanja. Osnovnoj podlozi dodavala sam 8 g/L agara i 30 g/L
saharoze te razlicite koncentracije auksina IBA i NAA (0; 1,0; 1,51 2,0 mg/L). Svaki pokus je
proveden u 24 replike (po 12 u 2 neovisna pokusa).

Vrijednost pH hranjive podloge podesila sam na 5,7. Podlogu sam razlila u epruvete (30
x 120 mm), zacepila vatom i aluminijskom folijom te autoklavirala 18 minuta pri tlaku 0,15
MPa i1 temperaturi od 120 °C. Nakon autoklaviranja hranjive podloge su Cuvane u sterilnoj
komori do pocetka pokusa.

Laboratorijski pribor sam sterilizirala autoklaviranjem pri tlaku 0,15 MPa i temperaturi
od 120 °C u trajanju od 45 minuta, a metalni pribor (skalpeli, pincete) neposredno prije
upotrebe uranjanjem u 96%-tni etanol i spaljivanjem na plameniku.

Pojedinacne izdanke sam nasadivala u epruvete u aseptickim uvjetima u komori s
horizontalnom strujanjem sterilnog zraka (laminar). Kulture sam inkubirala u klima-komori
na temperaturi 24 + 2°C uz 16-satno osvjetljenje bijelom svjetlos¢u od 40 W (fluorescentne

cijevi, 80 pE m?s™).
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Tablica 1. - Sastav osnovne hranjive podloge MS, kojoj je dodano 30 g/L saharoze i 8 g/L agara.

MAKROELEMENTI mg/L uM
KNO; 1900 18,80
NH4NO; 1650 20,60
CaCl,; x 2 H,O 440 2,99
KH2PO4 170 1,25
MgSO4 x 7 H,0O 370 1,50
MIKROELEMENTI

H3BO3 6,2 100,0

CoCl; x 6 H,0O 0,025 0,1

KI 0,83 5,0

Na;MoO4 x 2 H,0 0,25 1,0

CuSO4x5 H,O 0,025 0,1
MnSO,x 4 H,0 22,3 100,0
ZnSO4 x 7 H,0 8,6 29,9
Na,EDTA 37,3 100,0
FeSO, x 7 H,0 27,8 100,0

ORGANSKI DODACI

glicin 2,0 26,6
m-inozitol 100,0 550,0

nikotinska kiselina 0,5 4,1
piridoksin - HCI 0,5 2,4

tiamin - HCI 0,1 0,3
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Nakon zakorjenjivanja, biljke s najbolje razvijenim korijenjem prebacene su iz epruveta
(uvjeti poviSene vlaznosti zraka) U uvjete ex vitro (atmosferski uvjeti vlaznosti zraka).
Zakorijenjene biljke sam izvadila iz epruveta, isprala destiliranom vodom, osusila izmedu
listova filtar papira te posadila u supstrat. Kao supstrate koristila sam komercijalni supstrat
COMPO SANA (kvalitetna zemlja za sobno i balkonsko bilje, pH 5,5 — 6,5; COMPO GmbH
& CO, Njemacka) i mjesavinu supstrata (tenisita (ciglena prasina za teniska igralista), pumice
i perlita). Supstrat sam stavila u Petrijeve posude (60 x 220 mm). U svaku posudu posadila
sam po 12 biljaka te ih pokrila poklopcem. Pokus sam ponovila dva puta. Biljke su nakon
nasadivanja na supstrate inkubirane u klima-komori pri temperaturi 20 £ 2°C uz 16-satno
osvjetljenje bijelom svjetlos¢u od 40 W (fluorescentne cijevi, 80 uE m?s™).

