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Al V poskus mikropropagacije smo vkljucili brste 40 let stare ceSnje Prunus
subhirtella L. V kontrolnem poskusu smo neolus¢ene oz. olus¢ene brste direktno

inokulirali na indukcijsko gojis¢e oz. jih predhodno 5 min namakali v 96% etanolu
(EtOH) ali sterilni destilirani H,O. V poskus razkuzevanja brstov je bilo vkljuc¢enih
8 obravnavanj s 96% EtOH oz. s sterilno destilirano H,O v kombinaciji z 1,66%
dikloroizocianurno kislino (DICA) oz. 1,66% PeraSafe (P). Vsi inokulirani brsti ne
glede na obravnavanje v kontrolnem poskusu so bili Ze po 3 dneh okuZeni z glivo
oz. glivami. Po 7 do 10 dneh inokulacije so bile vidne Ze tudi okuzbe z bakterijami.
Najve¢ 74,30% brstov je bilo okuzenih z glivo Pestalotia sp., 16,20% z glivo
Phomopsis sp., 6,70% z glivo Trichoderma sp. in samo 2,79% brstov se je okuZilo
z glivo Penicillium sp.. Pri obravnavanjih z razkuzevanjem je bilo nekaj brstov

uni¢enih z razkuzili. Najve¢ propadlih brstov je bilo pri petem do osmem
obravnavanju, kjer smo neoluscene brste namocili za 5 min v 96% EtOH. Pri teh
obravnavanjih je bila prezivelost brstov od 1,81 do 7,27%. Vec¢ brstov je prezivelo

in bilo vitalnih pri devetem do dvanajstem obravnavanju, kjer smo EtOH
nadomestili s H,O. Tu je preZivelo od 4,54 do najve¢ 34,54% brstov pri enajstem
obravnavanju, kjer so bili brsti razkuzeni 15 min s P. Gliva Phomopsis sp. je bila

najStevilénejSa pri vseh 8 obravnavanjih, kljub uporabljenim razkuzilom se je
pojavila pri 15% vseh brstov, 4,88% brstov je bilo okuzenih z glivo iz skupine
Mycelia sterila, ki je v kontrolnem poskusu nismo zasledili, 1,93% brstov je bilo
okuzenih z glivo Pestalotia sp. in 0,34% z glivo Penicillium sp. Glivo Trichoderma

sp. so uporabljena razkuzila popolnoma unicila.
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The process of micropropagation was performed on buds of 16 year old Prunus
subhirtella L. cherry tree. In the control experiment we directly inoculated peeled
and unpeeled buds onto induction media or previously soaked them for 5 min in
96% ethanol (EtOH) or sterile distilled H,O. The experiment of surface sterilization
of buds included 8 treatments with 96% EtOH or sterile distilled H,O in
combination with 1.66% dichloroisocyanuric acid (DICA) or 1.66% PeraSafe (P).
All inoculated buds regardless of treatment in the control experiment were infected
with fungus or fungi within 3 days. After 7 to 10 days from inoculation the buds
began showing bacterial infections. The most, 74.30% of buds were infected with
the fungus Pestalotia sp., 16.20% with the fungus Phomopsis sp., 6.70% with the
fungus Trichoderma sp. and only 2.79% with the Penicillium sp. During
sterilization treatments some buds were destroyed during the process. The most
destroyed buds were seen in treatments five to eight, where unpeeled buds were
soaked in 96% EtOH for 5 min. In these treatments the survival rates of buds were
between 1.81 and 7.27%. More buds survived and remained vital in treatments nine
to twelve, where EtOH was replaced with H,O. Here survival rates were between
4.54 and the most 34.54% of buds in treatment eleven, where buds were sterilized
15 min with P. The fungus Phomopsis sp. was most common in all 8 treatments. In
spite of using sterilization agents it was present in 15% of all buds, 4.88% of buds
were infected with the fungus Mycelia sterila, which was not detected in the control
experiment, 1.93% of buds were infected with the fungus Pestalotia sp. and 0.34%
with the fungus Penicillium sp. The fungus Trichoderma sp. was completely
destroyed by used sterilization agents.
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°C - stopinja Celzija; enota za merjenje temperature po skali, pri kateri je vreliS¢e vode pri
100 °C

DICA - dikloroizocianurna kislina
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1 UVOD

Okrasna oz. japonska ¢e$nja Prunus subhirtella L. je drevo, ki cveti v jeseni oz. zgodaj
spomladi. To je odvisno od jesenskega vremena. Kar ne odcveti jeseni, pocaka do
spomladi, do marca, aprila in cveti Se pred olistanjem (slika 1) (Gliha, 2003).

Slika 1: Cvet okrasne ¢esnje Prunus subhirtella L. (Opiota..., 2006)

Vegetativno razmnozevanje s potaknjenci pri vecCletnih lesnatih rastlinah je lahko zelo
otezeno, zato lahko z alternativnim nacinom razmnozevanja, kot je mikropropagacija,
dosezemo zelene rezultate. V postopkih mikropropagacije lahko iz fiziolosko stare mati¢ne
rastline pridobimo fiziolosko pomlajene oz. rejuvenilizirane poganjke. Pomladitev je
povratna sprememba organizma iz odrasle v juvenilno fazo, ki jo lahko dosezemo v
postopku mikropropagacije z regeneracijo. Pomlajeni regeneranti oz. poganjki se lazje in
hitreje ukoreninijo. Poganjki z mocnim koreninskim sistemom se v postopku
aklimatizacije zelo dobro prilagodijo zunanjim razmeram.

V in vitro razmerah lahko izhodi$¢ni, pomlajen genotip vzdrzujemo neomejeno dolgo oz.
na nekaj subkultivacij obnovimo material zaradi somaklonske variabilniosti in po potrebi
poganjke koreninimo, ne glede na rastno dobo. Na ta nacin lahko pocenimo proizvodnjo
potaknjencev in s tem tudi sadike.

Pri vegetativnem razmnozevanju in vivo je material fiziolosko toliko star, kot mati¢na
rastlina, ki nam predstavlja vir potaknjencev. Ti potaknjenci so morfolosko zelo podobni
rastlinam zraslih iz kos€ic, vendar so fizioloSko toliko stari kot mati¢na rastlina. Tu je
obiajno glavni vzrok tezav pri in vivo koreninjenju. Cim je potaknjenec fiziolosko starejsi,
tem tezje se ukorenini. Za uspeSno kulturo potaknjencev je potrebno, da je rastlina tako
fiziolosko kot morfolosko mlada.
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1.1 NAMEN NALOGE

Namen naloge je ugotoviti vpliv treh sredstev, etanola, dikloroizocianurne kisline in
PeraSafe, na uspeSnost razkuZevanja in regeneracije oz. preZivetje brstov ceSnje po
razkuzevanju. UspeSno razkuzevanje mora uni€iti ¢im ve¢ mikroorganizmov, ki so prisotni
na rastlinskem materialu in vivo ter ¢im manj poSkodovati rastlinsko tkivo. Rastlinske
celice po razkuzevanju morajo ohraniti sposobnost regeneracije oz. je postopek
razkuzevanja potrebno optimizirati v smer uspesne asepticne kulture. Lesnate rastline, ki
rastejo ve¢ let in vivo so obicajno okuzene z veC vrstami mikroorganizmov, zato je
postopek razkuZevanja oz. pridobitev asepti¢ne kulture zelo zahteven, in je lahko klju¢nega
pomena za uspeh gojenja v in vitro oz. mikropropagacije.

1.2 CILJI NALOGE

S pravilnim izborom postopka razkuzevanja lahko bistveno vplivamo na uspeh
mikropropagacije, ki je pri lesnatih rastlinah klju¢nega pomena za morfolosko in fiziolosko
pomladitev materiala. Z razkuzevanjem brstov z razlicnimi razkuzili smo Zeleli uniciti ¢im
ve¢ mikroorganizmov in ¢im manj poSkodovati rastlinski material.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 IZVOR IN BOTANICNA RAZVRSTITEV

Cesnja izvira iz Male Azije, nekje med Crnim in Kaspijskem morjem ter Kavkazom. Divja
¢esnja se je od tod razsirila dale¢ izven tega obmocja. Prve gojene sorte so verjetno nastale
tudi tam, vendar je obmocje nastajanja kulturnih sort dale¢ zunaj tega ozemlja oz. gen
centra in sega do Male Azije pa vse do Jadranskega morja in Svice. V sodobnem ¢asu se je
to obmoc¢je mocno razsirilo, saj se ¢eSnje goji po vseh celinah, kjer podnebne razmere
omogocajo njihovo rast. Prvotno so nastale sorte z naravno selekcijo v razli¢nih lokalno
omejenih obmocjih. Danes se gojijo nove sorte CeSenj v razlicnih drzavah po svetu, tudi
zunaj prvotnih obmogij, zlasti po Kanadi, ZDA in severni Evropi (Smole, 2000). Cesnjeve
nasade je mozno videti vse do Norveske.

Domnevajo, da so bile divje (avtohtone oz. izvorne) japonske ¢eSnje kultivirane ze v 8.
stoletju, ¢e ne Ze prej (Gliha, 2006). Na Japonskem jo omenja zabeleZena legenda iz leta
408. Evropejcem je znana Sele iz prehoda iz 19. v 20. stoletje. Teda;j je bila tudi imenovana
in botani¢no opisana ter leta 1901 uvedena v Evropo na Britansko otocje (Gliha, 2003).
Njeno strokovno ime je Prunus subhirtella ‘Autumnalis’, po japonsko Juugatsu zakura
(Porcher in sod., 2004).

Bistvenih za nastanek japonskih zlahtnih ceSenj v preteklosti je sedem vrst avtohtonih
japonskih ¢eSenj. Te rastejo na razli¢nih predelih in klimatih Japonske. NajstarejSe sorte
kultiviranih japonskih ¢eSenj so mutanti in nakljucni krizanci iz narave, ki so jih ljudje
kultivirali in naprej mnoZili s cepljenjem, pozneje pa zaceli tudi nacrtno krizati, s ¢cimer so
pridobili Se bolj razkosne in Zlahtne sorte (Gliha, 2006).

Za nastanek gojenih sort ¢eSenj je najpomembne;jsa selekcija Cerasus, v katero je uvrS¢ena
tudi vrsta Prunus avium L. (Smole, 2000). Gojene sorte izhajajo iz divje ¢eSnje. Botani¢na
razvrstitev je povzeta po Fito-info (2003).

DEBLO: Spermatophyta - semenke
PODDEBLO: Magnoliophytina - kritosemenke
RAZRED: Magnoliopsida - dvokali¢nice
PODRAZRED: Rosidae

NADRED: Rosanae

RED: Rosales - sipkovci

DRUZINA: Rosaceae - roznice

PODRUZINA: Prunoideae - kos¢icasto sadje
ROD: Prunus - sliva

VRSTA: subhirtella - okrasna ¢es$nja
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2.2 SPLOSNI OPIS IN GOJENJE CESNJE Prunus subhirtella L.

