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MIKROPROPAGACIJA BIJELE TOPOLE (Populus alba L.)

MICROPROPAGATION OF WHITE POPLAR (Populus alba L.)

Bojana PINTARIC*

SAZETAK: Kultura je multiplicirana iz nodalnih segmenata i vrhova
sterilnih izbojaka bijele topole (Populus alba L.) na osnovnoj podlozi: modifi-
ciranoj podlozi Woody Plant Medium (WPM; MS /Murashige i Skoog/ —
makroelementi, WPM — mikroelementi i vitamini) uz dodatak 0,25 ili 0,5 mg/I
BA (6-benziladenin). Stopa multiplikacije izbojaka na ovim podlogama bila
Jje razlicita i iznosila je 5,36 po eksplantatu za M1 podlogu, tj. 5,86 za M2
podlogu u toku prvih pet pasaza. Medutim, u iducim pasazama doslo je do
Jjasnog odvajanja linija, te se broj novih izbojaka po eksplantatu na podlozi
M1 smanjio na prosjecnih 1,8, dok se na podlozi M2 povecao na 13,45 po
eksplantatu.

Stopa rasta biljnog materijala bijele topole, u uvjetima in vitro, bila je
proporcionalna stopi multiplikacije na oba tipa podloga za multiplikaciju.
Medutim, na podlozi M1 je u prvih pet pasaza stopa biljnog rasta bila izraze-
nija u odnosu na podlogu M2, gdje se taj odnos vrlo brzo i jasno u iduce tri
pasaze promijenio, tako da se za dugotrajniju uporabu ovih eksplantata u
uvjetima kulture in vitro podloga M2 pokazala kao bolja.

Izolirani izbojci, velicine oko 3—4 cm, u uvjetima su se in vitro 100 % za-
korjenili pri tretmanu zasadivanja na podlogu za zakorjenjivanje (Z) uz dodatak
0,1 mg/l IBA (indolbuterna kiselina) u trajanju od sedam dana i njihovog presa-
divanja na osnovnu podlogu bez hormona (BH) iduca tri tjedna. Ovako zakori-
Jenjene individue uspjesno su prezivjele prijenos u sterilni zemljisni supstrat
(zemlja i pijesak u omjeru3: 1) i aklimatizaciju u uvjetima in vivo.

Kljucne rijeci: Populus alba L. i mikropropagacija

1. UVOD — Introduction

1.2. Kultura in vitro i tipovi kultura — Culture in vitro and the tipes of cultures

Kultura in vitro je postupak koji podrazumijeva rast
vrlo sitnih organa, komadica tkiva ili izoliranih stanica
u aseptickim (sterilnim) uvjetima. Sam naziv kultura in
vitro oznacava uzgoj kultura u staklu ili prozirnim
posudama. Ovaj nadin razmnoZzavanja biljaka ¢esto se
naziva mikrorazmnozavanje, jer su biljni organi ili cije-
le biljke, u odnosu na generativnu proizvodnju, u mini-
jaturnim dimenzijama. Sam postupak osigurava vrlo
brz proces dobivanja velikog broja serija biljaka, koje
su istovjetne po razvoju, rastu i genetickom potencijalu

* Dipl. ing. hort. Bojana Pintarié
Ante Babica 3, Sarajevo

vrste. Bez sumnje, to je proces kloniranja, jer sve proiz-
vedene biljke predstavljaju mati¢ne kopije razmnoze-
nog majcinskog uzorka (Mededovié 2003).

Postupci kulture in vitro mogu biti primijenjeni u
raznim biotehnocoskim i geneti¢ko-inZinjerskim za-
hvatima u smislu ocuvanja i zastite genofonda neke
ugrozene vrste, razmnozavanja geneticki superiornijih
stabala, zalosnih formi drveca i grmlja, oblika otpornih
na kemijski stres, zagadenost atmosfere, otpornost pre-
ma odredenim pesticidima i herbicidima, itd. Kultura
in vitro predstavlja najmocénije orude moderne geneti-
ke 1 molekularne biologije u cilju israzivanja rasta i
razvoja biljaka, te njihove biokemije i fiziologije se-
kundarnih metabolita (Mededovié 2003).
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Postoje razliciti pristupi u klasifikaciji tehnika kul-
ture biljaka u uvjetima in vitro. Tehnike se mogu dijeli-
ti ili po tipu eksplantata koji se uvodi u kulturu (éelije,
organi, tkiva) ili po namjeni (haploidi, somatska em-
briogeneza, somaklonarno variranje, itd.), Sto je pred-
stavljeno na shemi br. 1. (Vinterhalter et Vinter-
halter 1996).

Tri kronoloski najstarije in vitro tehnike kod biljaka
su: kultura tkiva (stanica), kultura embriona i kultura
korijenova. lako su odigrale vaznu ulogu u opéem
razvoju tehnike kulture in vitro, na njima se danas vrsi
razmjerno malo istrazivanja.
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Shema 1. Tipovi eksplantata koji se koriste za pokretanje in vitro kultura (Vinterhalter et Vinterhalter 1996).
Sheme 1 The types of explantants which are used for in vitro cultures initiation

1.2.1. Tipovi kulture in vitro — Tipes of culture in vitro

ViSestani¢ni biljni organizam izgraduju razliciti ti-
povi stanica i diferenciranih tkiva. S tim u vezi postoje
i razliciti tipovi kultura koje se imenuju prema organu,
odnosno tipu tkiva pocetnog eksplantata. Tako se pre-
ma vrsti eksplantata razlikuju:

a) Kultura cijelih (intaktnih) biljaka,

b) Kultura embrija,

¢) Kultura korijena,

d) Kultura antera,

e) Kultura meristema,

f) Kultura apikalnog i aksilarnog pupa i
g) Kultura pojedinacnih nodija.

Ako se krene od definicije kulture in vitro, kao za-
jednickoga nazivnika manipulacije biljnim uzorkom u
sterilnim uvjetima, vaznost definicije odnosi se samo
na, u uzem smislu rijeci, kulturu neorganiziranih naku-
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pina stanica, tj. kalusa. Medutim, uporabom eksplantata
vr$nog meristema izdanka stabla ili korijena procesi
razvoja i diferencijacije bit ¢e nastavljeni u istom smije-
ru (formiranjem izbojka ili korijena), Sto predstavlja or-
ganizirani rast. S druge strane, procesi proliferacije mo-
gu biti usmjereni na kalusiranje, gdje se stanice umno-
zavaju bez inputa diferencijacije (neorganiziran rast).