Postupak aklimatizacije proveden je po sljede¢em protokolu:

1. prvi tjedan posude su bile otklopljene 1-2 h dnevno

2. drugi tjedan posude su bile otklopljene 3-4 h dnevno

3. treci tjedan posude su bile otklopljene 7-9 h dnevno

4. etvrti tjedan posude su bile stalno otklopljene

Tijekom postupka aklimatizacije biljke su svakodnevno prskane destiliranom vodom.
3.2.2. Zakorjenjivanje izdanaka aronije u uvjetima ex vitro i aklimatizacija

Osim u uvjetima in vitro, zakorjenjivanje sam provela i u uvjetima ex vitro. Umnozene
izdanke aronije bez korijena izvadila su iz epruveta, isprala destiliranom vodom i osusila
izmedu listova filtar papira. Neposredno prije nasadivanja na istraZivane supstrate, bazu
izdanka uronila sam u komercijalni supstrat za zakorjenjivanje Seradix B (Kwizda, Austria).

Kao supstrate u pokusima zakorjenjivanja ex vitro koristila sam komercijalni supstrat
COMPO SANA ( kvalitetna zemlja za sobno i balkonsko bilje, pH 5,5 — 6,5; COMPO GmbH
& CO, Njemacka) i mjesavinu supstrata (tenisita, pumice i treseta).

Po 24 biljke (12 u 2 neovisnha pokusa) nasadila sam u Petrijeve posude (60 x 220 mm) te
ih pokrila poklopcem. Biljke su nakon nasadivanja na supstrate inkubirane u klima-komori pri
temperaturi 20 + 2°C uz 16-satno osvjetljenje bijelom svjetlos¢u od 40 W (fluorescentne
cijevi, 80 pE m?s™).

Postupak aklimatizacije bio je jednak kao za biljke dobivene u uvjetima in vitro, a
tijekom postupka zakorjenjivanja i aklimatizacije biljke su svakodnevno prskane destiliranom

vodom.
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3.2.3. Statisti¢ka obrada rezultata

Svaki rezultat aritmeticka je sredina 24 replike dobivene iz 2 neovisna pokusa.
Odstupanje od aritmeticke sredine izrazeno je kao standardna pogreska.

Za statisticku analizu podataka koristila sam analizu varijance (ANOVA) i Newman-
Keulsov test za utvrdivanju znacajnosti razlika izmedu pojedinih tretmana na razini P < 0,05.

Analize sam izvela pomocu ra¢unalnog programa Statistica 8.0. (Stat Soft Inc., SAD).
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4.1. Odabir osnovne hranjive podloge

Prethodno multiplicirane izdanke vrste Aronia melanocarpa Michx. nasadivala sam na
hranjivu podlogu MS koja je sadrzavala (I) punu koncentraciju makroelemenata — podloga
MS, (I) polovi¢nu koncentraciju makroelemenata — podloga 2 MS i (III) % koncentracije
makroelemenata - podloga 2 MS .

Rezultati su pokazali da zakorjenjivanje izdanaka ovisi 0 koncentraciji
makroelemenata u hranjivoj podlozi (Slika 7). Najvisi postotak zakorjenjenih izdanaka uocila
sam na %2 MS podlozi (85,4%). Na podlozi koja je sadrzavala 4 makroelemenata (Y4 MS)
uspjesno se zakorjenilo 80% izdanaka. Na podlozi s punom koncentracijom makroelemenata
zabiljezen je najmanji postotak zakorjenjivanja (78,4%).

Usporedujuc¢i morfoloske karakteristike zakorjenjenih biljaka na sve tri istraZivane

podloge, najrazvijenije su bile biljke uzgajane na 2 MS podlozi (Tablica 2).