Je srednje veliko drevo Sibke oz. nezne rasti z belimi cvetovi z odtenkom roza barve, s
starostjo doseze do 5 m viSine in Sirine. Poganjkov je veliko, so drobni, tanki in zlahka
upogljivi ter na jesen obilno oblozeni s popki. Podobna zanimivost kot pri judezevcu
(Cercis siliquastrum), kjer je pogosta kauliforija, je pri cvetovih, ki se Se uspejo razpreti pri
nizjih temperaturah. Ti v bistvu nimajo cvetnih pecljev in so tesno nagneteni eden poleg
drugega. Cvetni peclji so normalno dolgi cca. 1,5 cm. Polvrstnati (polpolnjeni) cvetovi so
Siroki od 2,5 do 3 cm. So ocarljivo nakodrani in popolnoma beli, v€asih tudi roza
nadahnjeni, z rumenkasto sredino iz prasnikov. V ugodnih jesenih pride do krasne
kombinacije prvega cvetja in Se neodpadlega listja ognjenih barv (slika 1) (Gliha, 2003).

Vecini japonskih ¢eSenj moramo v vrtu nameniti dovolj prostora, da pride polno do izraza.
Najveckrat jo sadimo posamic¢no (soliterno) na travnato povrsino, na sonc¢no ali le delno
sen¢no lego (Gliha, 2003).

Jesenska japonska ¢eSnja uspeva v razlicnih vrtnih tleh (peScena, ilovnata, humozna), ki
naj ne bodo susna, lahko so tudi zmerno vlazna, le voda ne sme zastajati. Ob sajenju je
priporo€ljivo dodati dober kompost, lahko pa tudi dobro preperel hlevski gnoj (Gliha,
2003).

Poleg Sarke, ki razen lovorikovcev ogroza celotni rod Prunus in Cvetne monilije
(Monilinia laxa), ki je zadnje ¢ase precej pogosta pri nas, japonska ¢e$nja nima bolezni in
Skodljivcev. Proti voluharju je priporocljivo sajenje v mreze (Gliha, 2003).

2.3 RAZMNOZEVANIE IN VITRO

In vitro razmnozevanje vkljuCuje veliko ro¢nega dela, ki ga je prakticno nemogoce
poceniti. Razlogi, zakaj ni bolj uveljavljeno pri razmnozevanju lesnatih rastlin, so tudi v
neraziskanih in nevpeljanih vseh fazah dela. Tako je Se vedno poglavitno razmnoZevanje s
potaknjenci, kjer so bili v zadnjih letih storjene Stevilne izboljsave. Kljub temu pa pri
nekaterih lesnatih rastlinah $e ni dovolj u¢inkovito. Zato se i$¢ejo nove moznosti, tudi v in
vitro tehnikah, ki bi povecale odstotek koreninjenja in pri tem ohranile vitalnost rastline.

Pri vecini lesnatih rastlinah poteka razmnozevanje s potaknjenci brez tezav. Nasprotno pa
dolocene rastlinske vrste s potaknjenci le s tezavo ukoreninimo. Glede na zmoznost
razmnozevanja/koreninjenja s potaknjenci se v literaturi pojavlja delitev lesnatih rastlin v
dve skupini (Spethmann, 1997):

- lesnate rasline, ki jih lazje razmnozujemo/koreninimo in

- lesnate rasline, ki jih tezje razmnozujemo/koreninimo
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Za uspesno kulturo potaknjencev je zelo pomembna fizioloska starost le teh. FizioloSko
mlajsi potaknjenci se veliko lazje in boljSe koreninijo, kot fiziolosko starejsi. Pri tem je
seveda zelo pomembno fiziolosko stanje mati¢ne rastline, ki predstavlja vir potaknjencev.
Lesnate rastline v sploSnem s starostjo postajajo tudi fiziolosko starejSe. Tako so
potaknjenci, pridobljeni iz starih dreves, fizioloSko stari in pricakovati je slab uspeh
koreninjenja in rasti teh potaknjencev. Strmeti je torej potrebno k ohranjanju fiziolosko
mladih mati¢nih rastlin (rez nazaj, in vitro razmnoZevanje).

Upostevati je potrebno, da se vsi deli ene rastline ne nahajajo v enakem fizioloSkem stanju
in starosti. Spodnji del debla je fizioloSko najmlaj$i, robovi kroSnje pa so fiziolosko
najstarejsi (Osterc, 2001). Enoletni poganjki, ki se pretezno uporabljajo za potaknjence so
fiziolosko najstarejSi del drevesa. Kljub temu da so morfolosko, vizuelno in po starosti
najmlajsi del rastline.

Uspesno se lahko izognemo starosti mati¢ne rastline in razmnozimo pomlajen material s
tehnikami tkivnih kultur. Tovrstno razmnozZevanje ima lepo prihodnost, saj z njim lahko na
relativno majhnem prostoru vzgojimo veliko Stevilo potomcev. To pa lahko pomeni
pocenitev proizvodnje sadilnega materiala.

2.3.1 Mikropropagacija

Mikropropagacija je temeljna tehnika tkivnih kultur. Je osnova vsem ostalim tehnikam,
kajti kon¢ni cilj tudi zahtevnejSih postopkov je rastlina, ki jo s temi metodami ohranjamo
in razmnozujemo. V postopkih tkivnih kultur razlikujemo dve glavni poti regeneracije. 1z
apikalnih ali aksilarnih vrSickov - meristemov in iz adventivnih tkiv ali meristemov, iz
katerih v naravi organi obi¢ajno ne nastanejo. Ti lahko nastajajo neposredno iz
inokuliranega tkiva ali pa nastopa kot vmesna faza kalus (Bohanec, 1992).

Vegetativno, hitro razmnoZevanje rastlin je z uporabo tkivnih kultur postalo mocna
gospodarska veja, ki se uporablja tudi v agrokulturi in gozdarstvu. Rastline razmnozujemo
z mikropropagacijo, kadar zelimo skrajSati ¢as razmnoZevanja in gojiti veliko Stevilo
rastlin na majhnem prostoru, neodvisno od letnega casa ali kadar je klasi¢no
razmnozevanje dolgotrajno in tezavno. Omogoca nam gojenje in ohranjanje genetsko
enakega materiala - kloniranje (Ravnikar, 1996).

Aksilarni brsti iz vrhov poganjkov so nagnjeni k temu, da iz njih nastanejo majhni stranski
brsti v sterilnih laboratorijskih pogojih. Ti poganjki so nato loc¢eni od prvotnega poganjka
in se lahko ukoreninijo ali pa ponovno razmnozijo. Mikropropagacija je v zadnjem ¢asu
podrocje raziskav, s katero lahko uspe$no in vitro razmnozujemo razlicne sadne vrste,
vkljucno s ¢eSnjami (Webster, 1996).
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Mikropropagacijo spremljajo tako negativni, kot pozitivni pojavi.

Negativni pojavi:

1. Oprema za postavitev mikropropagacijskega laboratorija je lahko drazja, kot oprema za
postavitev preprostega rastlinjaka.

2. Prostori za aklimatizacijo so lahko dragi, ni pa nujno, saj za aklimatizacijo lahko zelo
dobro izkoriS¢amo malo boljSe rastlinjake o0z. posamezne dele rastlinjakov.
Mikropropagirane rastline se lahko tezje aklimatizirajo in pogosto potrebujejo daljsi
¢as, kot konvencionalno razmnozene.

3. Regeneracija iz adventivnih tkiv obfasno lahko povzroci, tekom mikropropagacije,
nezazelene somatske mutacije (samoklonska variabilnost).

Pozitivni pojavi:

Omogoca razmnozevanje vse leto ne glede na vremenske razmere.

Hitro razmnoZevanje materiala, ki je v majhnih zalogah.

Razmnozevanje klonov, pri katerih imamo velike tezave pri uporabi drugih metod.

Ni potrebna uporaba fitofarmacevtskih sredstev kot pri konvencionalnih metodah.
Lahko inducira genske spremembe v materialu, ki posledi¢no izboljsajo njihovo

A

obi¢ajno razmnozevanje, ni pa nujno. Lahko ugodno vplivajo na izrazanje drugih
agronomsko ali gospodarsko pomembnih lastnosti.

Tehnike mikropropagacije se najpogosteje uporabljajo za:

- povecanje materiala, ki je v manjSih zalogah,

- razmnozevanje materiala, ki se pocasi in tezavno razmnozuje z obiCajnimi o0z.
obstojecimi metodami.

Razen potreb po specifi¢ni laboratorijski opremi in priboru je potrebno za uspesno
mikropropagacijo obvladati posamezne faze dela. UspeSno mikropropagacijo sestavlja vec
faz dela: priprava mati¢nih rastlin, razkuzevanje rastlinskega materiala, inokulacija kulture,
indukcija — regeneracija, razmnozevanje poganjkov, podaljSevanje poganjkov in
koreninjenje ter aklimatizacija.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

V poskus smo vkljuéili zimske brste okrasne &enje (Prunus subhirtella L.). Ce$nja raste
na laboratorijskem polju BiotehniSke fakultete. Enoletne poganjke z zimskimi brsti smo
porezali 22.3.2005 in v laboratoriju s skalpelom z njih odrezali brste, tako da smo jih pri
bazi ¢im manj poskodovali. Brstom smo pustili oz. odstranili luskoliste, odvisno od
obravnavanja in tako pripravljene namocili za 5 min v sterilno vodo o0z. povrSinsko
sterilizirali s 96% etanolom (EtOH) v kombinaciji za 15 oz. 20 min z 1,6%
dikloroizocianurno kislino (DICA) oz. 1,6% PeraSafe (P).

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

V in vitro poskus smo vkljucili 1040 brstov z enoletnih poganjkov 40 let stare okrasne
¢esnje (Prunus subhirtella L.) (slika 2).

Slika 2: Enoletni poganjek z brsti ¢eSnje P. subhirtella (Celar, 2005)

3.2 METODE DELA

Poskus mikropropagacije je potekal v laboratoriju za asepti¢ni delo, kjer smo lahko ves cas
ohranjali pridobljeno asepti¢no kulturo brstov in regenerantov.