Organiziran rast u kulturi in vitro nastaje proliferaci-
jom pocetnog eksplantata u smjerovima koji su geneti-
¢ki determinirani u poc¢etnom biljnom uzorku. Uz vrine
meristeme, organizirani rast nastavljaju i aksilarni meri-
stemi, lisni zameci, mladi cvijetni pupovi i sl.

Neorganiziran rast javlja se kod eksplantata koji ne
sadrze niti jednu poznatu strukturu iz biljnog organizma
ili su s ograni¢enim brojem razli¢ito diferenciranih stani-
ca. Ovom tipu kulture pripadaju (Mededovic¢ 2003):
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a) Tkivna kultura (kalus),
b) Kultura stanica u suspenziji,

¢) Kultura pojedinacnih stanica (kultura polena) i
d) Kultura protoplasta.

1.3. Mikropropagacija drvenastih vrsta — Micropropagation of woody species

Mikropropagacija je postupak u kojemu se za kulti-
viranje koriste iskljuc¢ivo izbojci stabla osovinskog pori-
jekla, tj. vr$ni i pazu$ni pupoljci (Vinterhalter &
Vinterhalter 1996). Postupak se zasniva na dodava-
nju egzogenih citokinina s ciljem aktiviranja postoje¢ih
pazusnih pupoljaka, odnosno izazivanja izduzivanja nji-
hovih internodija i formiranja listova, a zatim i novih
pupoljaka u njihovom pazuhu.

Karakteristika metode je u tome da se kulture odr-
Zavaju kao tzv. “kulture izbojaka”, koje u nacelu nema-
ju korijenov sustav, sve dok se za tim ne ukaze potreba.
Za podsticanje oziljavanja koristi se podloga druk¢ijeg
sastava, obi¢no s auksinima, a eksplantati u ovoj fazi
pojedinacni su izbojci isjeceni s busenova, koji nakon
oziljavanja predstavljaju pojedina¢nu individualnu
biljku — rasad.

Postupak mikropropagacije razraden je u prvoj po-
lovici 70-ih godina na voénim vrstama, a posebno na
jagodama i podlogama za razne vrste roda Prunus. Po-
java mikropropagacije bila je trijumf primjene metoda
in vitro u klonskom razmnozavanju biljaka. Ona je
omogucila izuzetno veliku brzinu razmnozavanja, i to
tijekom cijele godine, u laboratorijskim uvjetima u ko-
jima je mogucée osigurati apsolutnu kontrolu uvjeta
rasta i zdravstvenog stanja kultura. U kombinaciji s eli-
minacijom virusa, putem termoterapije i kulture meri-
stema, mikropropagacija je ponudila skoro savrSeno
rjeSenje za savremenu rasadnicku proizvodnju.

Prvi rezultati bili su povoljni, jer je pokazano da
biljke proizvedene ovom kontinualnom kulturom me-
ristema i pupoljaka u potpunosti zadrzavaju svoja
klonska svojstva i da se ni na koji nac¢in ne razlikuju od
biljaka proizvedenih klasi¢énim postupcima. Takoder,
objavljeni su radovi za razne, posebice voéne vrste u
kojima je dokazano da su po nizu parametara koji defi-
niraju kvalitetu ne samo sadnica ve¢ i plodova, biljke
iz epruvete superiornije nad biljkama proizvedenim
konvencionalnim putem.

Nesto kasnije pojavljuju se i suprotna misljenja, po-
sebno kada je u pitanju dobivanje i proizvodnja podlo-
ga oslobodenih od virusa (virus-free) za razlicite vrste,
kod kojih je primije¢ena promjena (opadanje) sposob-
nosti oziljavanja nakon oslobadanja od virusa.

lako se o tome nije puno pisalo, znalo se da koris-
tenje kalusa i uopce in-vitro tehnika moze izazvati po-
javu aberantnih (off-type) biljaka, $to je krajnje nepo-
zeljno u rasadnic¢koj proizvodnji, odnosno klonskom
razmnozavanju. Medutim, poCetkom 1980-ih godina
prosloga stoljeéa Larkin i Scowcroft (Vinter-
halter i Vinterhalter) ukazali su da varijabilnost

nastala tijekom ili kao posljedica koristenja metode
kulture in vitro moze biti korisna u selekciji i oplemen-
jivanju. Posebnost je dobila ime “somaklonalno va-
riranje”, pod kojim se podrazumijevaju samo one pro-
mjene izazvane u kulturi in vitro koje postaju nasljed-
ne. Bolje receno, samoklonalno variranje je rezultat
promjene genotipa, a ne fenotipa. Medutim, metode
kulture in vitro izazivaju i fenotipske, epigenetske, od-
nosno prolazne promjene, koje su za klonsko razmno-
zavanje nezeljene, jer nuzno nalazu detaljno ispitivanje
prirode i uzroka svoga nastanka.

U Sumarstvu metode kulture in vitro nasle su pri-
mjenu i za klonsko razmnozavanje i u selekciji superi-
ornih individua. Mikropropagacija moze se koristiti
kod citavog niza dikotiledonih Sirokolisnih Sumskih
vrsta, kao $to su topole.

Drvenaste vrste su puno zahtjevnije i teze se kulti-
viraju u uvjetima in vitro od zeljastih biljaka, zbog slje-
decih razloga:

1) Drvenaste vrste imaju slabiju regeneracijsku mo-
gucénost u usporedbi sa zeljastim biljkama,

2) Rejuvenilizacija kod drveca je, opcenito teza,

3) Stopa umnozavanja mnogo je niza kod drvenastih
vrsta, §to je povezano njihovim dugotrajnim zivot-
nim ciklusom i

4) Drvenaste vrste podloznije su izlu¢ivanju toksi¢nih
tvari u hranjivu podlogu, itd. (Jelaska 1994).

Potrebno je napomenuti da osim primjene u rasad-
nickoj proizvodnji, klonsko razmnozavanje biljaka
metodama kulture in vitro ima znacajnu primjenu gdje
god se radi selekcija i oplemenjivanje. Mikropropaga-
cija i regeneracija izbojaka teme su za istrazivanje i us-
pjesnu primjenu genetickog inZenjeringa kod biljaka.