Tablica 2. — Usporedba morfoloskih znacajki zakorjenjenih biljaka na tri istrazivane podloge

MS ¥ MS Ya MS
DuZina izdanka 2,5¢cm 3-35cm 25-3cm
Velicina listova 1x1,8cm | 15x1cm| 15x1cm
Razvoj kalusa ne ne ne
Duzina primarnog korijena 2-4cm 4cm 3-4cm
Razvoj adventivnog korijena ne ne ne

100 BPK
S —=
2
§ 60
5 40
g
< 20

0
MS 1/2 MS 1/4 MS
Podloge

Slika 7. - Stvaranje primarnog (PK) i adventivnog (AK) korijenja u izdancima aronije tijekom 2 supkulture na
hranjivim podlogama MS, 2 MS i 4 MS. Rezultati predstavljaju srednju vrijednost (n=24), a

standardne pogreske iznose do 10% srednjih vrijednosti
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Visi postotak zakorjenjivanja te bolje morfoloske znafajke zakorjenjenih biljaka na 2 MS
(Slika 8) bile su smjernica za daljnje istrazivanje zakorjenjivanja, koje je nastavljeno na 2 MS

podlozi uz dodatak razli¢itih koncentracija auksina NAA i IBA.

A B G

Slika 8. - Morfoloske znacajke zakorjenjenih izdanaka aronije nakon uzgoja na hranjivim podlogama MS (A),
%> MS (B)i% MS (C).

4.2. Zakorjenjivanje izdanaka aronije u uvjetima in vitro

Stvaranje primarnog i adventivnog Kkorijenja u uvjetima in vitro pratila sam na

prethodno umnozenim izdancima aronije, koje sam nasadila na 2 MS podlogu uz dodatak

auksina NAA (1,0; 1,51 2,0 mg/L) i IBA (1,0; 1,51 2,0 mg/L) ili bez auksina.

Nakon 30 dana uzgoja na 2 MS podlozi bez dodatka NAA u 85,4% biljaka uoceno je
dobro razvijeno primarno korijenje. Dodatak NAA u podlogu rezultirao je potpunim

odsustvom primarnog korijenja (Slika 9).
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Slika 9. Razvoj primarnog korijenja na %2 MS podlozi s dodatkom razli¢itih koncentracija NAA

Za razliku od primarnog, adventivno Korijenje razvijeno iz kalusnog tkiva bilo je
prisutno samo na izdancima aronije uzgojenih na podlozi koja je sadrzavala NAA.
Adventivno se korijenje najobilnije stvaralo na podlozi s dodatkom 1,5 mg/L NAA (u 95,8%

izdanaka; Slika 10). U prosjeku se razvilo od 3 do 8 adventivnih korijené¢i¢a duzine 0,4 do 0,7
cm.

140 -
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< 120 - ¢
=) b b
S 100 -
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o
S 60 -
2 40
>
2 3
e 20 A I
o
< 0
0 1 1,5 2

NAA mg/L

Slika 10. Razvoj adventivnog korijenja na ¥%» MS podlozi s dodatkom razli¢itih koncentracija NAA
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«g

s

K A“’ﬂ
S

Slika 11. Razvoj adventivnog korijenja iz kalusa na izdancima aronije uzgojene na podlozi (A) Y2 MS + 1 mg/L

NAA, (B) % MS + 2 mg/L NAA, (C) % MS + 1,5 mg/L NAA, (D) % MS + 2 mg/L NAA
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Takoder je istrazeno zakorjenjivanje prethodno umnoZenih izdanaka aronije na 2 MS
podlozi uz dodatak IBA (1,0; 1,51 2,0 mg/L).

Sli¢no kao u tretmanu s NAA, stvaranje primarnog korijenja bilo je prisutno samo na
izdancima koji su rasli na podlozi bez IBA. Dodatak IBA u hranjivu podlogu u potpunosti je

inhibirao stvaranje primarnog korijenja (Slika 12).
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Slika 12. Razvoj primarnog korijena na %2 MS podlozi s dodatkom razli¢itih koncentracija IBA

Razvitak adventivnog korijenja iz kalusa bio je prisutan samo na podlogama s
dodatkom IBA (Slika 13). Najobilnije stvaranje adventivnog korijenja uoceno je na
izdancima uzgojenim na podlozi s 1 mg/L IBA (100%), gdje su se iz kalusnog tkiva
razvili korjenci¢i duZine oko 1 cm. Razvoj adventivnhog korijenja na podlogama s

vec¢om koncentracijom IBA bio je manji (70-80%), a korjenci¢i kraci (4-7 mm).
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Slika 13. Razvoj adventivnog korijena na podlozi %2 MS s dodatkom razli¢itih koncentracija IBA
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4.3. Aklimatizacija aronije zakorijenjene u uvjetima in vitro