3.2.1 Sestava gojis¢

Gojis¢a za indukcijo, regeneracijo oz. za razmnoZzevanje ter koreninjenje so vsebovala
makro- in mikroelemente ter organske sestavine MS (Murashige in Skoog, 1962) gojisca
(preglednica 1). Saharoze, kot vir ogljikovih hidratov in ogljika, je bilo 30 g/l v gojiscu za
indukcijo in razmnoZevanje ter 20 g/l v gojiScu za koreninjenje. Vecje razlike so bile v
sestavi in koli¢ini rastlinskih hormonov. Goji§¢e za indukcijo je vsebovalo avksin 0,1 mg/l
indol ocetne kisline (IBA), citokinin 1 mg/l benzilamino purina (BAP) in giberelin 0,1
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mg/l giberelinske kisline (GA3). Gojisce za
avksina IBA, polovico 0,5 mg/l citokinina BAP in enako giberelina GA3. V gojis¢u za

koreninjenje je bilo le 1 mg/l avksina IBA. Vrednost pH vseh g

strjevalec je bil dodan agar 7 g/l (preglednica 1).

cevw e

0jiSC j

razmnozevanje je imelo enako koli¢ino

bila 5,7 in kot

Preglednica 1: Sestava gojis¢ za indukcijo, razmnoZevanje in koreninjenje ¢e$nje P. subhirtella

Gojisca za
TS T4 ' T et [
indukcijo razmnozevanje koreninjenje
Makroelementi (mg/1)
KH,PO, 170 170 170
NH4NO; 1650 1650 1650
MgSO, x 7TH,0 370 370 370
KNO; 1900 1900 1900
CaCl, x 2H,0 440 440 440
Mikroelementi (mg/l)
H;BO; 6,2 6,2 6,2
MnSO, x 4H,0 223 223 223
ZnSO4 x 7TH,0 8,6 8,6 8,6
KJ 0,83 0,83 0,83
CuSO, x 5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl, x 6H,0 0,025 0,025 0,025
Na,MoO, x 2H,0 0,25 0,25 0,25
Na,Fe- EDTA 37,2 37,2 37,2
FeSO, x 7TH,O 27,8 27,8 27,8
Ogljikov hidrat (g/1)
Saharoza | 30 30 | 20
Organske snovi, vitamini, hormoni (mg/1)
Inozitol 100 100 100
Tiamin 0,1 0,1 0,1
Nikotin 0,5 0,5 0,5
Piridoksin 0,5 0,5 0,5
Glicin 2 2 2
IBA 0,1 0,1 1
BAP 1 0,5 —
GA3 1 0,1 —
Strjevalec (g/1) in pH vrednost
Agar 7 7 7
pH 5,7 5,7 5,7

3.2.2 Priprava gojis¢
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Gojisca za mikropropagacijo ¢esSnje P. subhirtella smo pripravili tako, da smo zatehtali v
¢aSo komercialno bazalno MS gojisce, saharozo in inozitol (preglednica 1) ter jih prelili z
bidestilirano vodo. Sestavine smo raztopili z meSanjem s pomocjo teflonskega magneta na
elektricnem mesalu. Nato smo odpipetirali in dodali Se vitamine (tiamin, piridoksin in
nikotin) ter hormone (IBA, BAP in GA3) iz zaloznih raztopin, da smo ohranili natan¢nost.
Konéni volumen, razen dodatka glicina, ki smo ga dodali filtrsko po avtoklaviranju, smo
dolocili v merilni bucki in prelili nazaj v ¢aso ter umerili pH vrednost med meSanjem z
dodatkom kapljic IN KOH ali 1N HCI. Tako pripravljeno gojis¢e smo prelili v steklenice,
primerne za avtoklaviranje (proizvajalca Schott-Duran) in dodali agar. Gojis¢e smo
avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in pritisku 1,1 bar, 20 min.

Po avtoklaviranju smo gojis¢a ohlajali pri sobni temperaturi ali v mrzli vodi ob
neprestanem mesanju do priblizno 40 °C tik pred strjevanjem. V brezprasni komori smo Se
filtrsko dodali 2 mg/l glicina in temeljito premesali z vrtenjem steklenice, da se je snov
enakomerno porazdelila po celem volumnu gojis¢a. Se toplo, a ne strjeno gojiste za
indukcijo in regeneracijo oz. zacetno razmnozevanje smo razlili v sterilne plasticne
petrijevke ¢ 90 x 15 mm, za razmnozevanje in koreninjenje v predhodno sterilizirane
steklene kozarce s polipropilenskim pokrovom @ 55 x 72 mm in pustili, da se je gojisce
ohladilo in strdilo.

3.2.3 Iniciacija kulture

Na sterilno indukcijsko gojis¢e smo inokulirali razkuzevane brste, na razmnozevalno
gojisce inducirane brste in poganjke pri katerih smo izzvali razras€anje aksilarnih brstov
ter na gojisce za koreninjenje vitalne poganjke.

3.2.3.1 Priprava brstov

Enoletne poganjke, z zaprtimi brsti in v zacetni fazi odpiranja brstov, smo odrezali 22.
Marca 2005 iz mati¢nih rastlin in jih prenesli v laboratorij. S pomocjo skalpela smo brste
pri bazi odrezali s poganjka. Zimski brsti so obdani z rjavimi luskolisti. Tik pred
razkuzevanjem smo previdno, da ¢im manj poSkodujemo tkivo, s skalpelom odstranili
zunanje rjavo obarvane luskoliste (slika 3A in 3B).



Cresnar M. Vpliv razkuZevanja na regeneracijo brstov &esnje (Prunus subhirtella L.). 10
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2009

i A
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B
Slika 3: Neolus&ena brsta (A) in olu$¢ena brsta (B) &esnje P. subhirtella (Cresnar, 2005)
3.2.3.2 Opis sredstev za razkuzevanje in razkuzevanje brstov

Etanol (EtOH)

Etanol (C,HsOH) oz. etil-alkohol je najpomembnejsi alkohol, je v skupini kemic¢nih spojin,
kjer molekule vsebujejo hidroksi -OH skupino, vezano na ogljikov atom. Je Cista,
brezbarvna tekocina, pekocega okusa, v razred¢eni obliki ima neke vrste svez vonj, v bolj
koncentrirani obliki pa bolj zgoci, ki hitro hlapi in se z vodo meSa v vsakem razmerju.
Zgori z modrim, zelo vro¢im plamenom v CO, in H,O. Talis¢e ima pri -114 °C in vreliSce
pri 78,5 °C, njegova specificna gostota je 0,789 g/ml pri 20 °C. Izdelujejo ga z procesom
vrenja, tudi veliko drugih organizmov ga uporablja za pridobitev energije iz sladkorja.
Uporablja se za razkuzevanje delovnih povrSin, laboratorijskega materiala, za izdelavo
lakov, za proizvodnjo kisa, za zdravila, za izdelavo raznih zdravilnih ekstraktov
(izvleCkov), v kozmetiki in za gorivo. Najvec ga uporabljajo za pripravo alkoholnih pijac.
V Rusiji izdelujejo iz njega sinteti¢ni kavcuk. Velikokrat ga primeSajo bencinu za pogon
eksplozijskih motorjev (Etanol..., 2002; Schroter in sod., 1993).

Dikloroizocianurna Kislina (DICA)

Dikloroizocianurna kislina (C3CI;N3;NaOs) je v obliki belega prahu oz. granul. Reakcija
nastane, kadar je izpostavljena ognju ali pri meSanju z kisikovimi spojinami. pH vrednost
je 5,5 — 7,0. Klor v trdi obliki je obstojnejsi kot v tekoc€ini, kjer na svetlobi zelo hitro
razpade in se veze s kisikom v neaktivno komponento (Sigma — Aldrich, 2006).

PeraSafe (P)

PeraSafe je pripravek v prahu, modro-bele barve, za varno in hitro sterilizacijo. V
neodvisnih poskusih je dokazano, da je u¢inkovit proti bakterijam, virusom (HIV, hepatitis
B in C), mikrobakterijam, glivam in sporam. Najve¢ se uporablja za dezinfekcijo
medicinskih inStrumentov. PeraSafe je kemicno peroksidni kompleks, ki sprosca
peracetilne ione, ki dosezejo ravnotezje pri pH 8,0. Raztopina vsebuje tudi vodikov
peroksid in ocetno kislino in se razkroji v ogljikov dioksid in vodo (PeraSafe..., 2004).
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Kontrolni poskus

1. direktna inokulacija neolusc¢enih brstov = 40 brstov
2. direktna inokulacija olusc¢enih brstov = 47 brstov

3. neolusceni brsti + EtOH - Smin = 40 brstov

4. neolusceni brsti + H,O - Smin = 40 brstov

RazkuZevanje

5 neolusceni brsti + EtOH — 5 min — olusc¢eni brsti + DICA — 15 min = 110 brstov
6 neolusc¢eni brsti + EtOH — 5 min — olu$¢eni brsti + DICA — 20 min = 110 brstov
7. neolusc¢eni brsti + EtOH — 5 min — olusceni brsti + P — 15 min = 110 brstov

8 neolusceni brsti + EtOH — 5 min — olusceni brsti + P — 20 min = 110 brstov

9. neoluséeni brsti + H,O — 5 min — olu$¢eni brsti + DICA — 15 min = 110 brstov
10. neolu$¢eni brsti + H,O — 5 min — olu$¢eni brsti + DICA — 20 min = 110 brstov
11. neolus€eni brsti + H,O — 5 min — oluS¢eni brsti + P — 15 min = 110 brstov

12. neoluséeni brsti + H,O — 5 min — olus¢eni brsti + P — 20 min = 110 brstov

Polovico neoluscenih brstov smo najprej 5 min namakali v sterilni bidestilirani H,O, ostalo
polovico pa smo 5 min predhodno razkuzevali s 96% EtOH. Pred nadaljnjim
razkuzevanjem smo previdno odstranili zunanje luskoliste in jih potem razkuzevali 15 oz.
20 min z 1,6% DICA oz. 1,6% P. V 100 ml erlenmajerico smo nalili 50 ml bidestilirane
vode, pokrili z dvema plastema alufolije in avtoklavirali. Zatehtali smo 0,83 g DICA in
0,83 g P in vsakega posebej stopili v 50 ml avtoklavirane vode in dodali 3 kapljice
detergenta Tween 20 za boljSo omocljivost. Med razkuzevanjem smo material veckrat
premesali. Po 15 oz. 20 min smo odlili razkuzilo in brste spirali z avtoklavirano
bidestilirano vodo. Postopek spiranja smo ponovili trikrat, da smo ¢im bolj odstranili
ostanke razkuzila. Tako pripravljene brste smo zra¢no osusili na sterilnem filtrskem papirju
in jih inokulirali na indukcijsko gojisc¢e (preglednica 1). Skupno so bili Stirje kontrolni
poskusi, z oznakami 1 do 4 in osem postopkov razkuzevanja oz. obravnavanj z oznakami 5
do 8.

3.2.3.3 Inokulacija brstov

Razkuzene brste ¢eSnje P. subhirtella smo po 10 oz. 11 ali 12 pri drugem obravnavanju
inokulirali na indukcijsko gojisce v petrijevke o 90 x 15 mm (slika 4). Petrijevke v katerih
je bila kultura smo pred izhlapevanjem gojis€a in morebitno sekundarno okuzbo zas¢itili s
parafilmom. Uporabljeno orodje, pincete in skalpele smo sprotno sterilizirali v
visokotemperaturnem grelcu oz. suhem sterilizatorju pri 815 °C. Delo je ves Cas potekalo v
asepti¢nih pogojih v brezprasni komori.
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Slika 4: Inokulirani brsti ¢e$nje P. subhirtella na indukcijskem gojis¢u (Cre$nar, 2008)

3.2.3.4 Subkultivacija brstov in poganjkov

Brste smo po indukciji in zacetku regeneracije, 21 dni po inokulaciji na indukcijsko
gojisce, po 10 brstov subkultivirali na razmnoZevalno gojisce v petrijevke. Poganjke velike
1,5 — 2 cm smo subkultivirali na gojise za koreninjenje v steklene kozarce s
polipropilenskim pokrovom (preglednica 1).

