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Mikropropagacija Sljive

Micropropagation of plums

Duralija Boris

SAZETAK

Na temelju vaZnosti koju u danadnje vrijeme predstavlja kultura tkiva in virro kod
#ljiva, u ovom radu so iznesene aktualne informacije iz ovog podrudja.

U wvodnom dijelu iznesen je pregled o Sljivama, te moguénosti njenog
razmnoZavanja, vainost dobivanja kvalitetnih sadnica i zahtjevi koji se danas stavljaju pred
podloge i sorte u suvremenom voéarstvi, Mikropropagacija Eljive ima svoje specifidnosti,
koje su iznesene obradom problematike u nekoliko skupina.

Poboljianje uvjeta u postupke mikropropagacije postife se promjenom ili dopunom
postojecih spoznaja (npr. odabir optimalne vlage i osvietljenja, koriftenje mikorize, modifi-
ciranje poznatih medija za kultury tkiva i s1.). Kod voénih podloga proutava se moguénost
mikropropagacije poznatih i u votarskoj proizvodnji vrlo rafirenih podloga, a isto ko i
ohecavajutih podloga slabe bujnosti.

Svrha umnaXanja sorata mikropropagacijom je dobivanje zdravih matiCnih stabala za
uzimanje plemki ili gotovih sadnica ako sortu uzgajamo na vlastitom korijenu. Kuloura
embrija omogucuje u kombinaciji s kolturom tkiva in vitre Znatno ubrzanje o oplemen-
jivatkom radu. Proufavanjem vrela informacija stjee se dojam da u perspektivi slijedi
nagli razvoj u onim disciplinama koje se oslanjaju na mikropropagaciju #ljive.

Rijeci natuknice: Eljiva, mikropropagacija, Prisus

ABSTRACT

The paper gives currently available information on a topical issue - in virre plum
tissue a culture, The introductory section is an overview on plums and possibilities of their
propagation, importance of quality plants and requirements presently imposed on root-
stocks and cultivars in modern fruit growing.

Micropropagation of the plum has its specific characteristics, which are presented by
elaboration of several groups of issues. Improvement of conditions of the micropropaga-
tion procedure is achieved by change or supplementation of the accessible know-how (i.e.
selection of optimum moisture content and light intensity, use of mycorhiza, modification
of known media for tissue culture, and the like).

As regards the froit rootstocks, the possibility of micropropagation of the known
roatstocks of widespread use in fruit production is analyzed, specially on promising root-
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stocks of low vigor, The aim of cultivars propagation is to obtain ound parent trees for
grafis or ready seedlings if the sort is grown on its own root,

The embryo culture in combination with the in vitro tissue culture considernble
faster breedin. Studying the information sources reveals fast development in the disciplines
that rely on micropropagation of the plum,

Key words: plum, micropropagation, Prunus

uUvobD

Sljiva se u svijetu i u nas uzgaja veé stoljeéima zbog prilagodbe na ekoloike
Cinitelje i visoke uporabne vrijednosti njezinih plodova. Proizvodnja je orijenti-
rana na dobivanje kvalitetnih plodova, koji su namijenjeni stolnoj potrognji,
suenju ili preradi (npr. pekmez, kompoti i sl.). To je omoguéeno u prvom redu
odabirom adekvatnih sorata, ali isto tako i podloga.

Uglavnom se uzgajaju sorte iz grupe europskih 3ljiva { Prusnus domestica L.)

kineskojapanskih Sljiva (Prunus salicina Lindl,), a nefto manje one iz grupe
mirabela i renkloda (Prunus insititia L.). Zbog velike genetske raznolikosti unutar
8ljiva postoji vise od 50 vrsta koje se mogu koristiti kao podloge. Tom broju treba
jo$ pribrojiti i razli¢ite breskve, bajame 1 marelice $to se zbog srodnosti sa
Sljivom upotrebljavaju u dobivanju podesnih podloga.

RazmnoZavanje $ljiva odvija se spontano u prirodi ili od strane Zovjeka gen-
erativnim (sjemenom) ili vegetativnim (izdancima, reznicama, mikropropagaci-
jom i cijepljenjem) putem.

Cilj uspjeSne vocarske proizvodnje u danadnje vrijeme je ostvarivanje §to
vece dobiti. Takva proizvodnja ostvaruje se samo u uvjetima gdje se rizici u svim
segmentima svode na 5to je moguée manju mjeru. Jedan od vrlo bitnih segmenata
je kvalitetna sadnica, koja se uglavnom sastoji od podzemnog dijela ili podloge
(hipobiont) i nadzemnog dijela nastalog iz plemke (epibiont).