Biljke s dobro razvijenim Kkorijenovim sustavom presadene su iz sterilnih uvjeta in
Vitro u univerzalni supstrat za cvjetajuce biljke (COMPO SANA, pH 5,5 — 6,5). Biljke su
pazljivo izvadene iz agara, isprane destiliranom vodom, osuSene izmedu listova filtar papira te
posadene u Petrijeve posude sa supstratom i poklopljene. Kako biljke uzgojene u uvjetima in
Vvitro nemaju dobro razvijenu kutikulu, stomatalni aparat i korijenske dlacice, potrebno ih je
postepeno navikavati (aklimatizirati) na uvjete ex vitro. To je postignuto postepenim
uklanjanjem poklopca. Otvaranje poklopca bilo je kontrolirano i vremenski se produljivalo
svakog tjedna. Biljke su svakodnevno prskane destiliranom vodom. Iz Slike 14. vidljivo je da
su se biljke dobro aklimatizirale na atmosferske uvjete vlaznosti zraka. Cak 80-90% biljaka
uspjes$no je aklimatizirano na uvjete ex vitro, neovisno o podlozi na kojoj su prethodno

uzgojene (Slika 15).
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Slika 14. Aklimatizacija biljaka zakorjenjenih u uvjetima in vitro. Zakorjenjene biljke nasadene su na
univerzalni supstrat COMPO SANA. Rezultati predstavljaju srednju vrijednost aklimatizacije + SE
(n=24).
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Slika 15. Aronija neposredno nakon sadnje u supstrat (a), te nakon 2 (b) i 4 tjedna (c) aklimatizacije

Biljke su, osim u Cisti tresetni supstrat COMPO SANA, posadene i u mjeSavinu
usitnjenog vulkanskog kamena (pumice), treseta i tenisita (ciglena praSina za teniska
igraliSta), u omjeru 3:3:1 (Slika 17). Postupak aklimatizacije zakorijenjenih biljaka proveden
je isto kao i na tresetnom supstratu. Iz Slike 16. vidljivo je da je, bez obzira na kojoj hranjivoj
podlozi je biljka zakorjenjena u uvjetima in vitro, veliki broj biljaka uspjesno aklimatiziran na
uvjete ex vitro (80-90%).
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Slika 16. Aklimatizacija zakorjenjenih biljaka uzgojenih in vitro na smjesi pumice, treseta i tenisita. Rezultati

predstavljaju srednju vrijednost aklimatizacije + SE (n=24).

Slika 17. Aklimatizacija zakorjenjenih biljaka na smjesi pumice, treseta i tenisita nakon tjedan dana (a) i

nakon 4 tjedna (b)

4.4. Zakorjenjivanje izdanaka aronije u uvjetima ex vitro i aklimatizacija

Osim aklimatizacije zakorjenjenih izdanaka, pokusala sam istovremeno zakorijeniti i
aklimatizirati izdanke aronije uzgojene u uvjetima in vitro. Izdanci su izvadeni iz agara,
isprani destiliranom vodom te osuSeni izmedu listova filtar papira. Baza izdanka je uronjena u
supstrat za zakorjenjivanje (Seradix B) te su izdanci posadeni u Petrijeve posude na tresetni

supstrat (COMPO SANA) ili smjesu pumice, treseta i tenisita (3:3:1) i poklopljeni.
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Postupak aklimatizacije proveden je na isti nac¢in kao 1 kod biljaka s razvijenim korijenom.

Biljke su svakodnevno prskane destiliranom vodom.