3.2.3.5 Gojenje

Brste in regenerante smo gojili v rastni komori pri temperaturi 25 = 1 °C in fotoperiodi
16/8 ur (svetloba/tema) ter intenziteti svetlobe 34 umol m™s™.

3.2.3.6 Bonitiranje in obdelava podatkov

Vsak teden smo opravili bonitiranje. Popisali smo okuzene brste in vrsto gliviéne okuZzbe,
Stevilo induciranih brstov in nastalih regenerantov primernih za nadaljnje razmnozevanje
in koreninjenje ter Stevilo propadlih brstov in poganjkov. Zbrane podatke smo uredili
tabelari¢no in grafi¢no. Izracunali smo odstotek okuZenih brstov z razlicnimi glivami glede
na obravnavanje oz. nacin sterilizacije ter odstotek prezivelih brstov oz. poganjkov na
indukcijskem oz. razmnozevalnem gojiscu.
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4 REZULTATI
4.1 RAZKUZEVANJE BRSTOV

V teznji, da dobimo vitalno asepticno kulturo brstov brez poskodb od uporabljenih
razkuzil, smo izbrali $tiri kontrolne poskuse in osem razli¢nih postopkov razkuzevanja.

4.1.1 Kontrolni poskus

Na gojiscu za indukcijo se je 3 dni po inokulaciji zacela pojavljati glivicna okuzba na vseh
167 brstih kontrolnega poskusa (preglednica 2, slika 5, 6, 7 in priloga A).

Preglednica 2: Stevilo inokuliranih in okuZenih brstov ¢esnje P. subhirtella na indukcijskem gojis¢u v
kontrolnem poskusu

Obravnavanje | St. inokuliranih brstov |---------------q-=------—-----—- Glva ]
Pestalotia sp. | Trichoderma sp. | Phomopsis sp. | Penicillium sp.
1 40 40 5 0 0
2 47 38 2 5 5
3 40 17 0 24 0
4 40 38 5 0 0
Skupno §t. okuzb 133 12 29 5

V kontrolnem poskusu s §tirimi obravnavanji smo dolo¢ili na inokuliranih brstih 4 razli¢ne
rodove gliv. Najbolj pogosto se je pojavljala gliva Pestalotia sp., kar pri 133 brstih in je
bila prisotna v vseh §tirih obravnavanjih. Najmanj, samo 17 brstov je bilo okuzenih z glivo
Pestalotia sp. pri tretjem obravnavanju, po 38 brstov pri drugem in ¢etrtem in najve¢ vseh
40 brstov pri prvem obravnavanju. Gliva Trichoderma sp. se je pojavila pri 12 brstih v treh
obravnavanjih, razen pri tretjem obravnavanju. Najveckrat po 5 krat pri prvem in cetrtem
obravnavanju ter 2 krat pri drugem obravnavanju. Gliva Phomopsis sp. se je pojavila pri 29
brstih in sicer 5 krat v drugem in 24 krat v tretjem obravnavanju. Penicillium sp. je bila
prisotna samo pri drugem obravnavanju in to v petih primerih. Skupno je bilo 45 okuzb pri
prvem obravnavanju, 50 pri drugem, 41 pri tretjem in 43 pri Cetrtem obravnavanju.
Nekateri brsti so bili okuzeni z ve€ kot eno glivo (preglednica 2, slika 7 in priloga A).
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Slika 5: Odstotek glivi¢nih okuZb brstov ¢esnje P. subhirtella na indukcijskem gojis¢u po obravnavanjih v
kontrolnem poskusu

Pri prvem obravnavanju je bilo okuzenih 88,89% brstov ¢esnje P. subhirtella z glivo
Pestalotia sp. in 11,11% brstov z glivo Trichoderma sp.. Pri drugem obravnavanju je bilo
76,00% brstov okuzenih z glivo Pestalotia sp., 4,00% brstov z glivo Trichoderma sp.,
10,00% brstov se je okuzilo z glivo Phomopsis sp. in prav tako 10,00% brstov z glivo
Penicillium sp.. Pri tretjem obravnavanju se je z glivo Pestalotia sp. okuzilo 41,46% brstov
in z glivo Phomopsis sp. 58,54% brstov. Pri ¢etrtem obravnavanju se je okuzilo 88,37%
brstov z glivo Pestalotia sp. in 11,63% brstov z glivo Trichoderma sp. (slika 5 in 7).
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Slika 6: Odstotek gliv Pestalotia sp, Trichoderma sp., Phomopsis sp. in Penicillium sp. na brstih ¢e$nje P.
subhirtella v kontrolnem poskusu

V kontrolnem poskusu je bilo skupno 74,30% brstov ¢esnje P. subhirtella okuzenih z glivo
Pestalotia sp., 16,20% z glivo Phomopsis sp., 6,70% z glivo Trichoderma sp. ter samo
2,79% z glivo Penicillium sp. (slika 6 in 7).



Cresnar M. Vpliv razkuZevanja na regeneracijo brstov &esnje (Prunus subhirtella L.). 16
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za agronomijo, 2009

Slika 7: Okuzeni brsti 7 dni po inokulaciji na indukcijskem gojis¢u v kontrolnem poskusu: A = prvo
obravnavanje; B = drugo obravnavanje; C = tretje obravnavanje; D = Cetrto obravnavanje (Celar, 2005)

Pojav gliv na brstih in gojiscih je bil zelo hiter, ze tri dni po inokulaciji smo opazili sledove
prvih hif. Sedem dni po inokulaciji je gliva Ze prerasla brst in je bila okuzba jasno vidna
(slika 7 A, B, C in D). V tem obdobju se je zacela pojavljati tudi bakterijska okuzba (slika
7C - tretja vrsta, prvi brst od leve proti desni). Bakterijska okuzba se je pojavila in razvijala
bistveno pocasneje od glivicne okuzbe.
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4.1.2 RazkuZevanje z EtOH, DICA in P

Preglednica 3: Stevilo inokuliranih in okuZenih brstov &esnje P. subhirtella, razkuZenih z EtOH, DICA in P
po 3,7, 13 in 21 dneh inokulacije na indukcijskem gojisc¢u

.| St. inokuliranih St. okuzenih brstov po inokulaciji St.p ropadvl lh. St. prezivelih
Obravnavanje | ~ T b brstov/okuzeni
brstov i ) ] ] . . brstov
3 dni 7 dni 13dni | 21 dni iz okolice
5 110 9 6 0 1 1/20 73
6 110 35 16 2 0 1/24 32
7 110 1 18 1 1 1/29 59
8 110 0 25 0 1 1/35 48
9 110 23 17 0 0 1/23 46
10 110 3 44 2 1 0/16 44
11 110 28 12 3 2 0/15 50
12 110 36 27 3 1 0/23 20

Brsti so bili na indukcijskem gojis¢u 3 tedne oz. 21 dni. Tri dni po inokulaciji se je pri
petem obravnavanju okuzilo 9 brstov, pri Sestem obravnavanju 35 brstov, pri sedmem
obravnavanju se je okuzil 1 brst, pri osmem obravnavanju ni bilo okuZenih brstov, pri
devetem obravnavanju se je okuzilo 23 brstov, pri desetem obravnavanju so se okuzili 3
brsti, pri enajstem obravnavanju se je okuzilo 28 brstov in pri dvanajstem obravnavanju 36
brstov (preglednica 3).

Sedem dni po inokulaciji je bilo pri petem obravnavanju dodatno 6 okuzenih brstov, pri
Sestem obravnavanju 16 okuZenih brstov, pri sedmem obravnavanju 18 okuZenih brstov,
pri osmem obravnavanju 25 okuzenih brstov, pri devetem obravnavanju 17 okuzenih
brstov, pri desetem obravnavanju 44 okuzenih brstov, pri enajstem obravnavanju 12
okuzenih brstov in pri dvanajstem obravnavanju 27 okuZenih brstov (preglednica 3).

Trinajst dni po inokulaciji sta bila pri Sestem in desetem obravnavanju dodatno okuzena po
2 brsta, pri sedmem obravnavanju 1 brst, pri enajstem in dvanajstem obravnavanju pa so
bili okuzeni po 3 brsti. Pri petem, osmem in devetem obravnavanju ni bilo okuZenih brstov
(preglednica 3).

Enaindvajset dni po inokulaciji se je na gojis€u za indukcijo pri petem, sedmem, osmem,
desetem in dvanajstem obravnavanju okuzil po 1 brst, pri enajstem obravnavanju pa 2. Pri
Sestem in devetem obravnavanju ni bilo okuzenih brstov(preglednica 3).

Pri petem, Sestem, sedmem, osmem in devetem obravnavanju je v obdobju 21 dni po en
brst propadel, luskolisti so postali temno rjavi (preglednica 3).
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Pri vseh obravnavanjih od petega do dvanajstega so se brsti zaradi prepoznega
prestavljanja na sveze gojis€e okuzili od sosednjih okuzenih brstov. Pri petem
obravnavanju se je okuzilo 20 brstov, pri Sestem obravnavanju 24 brstov, pri sedmem
obravnavanju 29 brstov, pri osmem obravnavanju kar 35 brstov, pri devetem obravnavanju
23 brstov, pri desetem obravnavanju 16 brstov, pri enajstem obravnavanju 15 brstov in pri
dvanajstem obravnavanju 23 brstov (preglednica 3).