Razvojem znanosti svakodnevno se dolazi do novih spoznaja, tako i na po-
druéju proizvodnje sadnog materijala. Smatra se da podloge u intenzivnim
nasadima trebaju biti $to uniformnije, jer one svojom snagom rasta utjeéu na bu-
jnost sorte koju uzgajamo. Podloga bi takoder trebala biti otporna na glavne
bolesti i Stetnike, ali i na nepovoljne ekoloike uvjete koji se mogu pojaviti u
proizvodnji (npr. susa, niske temperature i sl.). Vrlo poZeljna karakteristika pod-
loge je njena kompatibilnost sa sortama koje se nalaze u uzgoju, zatim njezin ut-
jecaj na skraéenje juvenilne faze, kao i na redovitost i visinu uroda. Sli¢no se za-
htijeva i kod sorte, jer njena genetska konstitucija potpuno odreduje efikasnost
svih uzgojnih mjera. U takvim uvjetima proizvodnje kvalitetnih sadnica, a samim
time i vofa, metoda mikropropagacije ljiva zbog svojih brojnih prednosti
postaje nezaohilazna.
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SPECIFICNOSTI MIKROPROPAGACIIE SLIIVE

$ljiva kao viSegodisnja drvenasta kultura ima svoje specifi¢nosti, tako da brojna
istraZivanja mikropropagacije ove kulture obuhvacaju razli¢itu problematiku.

Osnovni cilj istraZivanja je pobolj$ati dobivanje kvalitetnog sadnog materi-
jala namijenjenog uspje$noj proizvodnji u voénjacima. Iako se u vefini znan-
stvenih radova razli€iti problemi ispreplicu, mogli bismo ih podijeliti u nekoliko
grupa:

1. Pobolj$anje uvjeta u postupku mikropropagacije

2. Mikropropagacija voénih podloga

3. Mikropropagacija sorata

4. Kultura embrija

5. Krioprezervacija.

POBOLJSANIE UVIETA U POSTUPKU MIKROPROPAGACIIE

Promjenom ili dopunom postojecih spoznaja dolazi se do poboljsanja uvjeta
u postupku mikropropagacije. To se moZe postidi:

a) odabirom optimalnog osvjetljenja u svakoj fazi,

b) odabirom optimalne vlage zraka u svakoj fazi,

c) oslobadanjem kulture tkiva najopasnijih bolesti,

d) koridtenjem prednosti mikorize,

e) koristenjem lisnih eksplanata

f) modificiranjem poznatih medija za kulturu tkiva,

g} uporabom manje poznatih medija za kulturu tkiva.

Istie se da je crvena svjetlost zu 0,5 rM NAA ne samo poboljSala ukorjen-
jivanje kod vrste Prunus insititia L., nego da je ¢ak njezin utjecaj na ukorjen;ji-
vanje jafi od NAA (Rossi et al., 1993). Plavo i bijelo svjetlo uvjetuju stvaranje
vedeg broja nodija na izboju, ali su zato internodiji kraéi nego ako se izlaZu
crvenom svjetlu (Muleo i Thomas, 1997). Ispitujuci utjecaj jatine svietla, izvora
svijetla (lampe) i koncentracije IBA na ukorjenjivanje utvrdeno je da glavnu
ulogu u ukorjenjivanju ima IBA i to u koncentraciji od 0,2 mg/1 (Magalhaes Jun-
ior i Peters, 1991.). Usporedivanjem razli¢itih reZima osvjetljenja, ustanovljeno
je da se neprestanom izmjenom svjetla u trajanju od 4 sata i mraka od 2 sata
postiZe veci broj novoformiranih izboja kao i veéi fotosintetski kapacitet nego
ukoliko je reZim 16 sati svjetla i 8 sati mraka (Morini et al., 1993),

Relativna vlaga u kulturi tkiva igra vrlo bitnu ulogu, jer njenim smanjenjem
(na 70 B0%) opada proliferacija, a odgada se i ukorjenjivanje. Medutim, biljke
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izloZene manjoj relativnoj vlazi u fazi ukorjenjivanja imaju znatno veéu sposob-
nost aklimatizacije prilikom prijenosa bilj€ica u nesterilne uvjete (Sciutti i Mor-
ini, 1993).

Bitno je propisno provoditi sam postupak eksplantata i njegove mikropropa-
gacije kako se ne bi prenosili neki virusi kao $to su plum pox virus, Prunus ring-
spot virus, prune dwarf virus, plum linepattern ilavirus, zatim fitoplazme ili
Xylella fastidiosa (Zotto 1 Docampo, 1997). To se uglavnom postiZe termoterapi-
jom pofetnog materijala, a zatim tretiranjem s viricidima i virostaticima u mediju
koji sadrzi hormone koji stimuliraju diobu stanica (Deogratias, 1987).