Postupak istovremenog zakorjenjivanja 1 aklimatizacije prethodno umnozenih
izdanaka bio je podjednako ucinkovit kod svih izdanaka, neovisno o tome na kojoj su

hranjivoj podlozi bili uzgojeni (Slika 18 i 19).
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Slika 18. Istovremeno zakorjenjivanje i aklimatizacija izdanaka bez korijena na tresetnom supstratu COMPO

SANA. Rezultati predstavljaju srednju vrijednost aklimatizacije + SE (n=24).

Slika 19. (A) Biljke aronije istovremeno zakorijenjene i aklimatizirane nakon 4 tjedna. (B) Potpuno

aklimatizirane biljke nakon 2 (lijevo), 4 (u sredini) i 6 (desno) tjedana.
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Istovremeno zakorjenjivanje i aklimatizacija bili su uspje$ni i na mjeSavini pumice,
treseta i tenisita. Nakon 4 tjedna 50-60% biljka se u potpunosti prilagodilo na atmosferske

uvjete vaznosti zraka (Slike 20 1 21).
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Slika 20. - Zakorjenjivanje i aklimatizacija biljaka bez korijena na mje$avini pumice, treseta i tenisita

=—

Slika 21. Istovremeno zakorijenjeni i aklimatizirani izdanci aronije na smjesi pumice, treseta i tenisita nakon 2

(A) i4tjedna (B).

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je istovremeno zakorjenjivanje i aklimatizacija

bilo manje ucinkovito (50-60%) od postupka aklimatizacije ve¢ zakorjenjenih izdanaka (80-
90%).
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Metoda mikropropagacije temelji se na totipotentnosti biljne stanice te zadrzavanju
latentnog kapaciteta regeneracije biljke (George i Sherrington, 1984). Cilj kulture biljnoga
tkiva je uzgoj stanica, organa ili Citavih biljaka na hranjivim podlogama u aseptickim
uvjetima in vitro (Jelaska, 1994). Zbog velike brzine razmnozavanja tijekom cijele godine u
kontroliranim uvjetima rasta, mikropropagacija nudi gotovo savrSeno rjeSenje za suvremenu
rasadnicku proizvodnju (Pintari¢, 2008). Mikropropagacija je u prednosti pred tradicionalnim
metodama razmnozavanja posebice kada se radi o uzgoju ,.teSkih* te rijetkih i ugrozenih

vrsta, elitnih klonova sa superiornim rastom, otporno$¢u na bolesti i stres.

Metode mikropropagacije za brojne vrste vocaka iz roda Prunus (porodica Rosaceae)
razradene su ve¢ u prvoj polovici 70-ih godina 20. stolje¢a. Za njihov uzgoj u uvjetima in
vitro Kkoristi se uglavhom podloga MS koja sadrzi punu koncentraciju makro- i
mikroelemenata, 3% saharoze i 0,8% agara (Walkey i Pink, 1988). Ipak, za pojedine vrste

preporucuje se smanjenje koncentracije makroelemenata (George i Sherrington, 1984).

U svojem sam istrazivanju usporedila uspjesnost zakorjenjivanja crnoplodne aronije na
podlozi MS s punom, polovi¢nom i sa svega 25% koncentracije makroelemenata. Petrovi¢ i
Ja¢imovi¢-Plavsi¢ (1992) su najbolje zakorjenjivanje aronije postigli na podlozi s punom
koncentracijom MS soli. Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da je stopa zakorjenjivanja
bila je podjednako dobra na svim istrazenim podlogama; nakon 4 tjedna zakorijenilo se 78-
85% izdanaka. Kako su najvisi postotak zakorjenjivanja (85%) te najbolje morfoloske
karakteristike uocene u biljaka na %2 MS podlozi, nastavak istrazivanja proveden je upravo na

podlozi s polovicnom koncentracijom makroelemenata.