Mikropropagacija primjenjuje se kod:
> Brzog razmnozavanja novih genotipova,
> Cuvanja (odrzavanja) interesantnih genotipova,
> Ubrzanja, skracivanja ili dovrSavanja postupaka se-

lekcije i oplemenjivanja te
> Regeneracije izbojaka i cijelih biljaka u genetickom

inzenjerstvu.

U tablici 1. dana su dva Siroko rasprostranjena sus-
tava za mikropropagaciju i klonsko razmnozavanje. Je-
dan od sustava predlozio je Murashige i on obuhva-
¢a ne samo mikropropagaciju u uzem smislu (samo iz
aksilarnih izbojaka), ve¢ sve sustave u kojima se kao
rezultat in vitro kultiviranja mogu dobiti izbojci. Ovaj
sustav pogodan je pri istrazivackom radu.

Iz prijedloga Debergh i Maene moZe se zami-
jetiti da se oziljavanje izbojaka ne vr$i u uvjetima in
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vitro, ve¢ se u medufazi Illa izbojci izduzuju, a potom

isijecaju i1 postavljaju u zemljiSni supstrat kao i zelene razmnozavanje.

reznice. Ovaj sustav pogodan je za masovno klonsko

Tablica 1. Faze mikropropagacije biljnog materijala (Vinterhalter et Vinterhalter 1996).
Table 1  Phases of micropropagation of the plant material (Vinterhalter et Vinterhalter 1996).

Operacija

Murashige, 1974.

Debergh i Maene, 1981.

Priprema, sakupljanje i transport materijala

Povrsinska sterilizacija

Postavljanje primarnih eksplantata

Fazal
Dobivanje kulture bez ociglednih
zaraza; zadovoljavajuéi postotak

Faza 0
Higijenski uzgoj biljaka s kojih se
uzimaju eksplantati

u uvjetima in vitro prezivjelih eksplantata u kulturi; Fazal
Provjera na zaraze (kontaminaciju) brz rast eksplantata Uspostavljanje asepti¢nih kultura
Multiplikacija izbojaka Faza Il Faza Il

Izduzivanje izbojaka

Adventivna organogeneza izbojaka
Stimulacija indukcije
aksilarnih izbojaka

Indukcija meristemskih centara,
njihov razvoj u izbojke
i multiplikacija

Oziljavanje izbojaka

Aklimatizacija sadnica

Faza II1
Oziljavanje izdanaka i
presadivanje u zemljiSte

Fazalll a
Uniformno izduzivanje izbojaka

FazaIll b

-ex vitro-
Isijecanje izduzenih izbojaka, a
zatim oziljavanje i
adaptacija tih reznica

2. CILJ ISTRAZIVANJA — The research goal

Cilj istrazivanja je uspostavljanje sustava brze multi-
plikacije, zakorjenjivanja i aklimatizacije eksplantata
bijele topole (Populus alba L.) na razli¢itim podlogama.

Na ovaj nacin bi se omogucdila eventualna primjena

ove tehnologije u rasadnickoj proizvodnji i ujedno
njena primjena kao modela, u okviru prakti¢nih vjezbi
predmeta Fiziologija drvecéa i Kultura in vitro.

3. MATERIJAL I METODE RADA — Matherial and methods of work

3.1. Biljni materijal — Plant matherial

U ovom pokusu biljni materijal su bili eksplantati
bijele topole (Populus alba L.) koji su uzgojeni u in
vitro uvjetima u Italiji, (Firenze Scienze e Tecnologie

Ambientali Forestali).

Slika 1. Izbojci bijele topole
Picture 1 Sprouts of white poplar

3.2. Autoklaviranje 1 sterilizacija — Sterilization
3.2.1. Povrsinska sterilizacija biljnog materijala — Surface sterilization of the herbal material

Povrsinska sterilizacija vrsi se s ciljem da se sa po-
vr$ine primarnog eksplantata biljke uklone mikroorga-

nizmi, koji bi prilikom uvodenja eksplantata u kulturu  marni eksplantat.
in vitro mogli kontaminirati hranjivu podlogu. Steri-
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lizacija treba biti dovoljno jaka, kako bi se eliminirali
mikroorganizmi, ali da istovremeno ne ubije i sam pri-
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Povrsinska sterilizacija izvodi se tako da se vrsni i
bocni izbojci isijecaju, smijestaju u odgovarajuce flasi-
ce i tetiraju sredstvom za povrSinsku sterilizaciju. U tu
svrhu najcesce se koristi 10 % otopina varikine (ili dru-
gog komercijalnog izbjeljivaca), koja sadrzi 4-6 % Na-
hipoklorit. Sterilizacija se vrsi u Erlenmajer posudama,
ili drugim pogodnim staklenim flaSicama, koje se pret-
hodno zacepe aluminijskom folijom i autoklaviraju.

PovrSinska sterilizacija vrsi se u laminarnom, speci-
jalnom radnom prostoru sa sterilnim strujanjem zraka.
U staklenu flaSicu se pipetom doda kap detrdzenta i 10
% otopine varikine. U ovoj fazi rada pipete ne moraju
biti sterilne, a biljni materijal moze se rukom ubaciti u
flasicu sa sredstvom za povrsinsku sterilizaciju.

Lisni materijal potopljen u, ovako pripremljenu
otopinu za povrsinsku sterilizaciju, treba intenzivno
promuckati 2—10 minuta, dok je standardno vrijeme za
sterilizaciju pupoljaka u trajanju od 20-30 minuta. Po
isteku vremena namijenjenog povrsinskoj sterilizaciji
otopina varikine se odlije, zatim se u flaSicu nalijeva
autoklavirana (sterilizirana) voda. Uobicajeno je da se
sterilizirana voda promijeni bar 3 puta u trajanju od 5
minuta u svakoj posudi.

Za uspjesnost povrSinske sterilizacije izuzetno je
vazno da biljni materijal bude svjez.

3.2.2 Autoklaviranje instrumenata — Sterilization

Instrumenti (skalpeli, pincete), filter papir i sta-
kleno laboratorijsko posude sterilizirano je u suhom
sterilizatoru, u trajanju od 1-3 sata na temperaturi od
180 °C.