Preglednica 4: Stevilo okuZenih brstov ¢e$nje P. subhirtella z razliénimi glivami po razkuZevanju z EtOH,
DICA in P na indukcijskem gojiscu

Obravnavanja R - _______(}!1_\{3_1___:_:_: ——————————————————————————————
Pestalotia sp. Phomopsis sp. Penicillium sp. Mycelia sterila
5 0 8 0 0
6 3 25 2 12
7 0 18 0 4
8 0 17 0 9
9 6 16 0 4
10 0 4 0 1
11 4 22 0 4
12 4 32 1 4
Skupno §t. okuzb 17 142 3 38

Pri prvem prestavljanju brstov zaradi okuZzbe, se je pri petem obravnavanju pojavila gliva
Phomopsis sp. v 8 primerih. V Sestem obravnavanju so se pojavile vse tri glive, ki smo jih
doloc¢ili, Pestalotia sp. pri 3 brstih, Phomopsis sp. pri 25 brstih in Penicillium sp. pri 2
brstih ter neznana oranzno rjava gliva - brez spor Mycelia sterila pri 12 brstih. Pri
naslednjem, sedmem obravnavanju sta se pojavili glivi Phomopsis sp. pri 18 brstih in
Mycelia sterila pri 4 brstih. Pri osmem obravnavanju sta se pojavili enaki glivi kot pri
sedmem obravnavanju, gliva Phomopsis sp. pri 17 brstih in Mycelia sterila pri 9 brstih. Pri
desetem obravnavanju se je poleg glive Phomopsis sp. pri 16 brstih in Mycelia sterila pri 4
brstih pojavila Se Pestalotia sp. pri 6 brstih. Pri desetem obravnavanju so bili okuZeni samo
4 brsti z glivo Phomopsis sp. in 1 brst z glivo Mycelia sterila. Pri enajstem obravnavanju so
bili okuzeni 4 brsti z glivo Pestalotia sp., 22 brstov z glivo Phomopsis sp. in 4 brsti z glivo
Mycelia sterila. Pri dvanajstem obravnavanju so bile prisotne vse 4 glive, Pestalotia sp. pri
4 brstih, Phomopsis sp. pri 32 brstih, Penicillium sp. pri 1 brstu in Mycelia sterila pri 4
brstih. Skupno se je pojavila gliva Pestalotia sp. 17 krat, gliva Phomopsis sp. 142 krat,
gliva Penicillium sp. 3 krat in gliva Mycelia sterila 38 krat (preglednica 4 in priloga B).
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Slika 8: Odstotek okuzenih brstov ¢e$nje P. subhirtella z razli¢nimi glivami po razkuzevanju z EtOH, DICA
in P na indukcijskem gojiscu

Pri petem obravnavanju je pri okuzenih brstih ¢e$nje P. subhirtella bila prisotna 100%
samo gliva Phomopsis sp.. Pri Sestem obravnavanju so se brsti okuzili z vsemi 4
omenjenimi glivami. Gliva Phomopsis sp. se je pojavila pri 59,53% brstov, gliva Pestalotia
sp. se je pojavila pri 7,14% brstov, gliva Mycelia sterila se je pojavila pri 28,57% brstov in
gliva Penicillium sp. pri 4,76% brstov. Pri sedmem obravnavanju se je 81,82% brstov
okuzilo z glivo Phomopsis sp. in 18,18% brstov z glivo Mycelia sterila. Pri osmem
obravnavanju se je 65,38% brstov okuzilo z glivo Phomopsis sp. in 34,62% brstov z glivo
Mycelia sterila. Pri devetem obravnavanju se je 61,54% brstov okuzilo z glivo Phomopsis
sp., 23,08% brstov se je okuzilo z glivo Pestalotia sp. in 15,38% brstov se je okuZilo z
glivo Mycelia sterila. Pri desetem obravnavanju se je 80% brstov okuzilo z glivo
Phomopsis sp. in 20% brstov z glivo Mycelia sterila. Pri enajstem obravnavanju se je
73,34% brstov okuzilo z glivo Phomopsis sp., 13,33% brstov se je okuzilo z glivo
Pestalotia sp. in prav tako 13,33% brstov se je okuzilo z glivo Mycelia sterila. Pri
dvanajstem obravnavanju se je 78,05% brstov okuzilo z glivo Phomopsis sp., 9,76% brstov
se je okuzilo z glivo Pestalotia sp., 9,76% brstov se je okuzilo z glivo Mycelia sterila in
2,43% brstov se je okuzilo z glivo Penicillium sp. (slika 8).
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Slika 9: Odstotek gliv Pestalotia sp., Phomopsis sp., Penicillium sp. in Mycelia sterila na brstih ¢e$nje P.
subhirtella po razkuzevanju z EtOH, DICA in P

Gliva Pestalotia sp. se je pojavila pri 8,50% brstov, gliva Phomopsis sp. se je pojavila pri
71,00% brstov, gliva Penicillium sp. pri 1,50% brstov in gliva Mycelia sterila pri 19,00%
brstov (slika 9 in 11).

Preglednica 5: Stevilo inokuliranih, okuZenih in preZivelih brstov ¢esnje P. subhirtella razkuzenih z EtOH,
DICA in P na indukcijskem in razmnozevalnem gojisc¢u

Obravnavanje|. St | Stevilo okuzenih Okuzeniiz | p g | St
inokuliranih gliva |bakterija| gliva+tbakterija okolice prezivelih

5 110 14 0 2 20 1 73

6 110 38 0 15 24 1 32

7 110 8 0 13 29 1 59

8 110 17 0 9 35 1 48

9 110 30 36 10 23 1 10

10 110 46 11 6 16 31

11 110 37 1 7 15 50

12 110 51 0 16 23 20

Na gojiscu za indukcijo in razmnoZevanje se je tri tedne po inokulaciji pri petem
obravnavanju okuzilo 16 brstov, 14 z glivo in 2 s kombinacijo glive in bakterije. 20 brstov
se je okuzilo z glivo oz. bakterijo sosednjega brsta oz. iz okolice, 1 brst je propadel, 73
brstov je prezivelo. Pri Sestem obravnavanju se je okuzilo 38 brstov z glivo in 15 brstov s
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kombinacijo glive in bakterije. 24 brstov je bilo okuzenih iz okolice, 1 brst je propadel, 32
brstov je prezivelo. Pri sedmem obravnavanju se je okuzilo 8 brstov z glivo in 13 brstov s
kombinacijo glive in bakterije. 29 brstov je bilo okuzenih iz okolice, 1 brst je propadel, 59
brstov je prezivelo. Pri osmem obravnavanju se je okuzilo 17 brstov z glivo in 9 brstov s
kombinacijo glive in bakterije. 35 brstov je bilo okuZzenih iz okolice, 1 brst je propadel, 48
brstov je prezivelo. Pri devetem obravnavanju se je okuzilo 30 brstov z glivo, 36 brstov z
bakterijo in 10 brstov s kombinacijo glive in bakterije. 23 brstov se je okuzilo iz okolice, 1
brst je propadel, 10 brstov je prezivelo. Pri desetem obravnavanju se je okuZzilo 46 brstov z
glivo, 11 brstov z bakterijo in 6 brstov s kombinacijo glive in bakterije, 16 brstov je bilo
okuzenih iz okolice, 31 brstov je prezivelo. Pri enajstem obravnavanju se je okuzilo 37
brstov z glivo, 1 brst z bakterijo in 7 brstov s kombinacijo glive in bakterije, 15 brstov se je
okuzilo iz okolice, 50 brstov je prezivelo. Pri dvanajstem obravnavanju se je okuzilo 51
brstov z glivo in 16 brstov s kombinacijo glive in bakterije. 23 brstov se je okuZilo iz
okolice in 20 brstov je prezivelo (preglednica 5).
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Slika 10: Odstotek inokuliranih, okuZenih, propadlih in prezivelih brstov ¢esnje P. subhirtella razkuZenih z
EtOH, DICA in P na indukcijskem in razmnozevalnem gojiscu

Pri petem obravnavanju se je 12,73% brstov okuzilo z glivami, 1,82% brstov pa se je
okuzilo z kombinacijo glive in bakterije, 19,09% brstov se je okuzilo iz okolice okuzenih
brstov oz. so propadli, 66,36% brstov je prezivelih oz. so bili neokuZeni. Pri Sestem
obravnavanju se je 34,54% brstov okuzilo z glivami, 13,64% brstov se je okuzilo s
kombinacijo glive in bakterije, 22,73% brstov se je okuzilo iz okolice oz. so propadli,
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29,09% brstov je prezivelo. Pri sedmem obravnavanju se je 7,27% brstov okuzilo z
glivami, 11,82% se je okuzilo s kombinacijo glive in bakterije, 27,27% brstov se je okuzilo
iz okolice oz. so propadli, 53,64% brstov je prezivelo. Pri osmem obravnavanju se je
15,45% brstov okuzilo z glivami, 8,18% brstov se je okuzilo s kombinacijo glive in
bakterije, 32,73% brstov se je okuzilo iz okolice 0z. so propadli in 43,64% brstov je
prezivelo. Pri devetem obravnavanju se je 27,27% brstov okuzilo z glivami, 32,73% brstov
se je okuzilo z bakterijami na regeneracijskem gojiscu, 9,09% brstov se je okuzilo s
kombinacijo glive in bakterije, 21,82% brstov se je okuZilo iz okolice oz. so propadli in
9,09% brstov je prezivelo. Pri desetem obravnavanju se je 41,82% brstov okuzilo z
glivami, 10,00% brstov se je okuZilo z bakterijami na regeneracijskem gojiscu, 5,45%
brstov se je okuZilo s kombinacijo glive in bakterije, 14,55% brstov se je okuzilo iz okolice
0z. so propadli in 28,18% brstov je prezivelo. Pri enajstem obravnavanju se je 33,64%
brstov okuZilo z glivami, 0,91% se je okuZilo z bakterijami, 6,36% brstov se je okuzilo s
kombinacijo glive in bakterije, 13,64% brstov se je okuZilo iz okolice oz. so propadli in
45,45% brstov je prezivelo. Pri dvanajstem obravnavanju se je 46,36% brstov okuzilo z
glivami, 14,55% brstov se je okuzilo s kombinacijo glive in bakterije, 20,91% brstov se je
okuzilo iz okolice oz. so propadli in 18,18% brstov je prezivelo (slika 10).
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Slika 11: Micelij gliv: A - Pestalotia sp., B - Trichoderma sp., C - Phomopsis sp., D - Mycelia sterila (Celar,
2005)
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4.2 MIKROPROPAGACIJA
4.2.1 Indukcija

Na indukcijskem gojis¢u so bili inokulirani brsti ¢eSnje P. subhirtella 21 dni. V tem
obdobju so se brsti povecali, postali intenzivno zeleni in nekateri so se razprli. Nekaj
neokuzenih brstov je propadlo, odvisno od obravnavanja.

4.2.2 Regeneracija in razmnoZitev

Po 3 tednih smo vitalne brste prestavili iz indukcijskega na regeneracijsko gojisce, oz. na
gojisce za razmnozevanje.

Preglednica 6: Okuzeni, propadli, regenerirani in razmnozZeni brsti ¢e$nje P. subhirtella na razmnozevalnem
gojiscu

St. brstov
Obravnavanje razmnogng/alnem okuzenih propadlih reﬁg;ﬁﬂé;giﬁ; subkultiviranih
gojiscu
5 73 71 2—>4 4
6 32 27 0 5
7 59 51 7— 14 15
8 48 46 1-2 3
9 46 36 5 24 7
10 44 13 13 11 —-22 29
11 50 12 7— 14 45
12 20 6 0 14

Na regeneracijskem oz. razmnozevalnem gojiScu sta se Se v dveh primerih pojavili okuzbi
in sicer pri devetem in desetem obravnavanju po 8 in 22 dneh subkultivacije na
regeneracijsko 0z. razmnozevalno gojis¢e. Triintrideset dni po inokulaciji (16.5.2005) je
pri petem obravnavanju propadlo 71 brstov, prezivela sta 2 brsta iz katerih so se razmnozili
4 poganjki. Pri Sestem obravnavanju je propadlo 27 brstov, 5 brstov pa je bilo
subkultiviranih na razmnoZevalno gojis€e. Pri sedmem obravnavanju je propadlo 51
brstov, iz 7 se je regeneriralo 14 poganjkov. Pri osmem obravnavanju je propadlo 46
brstov, iz 1 sta se regenerirala 2 poganjka. Pri devetem obravnavanju se je okuzilo 36
brstov, propadlo je 5 brstov, iz 2 so nastali 4 poganjki. Pri desetem obravnavanju se je
okuzilo 13 brstov in ravno toliko jih je propadlo, iz 11 pa je nastalo 22 poganjkov. Pri
enajstem obravnavanju je propadlo 12 brstov, iz 7 je nastalo 14 poganjkov. Pri dvanajstem
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obravnavanju je propadlo 6 brstov (preglednica 6). Vecina propadlih brstov se ni razprla
(slika 12).