U nastavku istrazivanja pratila sam u¢inak egzogeno dodanih auksina indol-3-masla¢ne
kiseline (IBA) te a-naftalenoctene kiseline (NAA) (0; 1,0 mg/L; 1,5 mg/L i 2,0 mg/L) na
razvitak korijenja u izdancima crnoplodne aronije. Dobiveni rezultati su ukazali na potpunu
inhibiciju stvaranja primarnog korijenja u aroniji izloZenoj djelovanju egzogeno dodanih
auksina. NAA i IBA potaknuli su samo stvaranja kalusa te razvitak adventivnog korijenja.
Najobilnije stvaranje adventivnog korijenja postignuto je na izdancima uzgojenim na % MS
podlozi s 1,0 mg/L IBA (adventivno korijenje razvilo se na 100% eksplantata) te na 2 MS
podlozi s dodatkom 1,5 mg/L NAA (na 95,8% eksplantata). U slucaju crnoplodne aronije
dodatak auksina, umjesto ocekivane povecane stope zakorjenjivanja, potaknuo je stvaranje i
proliferaciju kalusa te razvitak adventivnog korijenja ve¢ 9-14 dana nakon nasadivanja na

podlogu. Adventivho korijenje vrlo je cesto nefunkcionalno te stoga nepozeljno.
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Pretpostavljam da je u tom razdoblju doSlo do razgradnje egzogenih auksina pomocu
peroksidaza nakon ¢ega je u kalusu vjerojatno doslo do stvaranje embriogenih nodula iz kojih

se razvilo adventivno korijenje.

Litwinczuk (2002) je proucavao zakorjenjivanje crnoplodne aronije u uvjetima in vitro na
podlozi > MS s dodatkom saharoze (20 /L), IBA (0; 1,51 3 g/L) i agara (6 g/L). Litwinczuk je
najbolje zakorjenjivanje (u 76,9% izdanaka) dobio u izdancima uzgojenim na podlozi s
dodatkom 1,5 g/L IBA, dakle na istom mediju gdje se i u mojim pokusima zakorijenilo 82,3%
izdanaka. Razlika je u tome $to se u mojim pokusima razvilo adventivno korijenje. Posto
Litwinczuk ne navodi radi li se o primarnom ili adventivnom Kkorijenju, nemoguce je
usporediti dobivene rezultate s njegovima. Litwinczuk je nadalje pratio i u¢inak aminokiselina
arginina, prolina i hidrolizata kazeina (100 ili 200 mg/L) na zakorjenjivanje te najbolji rast
korijena zapazio u podlozi s 200 mg/L arginina (u 93,8% izdanaka).

Kane i suradnici (1991) istrazivali su mikropropagaciju i zakorjenjivanje crvene aronije
(Aronia arbutifolia (L.) Pers.) na podlozi WPM (Woody Plant Medium). Uocili su da IBA
potice bolje zakorjenjivanje od NAA. Najveci postotak zakorjenjivana uocen je na podlogama
uz dodatak 1,0 mg/L IBA (84%), dok je dodatak 1,0 mg/L NAA potaknuo zakorjenjivanje
samo 53% izdanaka. Medutim, autor ne navodi je li rije¢ o primarnom ili adventivnom
korijenju. U svojem sam istrazivanju primijetila viSu stopu adventivnog zakorjenjivanje u
biljaka tretiranih s 1,0 mg/L IBA (100%) dok je u biljaka tretiranih s 1,0 mg/L NAA
zakorjenjeno svega 80% eksplantata.

Litvinczuk (2002) je u svojim pokusima uspio posti¢i adaptaciju biljaka zakorjenjenih u
uvjetima in vitro na uvjete ex vitro u svega 60% biljaka, $to je nezadovoljavajuce obzirom da
su na podlozi jednakog sastava Steniene i sur. (1999) postigli 100%-tnu aklimatizaciju. Kane
i suradnici (1991) su dokazali 100% aklimatizaciju zakorjenjenih izanaka crvenoplodne
aronije (Aronia arbutifolia (L.) Pers.) na komercijalnom supstratu Vergro Klay Mix A nakon

28 dana, neovisno o prethodnom tretmanu s NAA ili IBA.