Autoklaviranje je proces koji sluzi za sterilizaciju
destilirane vode i magenti s podlogama te zarazenih
medija s izbojcima, a vrsi se u autoklavu na temperatu-
ri od 120 °C u trajanju od 30 min.

3.3. Priprema hranjive podloge — Preparison of nutritious base

Tablica 2. Sastav osnovne podloge za multiplikaciju
Table 2 Composition of primary base for multiplication

U ovom radu je, kao osnovna podloga, koriStena
modificirana podloga “Woody Plant” (WPM), osim

Sastav Koncentracija (mg/l) makroelemenata koji su pripremljeni prema recepturi
Makroelementi za Murashige i Skoog (MS) podlogu, sto se vidi u ta-
NH,NO,4 1.650,00 blici 2. (Murashige i Skoog 1962.)

KNO, 1.900,00 U podlozi za multiplikaciju koristene su dvije
CaCl, x 2H,0 440,00 razli¢ite kombinacije biljnih regulatora rasta: 0,5 mg/l
MgSO, x 7TH,0 370,00 BA (M1) 1 0,25 mg/l BA (M2); dok je podloga za za-
KH,PO, 170,00 korjenjivanje zahtijevala pasazu biljaka na podlozi sa
Mikroelementi 0,1 mg/l IBA (2) u trajanju od sedam dana, nakon cega
MnSO, x H,0 22,30 su presadene na medij bez hormona (BH) (Tablica 3).
ZnSO, x 1,0 8,60

H3BO, 6,20 Tablica 3. Koncentracije biljnih regulatora rasta u koriste-
Na,MoO, x H,0 0,25 nim podlogama.

CuSO, x 5 H,0 0,25 Table 3 Concentration of herbal plant growth regulators
Zeljezo in used bases

Na,EDTA 37,30 Podloga Sastav BAmg/l | IBA mg/l
FeSO, x 7H,O 27,80 Ml Osnovna podloga 0,50 /
Vitamini M2 Osnovna podloga 0,25 /
Thiamin HCI 1,00 VA Osnovna podloga / 0,10
Nikotinska kiselina 0,50 BH Osnovna podloga /

Pyridoxin-HCI 0,50

Glicin 2,00

Seéeri

Myo-inositol 100,00

Saharoza 30.000,00

pH 5,7-6,2

Agar 9000

3.4. Rad u laminaru — Laminar work
Laminar je komora kroz koju u horizontalnom mogli dospjeti do podloge ili uzorka u procesu inoku-

smjeru protiCe sterilni zrak. Fini filteri ovoga aparata
zadrzavaju sve nepozeljne mikroorganizme, koji bi

lacije. Laminar posjeduje UV lampe, koje se ukljucuju
najmanje jedan sat prije pocetka rada.
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Prije unosenja uzoraka, podloga i instrumenata neop-
hodnih za rad u laminar, potrebno je iskljuciti UV lampe,
osigurati cirkulaciju sterilnog zraka barem 15 minuta
prije pocetka rada, te ruke i radni pult laminara prebrisati
96 % etilnim alkoholom (Mededovic¢ 2003).

Unutar laminara nalazi se Spiritna lampa i ¢aSa s
alkoholom, u kojemu se drze sterilni skalpeli i pincete,
zbog kontinuiranog steriliziranja na otvorenom pla-
menu.

3.4.1. Obrada biljnog materijala

Materijal koji je povrsinski sterilan i ispran steril-

nom vodom, treba sterilnom pincetom prenijeti na ste-
rilnu podlogu na dalju obradu, tj. isijecanje skalpelom.

U ovoj fazi pupoljci se skra¢uju na nacin da se skal-

Rad u laminaru obuhvacda sljedeée faze mikropro-
pagacije:
* Obrada biljnog materijala,
* Multiplikacija izbojcima,
* Izduzivanje izbojaka i
* Oziljavanje

— Processing of the plant material

pelom odsijeca ranjeno mjesto gdje je pupoljak bio od-
sjecen prije povrsinske sterilizacije. Uz to, pupoljcima,
bez obzira da li su otvoreni ili ne, treba ukloniti vanjske
listice.

3.4.2. Multiplikacija izbojcima — Multiplication by sprouts

Za svaku biljnu vrstu potrebno je empirijski, tj. is-
trazivanjem, definirati formulu i balans biljnih hormo-
na koji ¢e suzbiti pojavu i rast nediferenciranog kalusa
1 favorizirati samo rast vrsnog i aksilarnih meristema.
Dominantnu ulogu u regulaciji imaju citokinini (BAP;
6-benzil aminopurin), kinetin (6-furfuril aminopurin),
2iP (izopentil adenin) i zeatin. Citokinini omogucavaju
da se aksilarni pupoljci oslobode apikalne dominacije,
odnosno da se slobodno izduzuju. Jednostavnije rece-
no, u fazi multiplikacije koriste se hranjive podloge s
citokininima koji stimuliraju izduzivanje svih pupolja-
ka na eksplantatu.

Prosjec¢na duzina trajanja pasaza (subkulture) u fazi
multiplikacije izbojaka iznosi 4-5 tjedanaa. Ovakve
kulture rastu dok ne utrose sav medijum (podlogu) u
koji su posadene. Kod mnogih dikotiledonih vrsta na-
kon 4-5 tjedana trajanja pasaza rast prestaje i kulture se
pocinju susiti, iako u flasicama ima jo§ uvijek neisko-
riStenog medijuma. Duzina trajanja pasaza izravno ovisi
od temperature komore za gajenje kultura, i to tako Sto

se skracuje s porastom temperature. Ukoliko zelimo
produziti vrijeme trajanja pasaza, kulture mozemo pre-
nijeti u hladnu sobu ili frizider.

Osnovni parametar multiplikacije je tzv. “indeks
multiplikacije”, koji pokazuje prosje¢an broj novih pu-
poljaka koji se tijkom subkulture razvijaju iz jednog
(pojedina¢nog) pupoljka i koji se mogu koristiti kao
eksplantati u sljede¢em pasazu. Najcesce, medijumi za
multiplikaciju uz citokinin sadrze i jedan auksin, obic-
no IBA, i to u koncentraciji od 0,1-0,2 mg/l, u kojoj
IBA potpomaze bolje izduzivanje eksplantata.