Slika 12: Propadli in razprti brsti ¢eSnje P. subhirtella pri Sestem in desetem obravnavanju na
razmnozevalnem gojis¢u (Celar, 2005)
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Slika 13: Odstotek prezivelih, okuzenih, propadlih in okuzenih iz okolice brstov ¢e$nje P. subhirtella

Skupaj je pri petem obravnavanju prezivelo 1,82% brstov, okuzilo se je 14,55% brstov,
propadlo je 65,45% brstov in 18,18% brstov je bilo okuZenih iz okolice. Pri Sestem
obravnavanju je prezivelo 4,55% brstov, okuzilo se je 48,18% brstov, propadlo je 25,45%
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brstov in 21,82% brstov se je okuZilo iz okolice. Pri sedmem obravnavanju je preZivelo
7,27% brstov, okuzilo se je 19,09% brstov, propadlo je 47,28% brstov in 26,36% brstov se
je okuzilo iz okolice. Pri osmem obravnavanju je prezivelo 1,81% brstov, okuzilo se je
23,64% brstov, propadlo je 42,73% brstov in 31,82% brstov se je okuzilo iz okolice. Pri
devetem obravnavanju je prezivelo 4,55% brstov, okuZilo se je 69,09% brstov, propadlo je
5,45% brstov in 20,91% brstov se je okuzilo iz okolice. Pri desetem obravnavanju je
prezivelo 16,36% brstov, okuzilo se je 57,27% brstov, propadlo je 11,82% brstov in
14,55% brstov se je okuzilo iz okolice. Pri enajstem obravnavanju je prezivelo 34,54%
brstov, okuzilo se je 40,91% brstov, propadlo je 10,91% brstov in 13,64% brstov se je
okuzilo iz okolice. Pri dvanajstem obravnavanju je prezivelo 12,73% brstov, okuZilo se je
60,91% brstov, propadlo je 5,45% brstov in 20,91% brstov se je okuZilo iz okolice.

4.2.3 Koreninjenje
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Pri petem obravnavanju se je iz 4 subkultiviranih poganjkov razmnozilo skupno 13
poganjkov, 5 poganjkov je bilo prestavljenih na gojis¢e za koreninjenje in 8 ponovno na
gojisCe za razmnoZzevanje. Pri Sestem obravnavanju se je iz 5 poganjkov razmnozilo 6
poganjkov, ki so bili prestavljeni na gojis€e za razmnoZevanje. Pri sedmem obravnavanju
se je iz 15 poganjkov razmnozilo 39 poganjkov, 11 je bilo prestavljenih na gojisce za
koreninjenje in 28 na razmnoZzevalno gojise. Pri osmem obravnavanju se je iz 3
poganjkov razmnozilo 6 poganjkov, ki so bili prestavljeni na razmnozevalno gojisce. Pri
devetem obravnavanju se je iz 7 poganjkov razmnozilo 22 poganjkov, 4 so bili prestavljeni
na gojisce za koreninjenje in 18 na razmnozevalno gojisce. Pri desetem obravnavanju se je
iz 29 poganjkov razmnozilo 86 poganjkov, 18 je bilo prestavljenih na gojise za
koreninjenje in 68 na razmnozevalno gojis€e. Pri enajstem obravnavanju se je iz 45
poganjkov razmnozilo 97 poganjkov, 15 je bilo prestavljenih na gojis¢e za koreninjenje in
82 na razmnozevalno gojiS¢e. Pri dvanajstem obravnavanju se je iz 14 poganjkov
razmnozilo 19 poganjkov, 5 je bilo prestavljenih na gojiS¢e za koreninjenje in 14 na
razmnozevalno gojis¢e (preglednica 7, slika 14).
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Slika 14: Stevilo poganjkov &esnje P. subhirtella na razmnoZevalnem gojis¢u in na goji$éu za koreninjenje
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

V poskus mikropropagacije smo vkljucili brste 40 let stare ¢esnje P. subhirtella L., ki raste
na Laboratorijskem polju Biotehniske fakultete in 12 razli¢nih obravnavanj. Od katerih so
bila 4 obravnavanja vkljuena v kontrolni poskus in 8 obravnavanj je vkljucevalo
razkuzevanje brstov z etanolom (EtOH), dikloroizocianurno kislino (DICA) in PeraSafe

(P).
5.1.1 Kontrolni poskus

Brstom smo pustili 0z. odstranili luskoliste in tako pripravljene direktno inokulirali na
indukcijsko gojisc¢e oz. jih predhodno za 5 min namocili v 96% EtOH ali sterilno
destilirano H-O.

V kontrolnem poskusu brste nismo tretirali z DICA in ne s P. Vsi nastavljeni brsti ne glede
na obravnavanje so bili ze po 3 dneh na indukcijskem gojis¢u okuzeni z glivo oz. glivami.
Po 7 do 10 dneh inokulacije so bile vidne Ze tudi okuzbe z bakterijami. Pri prvem
obravnavanju smo brste direktno inokulirali na gojisce in po 3 dneh inokulacije je bilo kar
88,89% brstov okuzenih z glivo Pestalotia sp. in samo 11,11% z glivo Trichoderma sp..
Pri drugem obravnavanju, kjer smo olus¢ene brste direktno inokulirali na gojisce je bilo
76% brstov okuzenih z glivo Pestalotia sp. in samo 4% z glivo Trichoderma sp. ter 10% z
glivo Phomopsis sp. in Penicillium sp.. Pri tretjem obravnavanju smo neoluscene brste
namakali 5 min v 96% EtOH in z glivo Pestalotia sp. je bilo okuzenih 41,46% brstov in z
glivo Phomopsis sp. 58,54% brstov. Pri Cetrtem obravnavanju smo EtOH nadomestili s
sterilno destilirano H,O in 88,37% brstov je bilo okuzenih z glivo Pestalotia sp. in 11,63%
brstov z glivo Trichoderma sp..

Pri obravnavanjih kontrolnega poskusa so se okuzili vsi brsti, kar je dokaz, da so bili brsti
primarno okuzeni z glivami in tudi z bakterijami. Glive v ugodnih in vitro razmerah hitreje
rastejo in se razmnozujejo kot bakterije. Prve hife gliv smo na brstih in gojis¢u opazili Ze
po treh dneh inokulacije, medtem ko smo bakterije opazili Sele po 7 do 10 dneh
inokulacije. Najve¢ 74,30% brstov ceSnje pri vseh Stirth obravnavanjih kontrolnega
poskusa je bilo okuzenih z glivo Pestalotia sp., kar nakazuje, da je ta gliva prisotna pri
vedini brstov ¢esnje, 16,20% brstov se je okuzilo z glivo Phomopsis sp. in 6,70% brstov z
glivo Trichoderma sp.. Samo pri drugem obravnavanju, kjer smo nastavili olus¢ene brste
se je pojavila gliva Penicillium sp., ki smo jo verjetno pridobili s postopkom lus¢enja.

Iz rezultatov kontrolnega poskusa je razvidno, da je bila pestrejSa okuzba glede prisotnih
gliv pri oluS¢enih brstih, v primerjavi z neolus¢enimi. Zato smo se pri obravnavanjih v
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poskusu razkuzevanja odlocili za olus€ene brste, da ugotovimo, katero od razkuzil je
ucinkovitejSe pri uni¢enju mikroorganizmov in ¢im manj poskoduje brste.

5.1.2 RazkuZevanje brstov

Pri petem obravnavanju smo neolus¢ene brste 5 min tretirali s 96% EtOH in jim nato
odstranili zunanje luskoliste ter 15 min razkuZzevali z 1,66% DICA. 12,73% brstov se je
okuzilo z glivo Phomopsis sp., 1,82% s kombinacijo iste glive in bakterije, 19,09% brstov
se je okuzilo iz okolice okuzenih brstov oz. so propadli, ker so bili prepozno prestavljeni
na sveze gojis€e ter 66,36% brstov je prezivelo oz. so bili neokuZeni.

Pri Sestem obravnavanju smo ¢as razkuzevanja z DICA podaljsali iz 15 na 20 min. Okuzilo
se je veC brstov kot pri petem obravnavanju in to kar 34,54% z glivo in 13,64% brstov s
kombinacijo glive in bakterije. 22,73% brstov se je okuZilo iz okolice oz. so propadli in
29,09% brstov je prezivelo. Pri Sestem obravnavanju so se brsti okuzili z vsemi Stirimi
potrjenimi glivami. Na 59,53% brstov se je pojavila gliva Phomopsis sp., na 28,57% brstov
je bila prisotna Mycelia sterila, na 7,14% brstov se je pojavila gliva Pestalotia sp. in 4,76%
brstov je bilo okuzenih z glivo Penicillium sp..

Pri sedmen obravnavanju smo razkuzilo DICA zamenjali z P in olus¢ene brste 15 min
razkuzevali. Samo 7,27% brstov je bilo okuzenih z glivo in 11,82% brstov s kombinacijo
glive in bakterije, 27,27% brstov se je okuZilo z okolice oz. je propadlo in 53,64% brstov je
prezivelo. Pri tem obravnavanju sta bili potrjeni samo dve glivi. Z glivo Phomopsis sp. je
bilo okuzenih 81,82% brstov in z glivo Mycelia sterila 18,18% brstov.

Pri osmem obravnavanju smo ¢as razkuzevanja brstov s P podaljsali iz 15 na 20 min. Pri
tem obravnavanju se je 15,45% brstov okuzilo z glivami, 8,18% brstov se je okuzilo s
kombinacijo glive in bakterije, 32,73% se je okuZilo iz okolice oz. so propadli in 43,64%
brstov je prezivelo. Podobno kot pri sedmem obravnavanju sta bili tudi tu prisotni glivi
Phomopsis sp. pri 65,38% brstov in Mycelia sterila pri 34,62% brstov. S podaljSanim
casom razkuzevanja se je odstotek okuZenih brstov, tako pri DICA kot pri P povecal in
prezivelo je 14,55% brstov manj pri DICA kot pri P.