U mojem istrazivanju, aklimatizacija biljaka zakorjenjenih u uvjetima in vitro bila je
prili¢no uspjesna te je iznosila 80-90%, neovisno o supstratu u koji su biljke posadene. Biljke
sam sadila u komercijalni univerzalni supstrat za biljke lonéanice COMPO SANA i u
pripremljenu mjesavinu pumice, tenisita i treseta (3:3:1). Oba supstrata pokazala su se
podjednako dobrima za uzgoj ove vrste. Biljke su se uspjesno i brzo aklimatizirale na uvjete

ex vitro Sto potvrduje da su aktivirale fotosintezu i transpiraciju, poboljsale vaskularne veze
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izmedu izdanka i korijena, povecale zastitini sloj kutikule te razvile korijenove dlacica

(Pintari¢, 2008).

Kako su se bilj¢ice zakorijenjene u uvjetima in vitro iznimno dobro prilagodavale na
vanjske uvjete vlaznosti zraka, pokusala sam isto uciniti i s izdancima uzgojenim u uvjetima
in vitro koji nisu imali razvijeno korijenje. U tu svrhu sam bazu izdanaka prije sadnje u
komercijalni tresetni supstrat te mjeSavinu pumice, treseta i tenisita (3:3:1) uronila u
komercijalni supstrat za zakorjenjivanje Seradix B. Istovremeno zakorjenjivanje i
aklimatizacija pokazali su se manje uspjesnim nego aklimatizacija biljaka s ve¢ razvijenim
korijenskim sustavom. Uc¢inkovita aklimatizacija uz istovremeno zakorjenjivanje u uvjetima
ex vitro postignuta je samo u 50-60% eksplantata, $to je znaCajno manje od postotka

aklimatizacije u biljaka s ve¢ razvijenim korijenom (80-90%).

Na temelju svega navedenog mogu zakljuciti da je aronija prili¢no nezahtjevna vrsta koja
se lako zakorjenjuje i aklimatizira. lako zakorjenjivanje u uvjetima ex vitro Stedi vrijeme jer
ne zahtijeva proces zakorjenjivanja u uvjetima in vitro, ne preporuca se zbog prili¢no velikih

gubitaka tijekom izvodenja zakorjenjivanja i aklimatizacije u jednom koraku.
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Na temelju dobivenih rezultata zakorjenjivanja i aklimatizacije crnoplodne aronije

(Aronia melanocarpa Michx.), zakljucila sam sljedece:

>

Zakorjenjivanje multipliciranih izdanaka crnoplodne aronije ovisi o koncentraciji
makroelemenata u hranjivoj podlozi — najvisi postotak zakorjenjivanja uocen je na
podlozi 2 MS (85,4%), dok je na podlozi MS i ¥ MS zakorjenjivanje bilo nesto
slabije (78,4% odnosno 80%).

Najbolje morfoloske znacajke zakorjenjenih biljaka uoc¢ene su na hranjivoj podlozi s

polovicnom koncentracijom makroelemenata (2 MS).

Dodatak auksina NAA i IBA u razli¢itim koncentracijama (1,0; 1,5 i 2 mg/L) u
podlogu %2 MS inhibirao je razvoj primarnog korijenja te potaknuo stvaranje kalusnog

tkiva iz kojeg se razvijalo adventivno korijenje.

Adventivno Kkorijenje se u najve¢em postotku razvijalo na podlozi > MS s dodatkom
1,5 mg/L NAA (95,8%) i 1 mg/L IBA (100%).

Aklimatizacija zakorjenjenih biljaka uzgojenih u uvjetima in vitro bila je uspjesna
(80-90%) na oba testirana supstrata (komercijalni supstrat COMPO SANA i smjesa

tenisita, pumice i treseta) neovisno o podlozi na kojoj su bilj¢ice prethodno uzgajane.