Koncentracija BAP od 0,5 do 1,0 mg/l je optimalna
za multiplikaciju velikog broja razlic¢itih dikotiledonih
biljaka, jer podloga za multiplikaciju izbojaka treba
omogucavati nesmetani rast i umnozavanje eksplanta-
ta, a da istovremeno ne izaziva obilnije kalusiranje.

Pouzdano se moze re¢i da je hormonski par
BAP/IBA najcescée koriSteni par hormona u mikropro-
pagaciji, posebno kod dikotiledonih vrsta.

3.4.3. Izduzivanje izbojaka — Sprouts elongation

Kod nekih biljnih vrsta preporucuje se da se izmedu
faza multiplikacije i oziljavanja ubaci jedna medufaza,
tzv. faza izduZzivanja (elongacije). Svrha ove faze moze

biti viSestruka, ali uglavnom sluzi da omoguéi dovolj-
no dugacke izbojke za fazu oziljavanja.

3.4.4. Oziljavanje — Rooting

Za oziljavanje se koriste izduzeni izbojci, obi¢no ne
manji od 10 mm, koji se isijecaju s busenova i prenose

na podlogu za oziljavanje.

3.5. Aklimatizacija — Aclimatization

Aklimatizacija je zavr$na faza mikropropagacije. U
njoj se oziljene biljke vade iz posuda, u kojima su bile
kultivirane i rasaduju u zemlji$ni supstrat. Prije same
sadnje korijenov sustav se vodom ispire od zaostalih
Cestica agara.
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Kod skoro svih dikotiledonih biljaka, listovi formi-
rani tijekom rasta u in vitro uvjetima ne mogu funkcio-
nirati u uvjetima uobicajene, niske relativne vlaznosti
zraka, kakva normalno vlada u wvanjskoj sredini.
Aklimatizacija se upravo i vrsi s ciljem da se in vitro
sadnica prilagodi toj niskoj vlaznosti zraka.
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Aklimatizacija se obi¢no obavlja u plastenicima i
staklenicima, a sadnica zasadena u kontejnerima $titi
se plasticnom folijom 2 do 4 tjedna, odnosno dok ne
krene formiranje novih listova.

Sto se ti¢e zemljisnog supstrata u koji se prenose
biljke, oziljene in vitro radi daljeg uzgoja, potrebno je

omoguditi takvu mjesavinu komponenti koja ¢e dati
supstratu sitnu mrvicastu strukturu i dobru aeraciju. U
tu svrhu moze se koristiti mjeSavina treseta i pijeska, a
po potrebi i perlita.

3.6. Metode rada — Methods

Ubicajeni rad odvija se kroz sljedece faze mikro-
propagacije:
Prikupljanje materijala za mikropropagaciju,
Povrsinska sterilizacija,
Obrada biljnog materijala,
Uspostavljanje inicijalne kulture,
Multiplikacija izbojaka,
Izduzivanje izbojaka,
Oziljavanje izbojaka i
Aklimatizacija.

PN R =

Biljni materijal koristen u ovom eksperimentu po-
ti¢e iz laboratorije Firenze Scienze e Tecnologie Am-
bientali Forestali ion je ve¢ bio uveden u kulturu, tako
da su se u ovom radu izvodili samo postupci pod red-
nim brojevima 5-8, tj. multiplikacija izbojaka, izduzi-
vanje izbojaka, oziljavanje izbojaka i njihova aklimati-
zacija.

Naime, biljke su u sterilnim (asepti¢nim) uvjetima
vadene iz Ewrlenmajer posuda i pomocu skalpela od-
stranjeni su osteceni listovi i eventualni kalus. Potom
je stabalce segmentirano na pojedinacne eksplantate s
barem jednim nodijem, veli¢ine 1-2 cm. Ovako seci-
rani eksplantati su prebacivani na svjezu podlogu za
multiplikaciju.

Prenos eksplantata na svjeze podloge vrsio se svakih
28-35 dana, Sto je, zapravo, i predstavljalo vrijeme sup-
kultivacije (pasaziranja). Naime, usporavanje i zaustav-
ljanje rasta eksplantata nastupa zbog osiromasenja hra-
njiva, suSenja agara, produkcije otrovnih bioproizvoda i
smanjenja koli¢ine oksigena u unutrasnjosti posude,
tako da je potrebno samo zdrava tkiva subkultivirati.

Na podlogama za multiplikaciju nastojalo se vrsiti
umnozavanje izbojaka, tj. indukcija diferencijacije no-

vih izbojaka iz bo¢nih pupoljaka. Otprilike, nakon
mjesec dana lako su se mogli uociti i odstraniti novi
boc¢ni ogranci od mati¢nog stabalceta.

U Erlenmajer posude, s podlogama za multiplika-
ciju je inokulirano u prosjeku po deset eksplantata.

Dio eksplantata je “Zrtvovan™ u razli¢itim vremen-
skim intervalima kako bi se izmjerile i dobile srednje
vrijednosti svjeze i suhe mase. Masa suhih uzoraka
odredivana je tako Sto su se uzorci prvo susili Cetiri
sata u termostatu na temperaturi od 105 °C. Masa svje-
zih eksplantata, kao i masa suhih eksplantata odrediva-
na je na analitickoj vazi.

Po 3-5 izbojaka koji su postigli visinu od 3—4 cm
prebacivani su u Erlenmajer posude s podlogom za za-
korjenjivanje, a nakon sedam dana u Erlenmajer posu-
de s podlogom bez hormona, §to je na kraju rezultiralo
pojavom korjencica i kompletiranjem biljaka.

Na ovaj nacin, dobivene bilj¢ice sa razvijenim kori-
jenovim sustavom su potom presadivane u zemlji$ni
supstrat (sterilna smjesa zemlje i pijeska u omjeru 3:1)
i prilagodivani na ex vivo uvjete zivota.

Kulture su odrzavane u klima komori za rast bilja-
ka, gdje su kontrolirani uvjeti temperature (25-28 °C),
relativne vlaznosti zraka (60-80 %), intenziteta svjet-
losti (3.000 1x) i fotoperiodizma (16 sati svjetlosti i 8
sati mraka).

Zasadene bilj¢ice u teglama bile su prvih sedam
dana pokrivene staklenim ¢asama i redovno zaljevane
sterilnom vodom. Tijekom ovih sedam dana caSe su
“uklanjane”, u poCetku par minuta, a kasnije sve duze,
dok se osmi dan ¢ase nisu potpuno uklonile i biljke po-
Cele zaljevati nesterilnom vodom.