Deveto obravnavanje je bilo podobno petemu s to razliko, da smo EtOH nadomestili s
H,O. Pri tem obravnavanju se je 27,27% brstov okuzilo z glivami, 32,73% brstov se je
okuzilo z bakterijo, 9,09% brstov se je okuzilo s kombinacijo glive in bakterije, 21,82%
brstov se je okuZilo iz okolice oz. so propadli in 9,09% brstov je prezivelo. Najve¢ 61,54%
brstov je bilo okuZenih z glivo Phomopsis sp., 23,08% brstov z glivo Pestalotia sp. in
15,38% brstov z glivo Mycelia sterila.
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Deseto obravnavanje je bilo podobno Sestemu samo, da smo EtOH nadomestili s H,O.
41,82% brstov se je okuzilo z glivami, 10,00% brstov z bakterijami, 5,45% brstov s
kombinacijo glive in bakterije, 14,55% brstov se je okuzilo iz okolice 0z. so propadli in
28,18% brstov je prezivelo. Kar 80% brstov se je okuzilo z glivo Phomopsis sp. in 20%
brstov z glivo Mycelia sterila.

Enajsto obravnavanje je bilo podobno sedmemu samo EtOH smo nadomestili s H,O.
33,64% brstov se je okuzilo z glivami, 0,91% brstov z bakterijami, 6,36% brstov s
kombinacijo glive in bakterije, 13,64% brstov iz okolice oz. so propadli in 45,45% brstov
je prezivelo. 73,34% brstov se je okuzilo z glivo Phomopsis sp., 13,33% brstov z glivo
Pestalotia sp. in prav tako 13,33% brstov se je okuzilo z glivo Mycelia sterila.

Dvanajsto obravnavanje je bilo podobno osmemu samo EtOH smo zamenjali s H>O. Pri
tem obravnavanju se je 46,36% brstov okuzilo z glivami, 14,55% brstov s kombinacijo
glive in bakterije, 20,91% brstov iz okolice oz. so propadli in 18,18% brstov je prezivelo.
78,05% brstov se je okuzilo z glivo Phomopsis sp., 9,76% brstov z glivo Pestalotia sp.,
9,76% brstov z glivo Mycelia sterila in 2,43% brstov se je okuzilo z glivo Penicillium sp..

Zaradi hitrega pojava glivicne okuzbe in nepravocasnega prestavljanja neokuzenih brstov
na sveze indukcijsko gojiSce se je precej brstov okuzilo iz okuzenih brstov v okolici. To
okuzbo brstov smo posebej obravnavali, saj bi bili rezultati nenatan¢ni, ¢e bi pristeli
okuzbo iz okolice k dejansko okuzenim brstom.

Od petega do dvanajstega obravnavanja se gliva Trichoderma sp. ni pojavljala, kljub temu,
da se je v kontrolnem poskusu pojavila pri treh obravnavanjih, kar nakazuje, da je bila v
postopkih razkuzevanja z DICA oz. s P unicena. Pri teh obravnavanjih se je v ve¢jem
Stevilu zacela pojavljati neznana oranzno rjava gliva — brez spor, katero smo uvrstili v
skupino Mycelia sterila, ki najbrz raste zelo pocasi in jo druge glive s hitrejSo rastjo, ¢e so
prisotne prerastejo. Te v kontrolnem poskusu nismo zasledili.

Gliva Phomopsis sp. se je pri obravnavanjih od pet do dvanajst pojavila kar 142 krat,
bistveno manj 38 krat se je pojavila okuzba brstov z glivo Mycelia sterila, z glivo
Pestalotia sp. je bilo okuzenih samo 17 brstov, gliva Penicillium sp. pa se je pojavila samo
v 3 primerih. To nakazuje, da je gliva Phomopsis sp. najbolj odporna na vsa uporabljena
razkuzila, saj se je pojavljala pri vseh postopkih razkuzevanja brstov. Tudi Mycelia sterila
se pojavlja v vseh obravnavanjih razkuzevanja, razen pri petem, vendar v precej manjSem
obsegu kot gliva Phomopsis sp.. Gliva Pestalotia sp. se pojavlja samo pri Sestem, devetem,
enajstem in dvanajstem obravnavanju in to v majhnem obsegu. Gliva Penicillium sp. se je
pojavila 3 krat pri Sestem obravnavanju in 1 krat pri dvanajstem obravnavanju, kar je lahko
posledica sekundarne okuzbe oz. vnosa glive iz okolja pri prestavljanju brstov na sveze
gojisce.
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Od petega do osmega obravnavanja je prezivelo 212 brstov, kar je 94 brstov vec, kot pri
obravnavanjih devet do dvanajst, kjer je prezivelo le 118 brstov. To nakazuje, da je
predhodno namakanje neoluscenih brstov za 5 min v 96% EtOH zmanjsalo stevilo gliv in
bakterij na brstih. Pri obravnavanjih od devet do dvanajst so se razvile samo bakterije na
brstih, ki jih pri obravnavanjih od pet do osem ni bilo. Razvile so se Sele na
regeneracijskem gojis€u in to pri devetem in desetem obravnavanju kot samostojna
okuzba, ko so se brsti razprli in je bila vecja povrSina lista, do katerega mogoce razkuzilo
ni prodrlo v stiku z gojisS¢em. Na indukcijskem gojis¢u smo zasledili bakterije le v
kombinaciji z glivami. To dokazuje, da je EtOH primerno razkuzilo za bakterije. Najvec
bakterij smo zasledili pri tretiranju brstov s kombinacijo H>O in DICA. Najmanj bakterij in
gliv pa se je razvilo pri tretiranju s kombinacijo EtOH in P.

Pri lesnatih rastlinah se pogosto, kot razkuzevalno sredstvo uporablja 70% EtOH v
kombinaciji z 1 - 3 % natrijevim hipokloritom (Meier — Dinker, 1986; Preil, 1997) oz. 80%
izopropanolom (Snir, 1982). V obeh primerih so razkuzevali zaprte brste, pri katerih so po
razkuzevanju opazali nekroze oz. poskodbe, ki so vplivale na odstotek prezivetja in
nadaljnje razmnozevanje poganjkov. Meier - Dinkel (1986) poroca, da s kombinacijo
EtOH in natrijevega hipoklorita v povprec¢ju prezivi postopek razkuzevanja 43% brstov, na
katerih so bile opazne poskodbe od razkuZila. V naSem poskus pri obravnavanjih s 96%
EtOH je postopek razkuZevanja prezivelo 1,81 do 7,27% brstov, kar je manj kot pri
obravnavanjih, kjer smo EtOH nadomestili s H>O. Tu je bila prezivelost brstov od 4,54 do
34,54%. Za DICA je znano, da zelo malo oz. ne poskoduje rastlinskega materiala in da je
uspesnejSa pri razkuzevanju, predvsem bakterijskih okuzb od ostalih sredstev tudi od
natrijevega hipoklorita.

5.1.3 Mikropropagacija

Po razkuZevanju smo brste ¢eSnje P. subhirtella inokulirali za 21 dni na indukcijsko
gojis¢e. V tem obdobju so se nepoSkodovani brsti od razkuzil povecali, postali intenzivno
zeleni in nekateri so se razprli. Nekaj neokuzenih brstov je propadlo odvisno od
obravnavanja. Tudi v naravi vsi brsti ne odZenejo. Po 3 tednih smo vitalne brste prestavili
iz indukcijskega na regeneracijsko gojis€e oz. gojiS¢e za razmnoZzevanje. Nastale
regenerante oz. skupke regenerantov smo odrezali pri bazi in subkultivirali na sveze
razmnozevalno gojiSce. Pri nekaterih brstih pri devetem in desetem obravnavanju so se na
regeneracijskem oz. razmnozevalnem gojis¢u po 8 do 22 dneh subkultivacije zacele
pojavljati bakterije. Pri devetem obravnavanju je bilo okuzenih 32,73% brstov in pri
desetem 11,82% brstov.
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Pri petem obravnavanju je prezivelo oz. bilo vitalnih 1,81% brstov iz katerih smo na
regeneracijskem oz. razmnoZevalnem gojis¢u dobili poganjke in okuzilo oz. propadlo jih je
98,19%. Pri Sestem obravnavanju je prezivelo 4,54% brstov, okuzilo oz. propadlo jih je
95,46%. Pri sedmem obravnavanju je prezivelo 7,27% brstov in se okuzilo oz. propadlo
92,73% brstov. Pri osmem obravnavanju je prezivelo 1,81% brstov in se okuZilo oz.
propadlo 98,19% brstov. Pri devetem obravnavanju je prezivelo 4,54% brstov in se okuzilo
oz. propadlo 95,46% brstov. Pri desetem obravnavanju je prezivelo 16,36% brstov in se
okuzilo oz. propadlo 83,64% brstov. Pri enajstem obravnavanju je prezivelo 34,54% brstov
in se okuzilo oz. propadlo 65,46% brstov. Pri dvanajstem obravnavanju je prezivelo
12,73% brstov in se okuZilo oz. propadlo 87,27% brstov.

Veliko stevilo brstov se na razmnozevalnem gojis¢u ni razprlo in niso tvorili poganjkov,
postali so rjavi in so propadli. Nekaj brstov je bilo uni¢enih s postopki razkuzevanja.
Najvec propadlih brstov je bilo pri petem do osmem obravnavanju, kjer smo brste namocili
za 5 min v 96% EtOH. Pri teh obravnavanjih je bila prezivelost brstov od 1,81 do 7,27%.
Vec brstov je prezivelo in bilo vitalnih pri devetem do dvanajstem obravnavanju, kjer smo
EtOH nadomestili z H,O. Tu je preZivelo od 4,54 do 34,54% brstov.

Meier - Dinkel (1986) poroca, da 55% razkuZenih brstov s 70% EtOH in 3% natrijevim
hipokloritom ni prezivelo. Postopek razkuzevanja brstov javorja in lilije z natrijevim

hipokloritom in vro¢e vode (HWT) ni prezivelo vec kot 25% brstov (Langens - Gerrits in
sod., 1998).

V naSem poskusu smo uporabili vi§jo koncentracijo EtOH, kot jo priporoca Meier - Dinkel
(1986) in temu primerno smo imeli ve¢ poSkodb od EtOH. Ker smo s 96% EtOH tretirali
neoluscene brste in jih odrezali od poganjka ne tik pri bazi, smo predvidevali, da meristem
ne bo poskodovan. A rezultati nakazujejo, da je EtOH prodrl tudi do meristema oz.
poskodoval luskoliste in bazo, ki varujejo meristem. Te celice so bile poskodovane in niso
bile sposobne Crpati hranil iz gojis¢a in meristem je na indukcijskem gojiscu (21 dni) oz.
na razmnozevalnem propadel.

Osterc in sod. (2004) navajajo, da so dobili pri samo 15 min razkuzevanja brstov ¢esnje P.
subhirtella z 1,66% DICA statisti¢no boljse rezultate indukcije brstov in v nadaljnjih
subkultivacijah vitalnejSe poganjke, glede rasti in razvoja korenin, kot pri 30 sec
razkuzevanja s 70% EtOH v kombinaciji z 20 min 2% DICA.