Aktualno je prou¢avanje inokulacije korijena 3ljive s razliditim gljivicamau
samoj mikropropagaciji, koje ulaze u mikorizu. Te gljivice ostvaruju povoljne
ucinke, kao npr. poboljfavanje razgranjenja korijena, stimuliraju vréni rast i
drugo (Giovannetti et al., 1996).

No mnogo vaZnija je informacija da se mikroizboji s npr. endomikeriznim
gljivicama i Glomus intraradices, lakde aklimatiziraju, imaju duZe izboje, ali i
vecu svjeZu i suhu masu u odnosu na mikroizboje bez tih gljivica (Fortuna et
al., 1998).

Spominje se mogucnost regeneracije novih bilj¢ica mikropropagacijom, iz
lisnih eksplantata s izboja dobivenih in vitro, i to dodatkom medija MS 1,65 mg/1
tidiazurona i 0,2 mg/12-4 D (Nowak i Miczynski, 1996), a samim time i veéim
kapacitetom regeneracije (Nowaki Miczynski, 1997).

Ustanovljeno je da modificiranjem MS-medija moZe doéi do poveéane pro-
liferacije kao i poboljSanja ukorjenjivanja (Marino, 1983). Utvrdeno je da se
odredeni ekotipovi bistrice umnoZavaju in vitro, ukoliko se mediju MS doda 0,25
mg/l benziladenina i 0,1 mg/1 IBA (AmbroZié-Turk et al., 1992).

Osim spomenutih medija za kulturu tkiva, kod 8ljiva se u znanstvenim ra-
dovima spominje i "de Fossardova formula” kao medij koji uz dodatak 0,01/1
NAA i 0,5 mg/l BA moiZe biti dobar za mikropropagaciju Prunus cerasifera,
Prunus insititia i Prunus munsoniana x Prunus cerasifera, §to se koriste kao pod-
loge (Arena i Caso, 1992). U radovima se od medija za kulturu tkiva takoder
spominju Quoirin i Lepoivre hranjivi medij, i jo$ u kojima je, uz dodatak mani-
tola, ispitivana u uvjetima in vitro osmotska tolerancija mikropropagiranih pod-
loga (Ledbetter et al., 1996).

MIKROPROPAGACIJA VOCNIH PODLOGA
Trenutno je jedno od najzanimljivijih podrudja za vocare, jer nalazi konk-

retnu primjenu u komercijalnim rasadnicima. Omogucuje umnaZanje velikog
broja podloga od samo jednog matiénog stabla, a koje se moZda prije niti nije mo-
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glo vegetativno razmnazati. Od podloga za propagaciju in vitro zahtijeva se veli
postotak preZivljavanja primarnih izolata, zadovoljavajuéeg odnosa umnaZanja
(proliferacije) u §to kra¢em periodu, 3to veci postotak ukorjenjivanja te Sto brza
aklimatizacija na vanjske uvjete.

Podloge iz grupe &ljiva koriste se i za druge voéne vrste, kao npr. za marelicu
(Ambrozié-Turk et al., 1992), zatim breskvu (Morini et al., 1993), pa je stoga
bitno utvrditi moguénosti mikropropagacije tih vrsta.

Uglavnom se pokusava pronaéi najpodesniji postupak mikropropagacije vec
poznatih i u voéarskoj proizvodnji vrlo radirenih podloga, kao §to su San Julian,
GF655/2, Marianna GF 8/1, Myrobalan B, i druge (Arena et al., 1997).

Medutim, s obzirom na mikropropagaciju ispituju se i obecavajuée podloge
slabije bujnosti, kao npr. kod Mr. S. klonova od kojih je Mr. S. 1/6 imala najveci
postotak ukorjenjivanja, te najbolji odnos korijena i izboja (Morini et al., 1990).

MIKROFROPAGACIJA SORATA

MoZe imati za cilj dobivanje zdravih mati¢nih stabala ili gotovih sadnica
odredene sorte na vlastitom korijenu.

Bistrica je najzastupljenija sorta §ljive u Hrvatskoj, a moZe se s uspjehom
uzgajati na vlastitom korijenn. Stoga su neka istrafivanja usmjerena dobivanju
kvalitetnih sadnica ove sorte metodom kulture tkiva i vitre (Rufié 1 Cerovié,
1985).

Ustanovljeno je da sorta Santa Rosa (Prunus salicing) ima bolju prolifer-
aciju izboja i odnos izmedu izboja i korijena nego sorte europskih Sljiva (Privaus
domestica), te da je kod sorte Santa Rosa zabiljeZzen maksimalni rast kalusa uk-
oliko se uzimao vrini meristem (Aier i Sharma, 1990).