4. REZULTATI RADA — The results of investigation
4.1. Faza multiplikacije — Multiplication phases

Na osnovne podloge za multiplikaciju, modificirani
Woody Plant Medium (WPM) uz dodatak 0,25 mg/l
BA (M1) ili 0,5 mg/l BA (M?2) presadeni su sterilni iz-
bojci i njihovi dijelovi, razli¢itih velicina. Izbojci su
presadivani (pasazirani) suksesivno svakih 4-5 tjedana
tijekom devet mjeseci izvodenja eksperimenta (od XI
2006. do VI 2007. godine).

U ovom periodu zamijeceno je da se izbojci drukcije
ponasaju na navedenim podlogama. Naime, zbog pro-

cjene potencijalne multiplikativnosti i stope multiplika-
cije date vrste potencijalni eksplantati razdvajani su s
matic¢nog eksplantata i presadivani na novu podlogu.
Tijekom prvih pet, od osam pasaza, bila je prisutna
umjerena stopa multiplikacije na obje podloge, tako da
je na podlozi M1 iznosila 5,36 po eksplantatu, a na
podlozi M2 5,86 po eksplantatu. Medutim, u sljede¢im
pasazama doslo je do znacajne promjene, te se broj no-
vih izbojaka po eksplantatu na podlozi M/ smanjio na
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Slika 2.
Picture 2 Culture of white poplar in climate chamber

Kultura bijele topole u klima komori

prosjecnih 1,8; dok se na podlozi M2 povecao na 13,45
po eksplantatu. Izbojci su bili vitalni, normalnog obli-
ka i boje za bijelu topolu, ali razli¢ite visine.

Moze se reci da je multiplikacija bila 100 % uspjes-
na, i da su novodobiveni izbojci, ovisno o visini, koris-
teni za: daljnju multiplikaciju, odredivanje svjeze i suhe
mase eksplantata ili zakorjenjivanje.

Nakon “Zrtvovanja” eksplantata i prikupljanja po-
dataka svjeze i1 suhe mase izracunali su se i osnovni

Slika 3.
Picture 3 Cultures of white poplar after four weeks of cultivitation

Kulture bijele topole nakon ¢etiri sedmice kultiviranja

statisticki podaci (tablica 4) za stopu rasta biljnog ma-
terijala u uvjetima in vitro. Iz datih podataka moze se
vidjeti da izbojci uzgajani na podlozi M1 imali su sred-
nje vrijednosti prirasta svjeze mase od 0,04022 g i suhe
mase od 0,00888 g, tj. u sljedecem kontrolnom mjere-
nju srednju vrijednost svjeze mase od 0,03588 g i suhe
mase od 0,00630 g. S druge strane, eksplantati na pod-
lozi M2 su imali srednje vrijednosti svjeze mase od
0,03851 g, tj. 0,00743 g i suhe mase od 0,02988 g i
0,01397 g.

Tablica 4. Pregled statistickih vrijednosti svjeze i suhe mase eksplantata.
Table 4 Review of stastistic values of fresh and dry explantat mass

. . s exy s . M1 podloga M2 podloga
Mjerenje Statisticki parametri Svjeza masa (g) Suha masa (g) | SvjeZa masa (g) | Suha masa (g)
Min. 0,00632 0,00063 0,00378 0,00186
Max. 0,10864 0,06729 0,11671 0,01833
1. Stand.dev. 0,02812 0,01417 0,02875 0,00437
Aritm. sred. 0,04022 0,00888 0,03851 0,00743
Koef. var. 0,69924 1,59533 0,74651 0,58763
Min. 0,00738 0,00219 0,00660 0,00146
Max. 0,09248 0,01342 0,09322 0,08566
2. Stand.dev. 0,02058 0,00294 0,02066 0,02129
Aritm. sred. 0,03588 0,00630 0,02988 0,01397
Koef. var. 0,57368 0,16612 0,69142 1,52470

4.2. Faza zakorjenjivanja — Rooting phases

Za zakorjenjivanje su se koristi-
le podloge Z (sa 0,1 mg/l IBA) i BH
(bez hormona). Naime, u cilju inici-
jacije formiranja korijenciéa su iz-
bojci, veli¢ine 3—4 c¢m, presadivani
na podlogu Z, na kojoj su kultivira-
ni iduéih sedam dana. Nakon toga
su, ovako tertirani izbojci, ponovo
prebacivani na svjezu podlogu i to
podlogu bez hormona, na kojoj je
dolazilo do razvoja korijenovog su-
stava. Zakorjenjivanje je bilo sto-
postotno za obje linije multiplici-
ranih izbojaka.

Slika 5.
Picture 5 Complete individua

Slika 4. Kompletne individue u magenti
Picture 4 Complete individuals in magenta

Kompletna individua
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4.3. Faza aklimatizacije — Aclimatization phases

U ovoj fazi oziljene su biljke prenesene iz sterilnih
posuda u kojima su bile kultivirane i zasadene u zem-
ljisni supstrat (zemljiste i pijesak u omjeru 3:1) izvan
klima komore.

Naime, korijenov sustav je bio ociSéen od Cestica
podloge s agarom pomodu mlaza sterilne destilirane
vode, pa su biljke presadivane u zemljisni supstrat, koji
je prethodno steriliziran sa fungicidom. Ove mlade

0
g ¥

-
1/ -

Ll

Slika 6.
Picture 6 Aclimatization phase of the white poplar

Slika 7.  Aklimatizirane bljke bijele topole na uvjete ex vitro.
Picture 7 Aclimated plants of white poplar on ex vitro conditions

o

Faza aklimatizacije bijele topole (neposredno pri zasadivanju; nakon sedam dana; nakon tri mjeseca).

biljke nisu imale dovoljno razvijenu kutikulu, funkcio-
nalan stomatalni aparat, dobru vaskularnu vezu izme-
du korijena i izbojka, slabo razvijene korijenske dlaci-
ce, itd., te je bilo potrebno postepeno ih navikavati na
uvjete ex vivo. To je postignuto privremenom zastitom
mladih biljaka sa sterilnom staklenom ¢asom, cije ot-
klanjanje je strogo kontrolirano i vremenski se produ-
zava svaki dan kako bi doslo do razmjene plinova. S
druge strane, prvih sedam dana ove su biljke zaljevane
sa sterilnom destiliranom vodom, a nakon toga obic-
nom vodom iz vodovodnog sustava.

lako je ova faza Cesto kriticna, sve presadene indi-
vidue aklimatizirale su se na uvjete relativne niske
vlaznosti zraka, koji vladaju u vanjskim uvjetima, tj.
uvjetima ex vitro.