Zakorjenjivanje izdanaka u supstratu COMPO SANA i smjesi pumice treseta i tenisita
u uvjetima ex vitro uz istovremenu aklimatizaciju bilo je manje u¢inkovito (50-60%)

od aklimatizacije biljaka prethodno zakorjenjenih u uvjetima in vitro.
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Od bobica aronije mogu se napraviti odli¢ni frapei. Samo ih je potrebno dodati bilo kojem
soku, voénom sladoledu ili omiljenom jogurtu. Mogu se staviti na hladne 1 tople pahuljice ili
dodati palacinkama. Mozete ih koristiti kao zamjenu u drugim receptima kao $to je umak od

brusnice ili muffini s borovnicama. Odli¢ne su i u voénim salatama. Samo budite kreativni.

Neki od recepata koje mozete isprobati:

1) Kompot od aronije

Potrebno:

1 kg zrelih plodova aronije
1 kora cimeta

30 dkg smedeg Secera

5dl vode

Priprema:

Vodu prokuhati u loncu, dodati Secer i1 cimet te mijeSati da se Secer otopi. Oprane i
ocijedene plodove staviti u Secerni sirup i kratko prokuhati, a zatim vaditi manjim cjedilom i
stavljati u sterilne bocice do 1 cm od vrha. Sirup jo§ jednom prokuhati, izvaditi cimet i
dopuniti bocice. Hermeticki zatvoriti i ¢uvati na tamnom i hladnom mjestu (najmanje dva

tjedna) prije upotrebe.

2) Kruh saronijom
Potrebno:

2 Salice brasna

1 1/2 ¢ajne zlicice praska za pecivo

1 ¢ajna Zlicica soli

1/2 ¢ajne Zlicice sode

1 jaje

1/8 salice maslaca

3/4 salice soka od narance

1 salica Secera

1 Salica bobica aronije ili 1 salica soka
1 salica oraha
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Zakorjenjivanje i aklimatizacija crnoplodne aronije
(Aronia melanocarpa Michx.) razmnoZene u uvjetima in vitro VII. PRILOZI

Pomijesajte brasno, prasak za pecivo, sol i sodu. U mikser stavite jaje, maslac, sok od
narance i Secer. Dodajte bobice ili sok aronije i kratko ukljuc¢ite mikser. Stavite sadrzaj u
smjesu s brasnom i mijeSajte rukom. Pecite na namas¢enom limu (9x5") na temperaturi od
350F (180 °C) oko 50 do 60 minuta.

3) Dzem od aronije

3.a) Za9 - 10 ¢asa potrebno je:

1,6 kg bobica aronije

3 ¢ase vode

6,5 salica secera

1 tekudi pektin (zelatina)

Oprane bobice aronije odvojite od peteljki 1 koStica. Stavite u lonac s 3 Salice vode, na
vatru i istisnuti preostali sok. Izmjerite 3 Salice soka i stavite na veliku tavu. Za ja¢u aromu
dodati 1/4 Cajne zlicice ekstrakta badema. Soku dodati Secer i dobro izmijeSati. Staviti na
vatru da zakipi, stalno mijeSajuci. Dodajte pektin (zelatinu) i ostavite da kipi 1 minutu, stalno
mijeSajuc¢i. Maknite s vatre, pokupite pjenu zlicom i brzo ulijte u sterilizirane staklenke i

zatvoriti. Koli¢ina je dostatna za 9 srednjih ¢asa ili staklenki.
3.b) Za 3 ¢ase soka potrebno je:

1,6 kg zrelih bobica aronije
6,5 Salica Secera
1 tekuc¢i pektin (Zelatina)

Odvojite bobice aronije od peteljke te ih operite. Stavite u lonac s vodom, zatim na vatru i
lagano kuhajte 15 minuta. Odvojite sok, izmjerite 3 ¢ase 1 pomijesajte sa SeCerom. Slijedite
standardnu proceduru za pripremu dZema s tekué¢im pektinom (zelatina).

Recepti preuzeti sa:

http://www.bezgluten.net/content/jagodasto-vo%C4%87e

http://www.antioxidant-fruits.com/aronia-berry-recipes.html

http://winemaking.jackkeller.net/aronia.asp
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