Usporedivanjem vocki dobivenih mikropropagacijom u odnosu na one koje
su cijepljene na padloge, ustanovljeno je da se razlikuju u bujnosti. Medutim nije
bilo velikih razlika u bujnosti stabala dobivenih mikropropagacijom i ukorjenji-
vanjem reznica, jer obje imaju vlastiti kerijen (Popov, 1993). Ustanovljeno je da
je urod stabala dobivenih mikropropagacijom nefto manji od onih koja su cije-
pljena na podlogu, ali neto veci od stabala ukoijenjenih reznica, dok u kvaliteti
ploda nije bilo razlike (Sansavini et al., 1990; Popov i Kornova, 1995).

Nedostatak mikropropagiranih sadnica za komercijalne voénjake moZe
predstavljati rejuvenilizacija, koja uzrokuje kasniji ulazak u rod takvih stabala
(Cobianchi et al., 1992).
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KULTURA EMBRIJA

Kultura embrija Prunus domestica i Prunus salicing poznata je ved vise od
trideset godina. Ona omoguéuje brie rezultate u postupku selekcije novih sorata,
jer se od jednog embrija odmah moie i¢i u multiplikaciju in vitro, te dobiti Zeljeni
broj biljaka s kojima ulazimo v pokus radi priznavanja sorte (Redalen, 1992),

Osim kulture embrija, isto tako je mogucée izvriiti umjetnu oplodnju na
Whiteovom mediju, a zatim prijenosom plodnice na medij MS kojem se dodaje
0,5 mg/l GA3 + 2% , saharoze dobiti razvijeni embrij, a zatim i novu bilj&icu
(Lech et al., 1994).

Biljke dobivene u kulturi embrija, ali i one iz kulture protoplasta ili genetski
transformirane, mogu se odmah u kulturi tkiva selektirati a razli¢ite otpornosti
{npr. bakterije, soli i sl.) ili prolaziti poseban postupak (npr. radijacija ili agensi
za izazivanje mutacija i sl.).

KRIOPREZERVACLIA

To je postupak u kojem se Zeljeno tkivo, u ovom sluéaju &ljive, zamrzava u
zadtitnim mikrocjevéicama uronjenima u tekuéi dudik na -196 $C, te se tako
moZe uspjesno Cuvati duZe vrijeme. Ovo je posebice vaZno za banke gena, jer
odredeni materijal ne zauzima puno prostora, a prema potrebi se vadi i regenerira.

Upravo predmet istraZivanja predstavlja na¢in uspjeine krioprezervacije
(veliina meristema, postupak zamrzivanja i sl.) interesantnih &ljiva i moguénost
njihove uspjeine regeneracije na hranjivom mediju nakon vadenja iz tekuéeg
dusika (Brison et al., 1995).

ZAKLIUCAK

Prou¢avajuéi informacije u literaturi vezane uz mikropropagaciju #ljive,
uocava se velik broj radova koji obraduju tu problematiku.

Polaziste predstavlja generalni princip kulture tkiva in vitro koji se temelji
na uspjeinom provodenju svih faza mikropropagacije 1 odabiru odgovarajuéeg
hranjivog medija. Stoga se naglasak u znanstvenim radovima daje na poboljsanje
u samom postupku mikropropagacije, mijenjajuci od prije poznate uvjete (npr.
svietlo, vlaga, uvodenje mikorize i s1.). Isto tako proucava se moguénost mikro-
propagacije novih vrsta, odnosno podloga i sorata koje su zanimljive za pokusne
i proizvodne nasade. Nezaobilazno je spominjanje uloge kulture tkiva in vitro u
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stvaranju novih poboljianih podloga i sarata pomocu kulture embrija ili promjene
genotipa, moguénosti fuvanja zanimljivog biljnog materijala krioprezervacijom.

Mikropropagacija Sljiva postala je vaZna metoda u rasadni¢arstvu zbog ci-
jelog niza prednosti, kao #to su brzina dobivanja uniformnog i velikog broja
biljnog materijala oslobodenog glavnih bolesti. Isto tako, oplemenjivacki rad u
danainje vrijeme je nezamisliv bez spoznaje o kulturi tkiva in vitro. Medutim,
neki od autora vrlo su oprezni i upozoravaju na moguce nedostatke u proizvodnji
tako dobivenih iljiva (npr. rejuvenilizacija i sl.).

Sve navedeno upucuje nas da polako shvatimo kako je mikropropagacija
iljiva metoda koja nije izvediva u samoj prirodi bez utjecaja ¢ovjeka. Ona danas
predstavlja samo pocetni impuls u otvaranju novog podrudja, a to je transforma-
cija tj. promjena postojefih genotipova $ljiva ubacivanjem novih gena, kako
bismo dobili transgene, odnosno superiornije podloge ili sorte u nama interesant-
nim svojstvima.
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