5. RASPRAVA — Discusion

U in vitro uvjetima, a u cilju multiplikacije izboja-
ka, vrsta Populus alba je vrlo dobro reagirala. Upotri-
jebljena tehnika multiplikacije u ovom radu bila je
ucinkovita i brza, te se moze Siroko primjenjivati u mi-
kropropagaciji brzorastuce bijele topole.

Stopa multiplikacije na podlozi M1 je iznosila, u
prosjeku 5,36, odnosno u iduée tri pasaze samo 1,8
izbojaka po eksplantatu, dok je na podlozi M2 bila
dosta drukcija situacija. Naime, stopa multiplikacije je
na podlozi M2 u prvih pet pasaza iznosila 5,86, a po-

tom se povecala na 13,45. Iz dobivenih rezultata moglo
se uociti da je na ponasanje eksplantata bijele topole, u
uvjetima in vitro, najvise utjecaja imao balans egzoge-
no dodatih hormona u podlogu. Dugoro¢no gledano, u
nasem eksperimentu, je eksplantatima vise odgovarala
vecéa koncentracija BA hormona (0,5 mg/1) u podlozi,
jer nije dolazilo ni do kakve vidljive promjene u izgle-
du izbojaka i stvaranja kalusa, ve¢ samo do poveéanja
brojnosti novih izbojaka, a nakon prosjecnih Cetiri tjed-
na kultiviranja.
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Medutim, Douglas et al. (preuzeto iz Jelaska
1994) i Mededovic et al. (2006) navode da zeatin
znacajno utjeCe na regenearciju eksplantata topole, Sto
je Beganovic¢ (2001) u svom diplomskom radu, po-
tvrdila ali na materijalu vrste Populus tremula L.
Naime, Beganovié¢ (2001) je u svom radu izvrsila
usporedbu ponaSanja eksplantata jasike na razli¢itim
podlogama i izvijestila da je u njenim pokusima najbo-
lja podloga za multiplikaciju bila WPMZ s dodatkom
1,0 mg/l zeatina, i to ¢ak 50 % u odnosu na MS podlogu
s istom koli¢inom ovog hormona rezultatima, $to se
podudara s podacima koje sunaveli Goziikirmizi et
al. (1998). U istom radu, Beganovi¢ (2001) navodi
da je maksimalan broj izbojaka po eksplantatu iznosio
17, dok je u nasem eksperimentu iznosio 16.

Dobiveni rezultati u ovom radu o stopi multiplika-
cije donekle se poklapaju i s dobivenim podacima o
stopi rasta biljnog materijala. Naime, mjerenjem svjeze
i suhe mase eksplantata, na obje podloge, moglo se uo-
¢iti da su izbojci imali ravnomjeran prirast. Ali, na pod-
lozi M1, iako je doslo do smanjenja broja novih izboja-
ka po eksplantatu, ipak je doslo do povecanja srednjih
vrijednosti masa izbojaka. S druge strane, na podlozi
M?2 doslo je do smanjenja poveéanja mase izbojaka, Sto
se 1 o¢ekivalo, s obzirom na to da je doslo do znatnog
povedéanja broja izbojaka po eksplantatu. O¢it uzrok
uocenoj pojavi je odnos novonastalih individua i
koli¢ine pristupa¢nih hranjivih materija, tj. prave borbe
za prostor i opstanak individua.

Chun et al. (1986) navode da na in vitro razmno-
zavanje Populus alba x Populus grandidentata, t.
masu izbojaka i njihov broj po eksplantatu utice konzi-
stencija hranjive podloge. Naime, oni su imali znatno
bolje rezultate u tenim nego na ¢vrstim podlogama, i
to skoro u dvostruko veéim vrijednostima mjerenih
parametara. Isti autori navode da su zamijetili da se

6. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata multiplikacije, za-
korjenjivanja i aklimatizacije, zakljucili smo sljedece:
> Uspjesno je proveden postupak multiplikacije bije-

le topole (Populus alba L.) u in vitro uvjetima, i to

na modificiranoj osnovoj podlozi WPM uz dodatak

0,25 mg/l (M1)10,5 mg/l (M2) BA.
> Stopa multiplikacije je u prvima pasazama bila nes-

to manja i iznosila je u prosjeku 5,36, odnosno u

iduée tri pasaze samo 1,8 izbojaka po eksplantatu

(podloga M1), dok je na podlozi M2 iznosila 5,86, a

potom se povecala na 13,45.

> Mjerenjem svjeze i suhe mase eksplantata (stope
rasta biljnog materijala) uocilo se da je na podlozi
M1 doslo do smanjenja broja novih izbojaka po
eksplantatu, ali i do povecanja srednjih vrijednosti
masa izbojaka, dok je na podlozi M2 doslo do
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povecavanjem broja eksplantata po posudi usporava
rast eksplantata, smanjuje njihova masa, kao i da nasta-
je manji broj novih izbojaka. Takoder, Smith (2000)
navodi da svjeza masa opcenito korelira sa suhom ma-
som, s vrijednostima iznad 0,5 g.

U nasem radu ostvareno je 100 % zakorijenjivanje
jedinki na modificiranoj podlozi WPM uz dodatak 0,1
mg/l IBA, i to u trajanju od sedam dana. Nakon tog raz-
doblja jedinke su se prebacivale na modificiranu osnov-
nu podlogu bez hormona, na kojoj je dolazilo do dobrog
razvoja korijenovog sustava, §to je poslije potpomoglo i
odli¢nu aklimatizaciju bilj¢ica. G6ziikirmizi et al.
(1998) u svom radu navode da je za vecinu istrazivanih
klonova topola WPM sa 0,5 mg/l IBA omogucavala sto-
postotno zakorjenjivanje biljaka; dok su WPM sa 2 mg/I
IBA i 0,1 mg/l NAA bile djelimi¢no uspjesne. Bega-
novié (2001) je u svojim pokusima najbolje rezultate
rizogeneze ostvarila na WPM uz dodatak 0,5 mg/l IBA.