Razmnozevanju poganjkov je sledila faza koreninjenja. Vecje, vitalne, priblizno 1,5 do 2
cm regenerante oz. pognjke smo subkultivirali na gojis¢e za koreninjenje.
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5.2 SKLEPI

V kontrolnem poskusu, pri direktni inokulaciji brstov na indukcijsko gojisce, se je kar
74,30% brstov ¢esnje P. subhirtella okuzilo z glivo Pestalotia sp., kar nakazuje, da je ta
gliva v naravi prisotna pri vecini brstov ¢esnje.

Poleg glive Pestalotia sp. je bilo v kontrolnem poskusu 16,20% brstov okuzenih z glivo
Phomopsis sp., 6,7% brstov z glivo Trichoderma sp. in 2,79% brstov je bilo okuZenih z
glivo Penicillium sp., ki se je pojavila samo pri drugem obravnavanju, kjer smo brstom
odstranili zunanje luskoliste.

Pri tretjem obravnavanju kontrolnega poskusa je bilo najmanj okuzb, ker smo neoluscene
brste tretirali 5 min s 96% EtOH.

Vsi brsti kontrolnega poskusa so bili Ze po 3 dneh inokulacije okuzeni z glivo oz. glivami.
Po 7 do 10 dneh inokulacije so bile vidne Ze tudi okuzbe z bakterijami.

V poskus razkuzevanja brstov je bilo vklju¢enih 8 obravnavanj s 96% EtOH oz. sterilno
H,0O v kombinaciji z 1,66% DICA oz. 1,66% P. Nekaj brstov odvisno od obravnavanja je
bilo uni¢enih z razkuzevanjem.

Najve¢ propadlih brstov je bilo pri petem do osmem obravnavanju, kjer smo neoluscene
brste namocili za 5 min v 96% EtOH. Pri teh obravnavanjih je prezivelo od 1,81 do 7,27%
brstov.

Vec brstov je prezivelo in bilo vitalnih pri devetem do dvanajstem obravnavanju, kjer smo
EtOH nadomestili s H,O. Tu je prezivelo od 4,54 do 34,54% brstov. Najvec 34,54% brstov
je prezivelo pri enajstem obravnavanju, kjer smo olus¢ene brste 15 min razkuzevali s P.

Zaradi hitrega pojava in izbruha okuzb z glivami in nepravo¢asnega subkultiviranja na
sveze gojisce se je od 13,64 do 32,73% brstov okuzilo iz okolice okuZenih brstov. Te smo
ocenjevali posebe;.

Gliva Phomopsis sp. je bila najstevilénejSa pri vseh 8 obravnavanjih, kljub uporabljenim
razkuZevalnim sredstvom se je pojavila pri 15% vseh brstov, 4,88% brstov je bilo okuzenih
z glivo Mycelia sterila, ki je v kontrolnem poskusu nismo zasledili, 1,93% brstov je bilo
okuzenih z glivo Pestalotia sp. in 0,34% z glivo Penicillium sp..

Glivo Trichoderma sp. so uporabljena razkuzila popolnoma uni¢ila.
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6 POVZETEK

V poskus mikropropagacije smo vkljucili brste ¢eSnje P. subhitrella L. in 12 razli¢nih
obravnavanj. Obravnavanja od 1 do 4 so bila vklju¢ena v kontrolni poskus. Pri vsakem od
teh 4 obravnavanj smo nastavili 40 brstov, razen pri drugem obravnavanju, kjer smo jih
nastavili 47. Pri ostalih 8 obravnavanjih, ki so vkljucevala razkuzevanje brstov smo
nastavili po 110 brstov v petrijevke po deset brstov. Pri vseh 8 obravnavanjih od petega do
dvanajstega smo brste najprej za 5 min namocili v 96% EtOH oz. v sterilno destilirano
H,0O, nato smo jim odstranili zunanje luskoliste in razkuzevali 15 oz. 20 min z 1,66%
DICA oz. 1,66% P. Tako pripravljene brste smo inokulirali na indukcijsko gojisce.

V kontrolnem poskusu so se ze po treh dneh inokulacije pojavile glivicne okuzbe na vseh
nastavljenih brstih. Najpogostejsa gliva pri kontrolnem poskusu je bila Pestalotia sp., ki se
je pojavila v 74,30%, gliva Phomopsis sp. se je pojavila v 16,20%, Trichoderma sp. se je
pojavila v 6,70% in gliva Penicillium sp. se je pojavila le v 2,79%. Po 7 do 10 dneh
inokulacije so bile vidne Ze tudi okuzbe z glivami.

V poskusu razkuZzevanja brstov je bilo nekaj brstov unienih z razkuZzilom. Najvec
propadlih brstov je bilo pri petem do osmem obravnavanju, kjer smo neoluS¢ene brste
namocili za 5 min v 96% EtOH. Pri teh obravnavanjih je bila prezivelost brstov od 1,81 do
7,27%. Vec brstov je prezivelo in bilo vitalnih pri devetem do dvanajstem obravnavanju,
kjer smo EtOH nadomestili s H,O. Po teh obravnavanjih je prezivelo od 4,54 do 34,54%
brstov.

Gliva Phomopsis sp. se je pri obravnavanjih od pet do dvanajst pojavila kar 142 krat,
bistveno manj 38 krat se je pojavila okuzba brstov z glivo Mycelia sterila, z glivo
Pestalotia sp. je bilo okuzenih samo 17 brstov, gliva Penicillium sp. pa se je pojavila samo
v 3 primerih. To nakazuje, da je gliva Phomopsis sp. najbolj odporna na vsa uporabljena
razkuzila, saj se je pojavljala po vseh postopkih razkuzevanja brstov. Tudi Mycelia sterila
se pojavlja v vseh obravnavanjih razkuzevanja, razen pri petem, vendar v precej manjSem
obsegu kot gliva Phomopsis sp.. Gliva Pestalotia sp. se pojavlja samo pri $estem, devetem,
enajstem in dvanajstem obravnavanju in to v majhnem obsegu. Gliva Penicillium sp. se je
pojavila 3 krat pri Sestem obravnavanju in 1 krat pri dvanajstem obravnavanju, kar je lahko
posledica sekundarne okuzbe oz. vnosa glive iz okolja pri prestavljanju brstov na sveze
gojisce.

Pri petem do osmem obravnavanju je prezivelo 94 brstov vec, kar 212, kot pri
obravnavanjih od devetega do dvanajstega, kjer je prezivelo le 118 brstov. To nakazuje, da
je predhodno namakanje neoluséenih brstov za 5 min v 96% EtOH zmanjsalo Stevilo gliv
in bakterij na brstih. Pri obravnavanjih od devet do dvanajst so se razvile bakterije, ki jih
pri obravnavanjih od pet do osem ni bilo. Razvile so se Sele na regeneracijskem gojiscu kot
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samostojna okuzba, saj smo jih na indukcijskem gojiscu zasledili le v kombinaciji z glivo.
To pomeni, da je 96% EtOH dobro razkuzilo za bakterije. Najve¢ bakterij se je razvilo pri
tretiranju s kombinacijo H,O in DICA. Najmanj bakterij in gliv pa se je razvilo pri
tretiranju s kombinacijo EtOH in P. Najmanj okuZb na indukcijskem gojis€u je bilo pri
obravnavanjih od pet do osem, kjer smo brste namakali predhodno za 5 min v 96% EtOH.
Pri petem obravnavanju je prezivelo 66,36% brstov, pri Sestem 29,09%, pri sedmem
53,64%, pri osmem pa je prezivelo 43,64% brstov. Pri devetem obravnavanju je prezivelo
9,09% brstov, pri desetem 34,54%, pri enajstem 45,45% in pri dvanajstem 18,18% brstov.

Nekaj brstov se je okuzilo iz okolice okuZzenih brstov, ker smo jih prepozno subkultivirali
na sveze gojisce. Najve¢ okuzb brstov z glivami je bilo pri devetem do dvanajstem
obravnavanju, manj s kombinacijo glive in bakterije in Sele na regeneracijskem gojiscu pri
devetem in desetem obravnavanju se je pojavila samostojna okuzba z bakterijo.

Najve¢ 71% brstov je bilo okuZenih z glivo Phomopsis sp., manj 19% brstov z glivo
Mycelia sterila, 8,50% brstov z glivo Pestalotia sp. in 1,50% brstov z glivo Penicillium sp.
V kontrolnem poskusu se pojavi gliva Trichoderma sp., ki je v poskusu razkuzevanja
nismo zasledili. Pojavila se je oranzna nedolocljiva gliva, ki ni tvorila spor in smo jo
uvrstili v skupino Mycelia sterila.

Po 21 dneh smo brste subkultivirali z indukcijskega na regeneracijsko gojisce oz. gojisce
za razmnozevanje. Poganjke, ki so bili povpre¢no veliki 1,5 do 2 cm smo subkultivirali na
gojisce za koreninjenje, manjSe na sveze razmnozevalno gojisce, da razmnozimo ¢im vec
vitalnih poganjkov.
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PRILOGA A

Pojav gliv na brstih &e$nje P. subhirtella 7 dni po inokulaciji na indukcijskem goji$¢éu v kontrolnem poskusu

Obravnavanje | Petrijevka f-------------------q-------------coo-- Ql-l-v-% --------------------------------------
Pestalotia sp. Trichoderma sp. Phomopsis sp. Penicillium sp.
1 1 10 1
1 2 10 1
1 3 10 1
1 4 10 2
2 1 4 2 5 1
2 2 12 1
2 3 10 1
2 4 12 2
3 1 4
3 2 5
3 3 8
3 4 7
4 1 10
4 2 1
4 3 1
4 4 10 3
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PRILOGA B

Pojav gliv na brstih ¢e$nje P. subhirtella 8 dni po inokulaciji na indukcijskem gojis¢u po povrsinski
sterilizaciji z EtOH, DICA in P

Obravnavanje | Petrijevka {--------------oooqrooooooooooooo o G 11\—/?——_——_——_— ———————————————————————————
Pestalotia sp. | Phomopsis sp. | Penicillium sp. | Mycelia sterila

Sa 1 2

5b 2 1

Sc 3 1

5d 4 3

Se 5 1

6a 1 1

6b 2 2

6¢ 3 2 2
6¢ 4 1 1
6d 5 1 1
6d 6 4 1 1
6e 7 2 3 3
6e 8 2 1

6f 9 3 1
6g 10 3 1
og 11 3 2
7 1 1

7 2 2

7 3 2

7 4 1

7 5 6

7 6 1

7 7 2 3
7 8 1

7 9 2 1
8 1 1 1
8 2 2 1
8 3 2

8 4 3
8 5 4 2
8 6 1 1
8 7 2 1
8 8 2

8 9 3

se nadaljuje
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