Aklimatizacija zakorijenjenih biljaka bila je vrlo
uspjesna, jer su svi zasadeni primjerci bijele topole u
smjesu zemlje 1 pijeska (omjera 3:1) prezivjeli i nas-
tavili s normalnim rastom. Naime, u laboratorij su bilj-
ke prenesene u zemlji$ni supstrat uz kontroliranje raz-
mjene plinova i zaljevanje sterilnom vodom iducih
sedam dana. Ovako tretirane biljke uspjesno su akti-
virale svoje sustave za fotosintezu i transpiraciju, po-
boljsale vaskularne veze izmedu nadzemnog izdanka i
korijena, povecale zastitini sloj kutikule te izgradile re-
lativno velik broj korijenskih dlacica, §to im je omogu-
¢ilo brzu prilagodbu na ex vitro uvjete.

Tijekom eksperimenta, na biljnom materijalu nisu
primijecene fenotipske promjene, kako u uvjetima in
vitro tako ni u uvjetima in vivo.

— Conclusions

smanjenja povecanja mase izbojaka i znatnog pove-
¢anja broja izbojaka po eksplantatu.

> Ostvareno je 100 % zakorijenjivanje jedinki na mo-
dificiranoj podlozi WPM uz dodatak 0,1 mg/l IBA.
Nakon sedam dana jedinke su s ove podloge preba-
civane na modificiranu osnovnu podlogu bez hor-
mona na kojoj se razvijao korijenov sustav u iduca
tri tjedna.

> Aklimatizacija zakorijenjenih biljaka bila je uspjes-
na, jer su svi zasadeni primjerci bijele topole u
smjesu zemlje i pijeska (omjera 3:1) prezivjeli i na-
stavili s normalnim rastom.

> Tijekom eksperimenta, na biljnom materijalu nisu
primijecene fenotipske promjene, kako u uvjetima
in vitro tako ni u uvjetima in vivo.
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SUMMARY: The plant material used in this experiment derives from the
laboratory Firenza Scienza e Tecnologia Ambientali Forestali. It had already
been introduced into the culture so that in this paper we only conducted the
procedures of shoot multiplication, shoot lengthening, shoot restoration and
their acclimatization. Namely, the plants were taken from Erlenmeyer flasks
in sterile (aseptic) conditions. The damaged leaves and the callus were
removed with a scalpel. The tree was then segmented into individual explants
with at least one node of 1-2 cm. The dissected explants were transferred to
the fresh multiplication medium. The culture was multiplied in the basic medi-
um: modified Woody Plant Medium (WPM; MS /Murashige and Skoog/ -
macroelements, WPM — microelements and vitamins) with the addition of
0.25 or 0.5 mg/l BA (6-benzyladenine).

The explants were transferred to fresh mediums every 28—35 days, which
in fact represented the subcultivation period (passaging) during the nine-
month duration of the experiment (from November 2006 to June 2007). The
growth of the explants was slowed or halted due to impoverished nutrients,
the drying of the agar, the production of poisonous bioproducts and lower
quantity of oxygen in the flask. Therefore, only the healthy tissue was subcul-
tivated. The shoots were multiplied in multiplication mediums, in other
words, new shoots were differentiated by induction from lateral buds.
Approximately one month later new lateral branches could easily be identi-
fied and removed from the parent tree. At this period it was noticed that the
shoots behaved differently in the mentioned mediums. In order to assess
potential multiplication and the multiplication rate of a given species, the
potential explants were separated from the parent explant and transferred to
the new medium.

The shoot multiplication rate in these mediums varied and amounted to
5.36 per explant for M1 medium and to 5.86 for M2 medium during the first
five passages. However, in the subsequent passages the lines were clearly
separated and the number of new shoots per explant on M1 medium dropped
to the average 1.8; whereas it rose to 13.45 per explant on M2 medium.

The growth rate of the plant material of white poplar under in vitro condi-
tions was proportionate to the multiplication rate in both types of multiplica-
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tion mediums. However, plant growth rate in M1 medium was more distinct
compared to M2 medium, where this relationship changed very quickly and
clearly in the three following passages. Thus, the M2 medium proved superior
for long-lasting use of these explants under in vitro cultures.

A part of the explants was “sacrificed” at different time intervals in order
to obtain and measure mean fresh and dry mass values. After “sacrificing”
the explants and collecting fresh and dry mass data, some basic statistical
data were calculated (Table 4) for the growth rate of the plant material under
in vitro conditions. According to the data, the shoots cultivated in the MI
medium had mean fresh mass values of 0.04022 g and dry mass of 0.00888 g.
The subsequent control measurements showed the mean fresh mass value of
0.03588 g and dry mass value of 0.00630 g. On the other hand, the explants
cultivated in the M2 medium showed fresh mass values of 0.03851 g and
0.00743 g and dry mass values of 0.02988 g and 0.01397 g.

Isolated shoots sized about 3-4 cm showed 100 % rooting under in vitro
conditions after being planted into the rooting medium (Z) with the addition
of 0.1 mg/l IBA (Indol Butric Acid) for seven days and their transplanting into
the basic hormone-free medium (BH) in the following tree weeks. In the
acclimatization stage, the rooted plants were transferred from the sterile con-
tainers in which they were cultivated into the soil substrate (soil and sand at
3:1 ratio) outside the chamber climate.

The root system was cleaned from the medium particles with agar using a
spray of sterile distilled water. The plants were transplanted into the soil sub-
strate previously sterilized with fungicide. These young plants did not have a
sufficiently developed cuticula, a functional stomatal apparatus, a good vas-
cular connection between the root and the shoot, well developed root hairs,
etc., so it was necessary to acclimatize them gradually to the ex vivo condi-
tions. This was achieved with temporary protection of the young plants with
sterile glass containers. The removal of the containers was strictly controlled
and the period of removal was lengthened every day in order to enable gas
exchange. On the other hand, for the first seven days the plants were watered
with sterile distilled water and after that with tap water.

Although this is usually a critical stage, all the transplanted individuals
managed to acclimatize to relatively low air humidity prevailing in external
conditions (ex vitro conditions). No phenotypal changes were observed on the
plant material either in in vitro or in vivo conditions during the experiment.
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