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Previsna sanvitalija (Sanvitalia procumbens [Ruiz in Pav.]) je enoletna okrasna
rastlina. S tehniko tkivnih kultur smo poskusali vzpostaviti uspeSen sistem
mikropropagacije previsne sanvitalije, ki bi bila uporabna v okrasnem vrtnarstvu za
hitrejSe in enostavnejSe razmnoZzevanje rastlin. V poskus smo vkljucili odprte in
zaprte cvetove kot izhodiS¢ni material za gojenje v in vitro razmerah. Rastlinski
material smo povrSinsko sterilizirali z raztopino dinatrijeve dikloroizocianurne
kisline (DIA), z dvema razlicnima koncentracijama (2% in 1,66% DIA). Ne glede na
koncentracijo DIA je bilo 46% odprtih cvetov okuzZenih. Pri zaprtih cvetovih ni bil
okuzen noben cvet, sterilnost je bila 100%. Odlocili smo se, da bomo v drugem
poskusu na gojiSca nastavljali le zaprte cvetove z 1,66% DIA. Po koncani sterilizaciji
smo cvetove inokulirali na Sest razli¢nih indukcijskih gojis¢. Osnovna MS
(Murashige in Skoog, 1962) gojis¢a so se med seboj razlikovala po vrsti in
koncentraciji rastnega hormona in vsebnosti sladkorja. Na gojis¢u #1, ki je vsebovalo
1,0 mg/l BAP in 10 g/l saharoze, je tvorilo skupno poganjke 72% cvetov, na gojisc¢u
#3, z dodatkom 0,15 mg/l BAP in 10 g/l saharoze je tvorilo poganjke skupno 39%
cvetov in na gojiscu #2, katero je vsebovalo 1,0 mg/l BAP in 40 g/l saharoze, je
tvorilo skupno poganjke 14% cvetov. Po 30-ih dneh smo regenerante subkultivirali
na razmnozevalno MS gojisce #7, z dodanima hormonoma 0,5 mg/l IBA in 0,3 mg/I
BAP. Na gojiscu #7 je skupno nastalo 922 poganjkov. Na gojis¢u za koreninjenje #8,
kateremu smo dodali le 1,0 mg/l IBA, smo prestavili 100 poganjkov, na njem je
uspesno koreninilo 70% poganjkov, kateri postopek aklimatizacija je prezivelo. V
nalogi smo torej uspeSno obvladali vse faze mikropropagacije proucevane vrste in
ugotovili, da so nezreli cvetovi sanvitalije odziven donorski material.
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AB Sanvitalia procumbens Ruiz & Pav is an annual plant species at present propagated
through seeds. Establishment of micropropagation protocol, the topic of this thesis,
would enable clonal propagation of selected genotypes. Donor plant material were
mature or immature flowers of Sanvitalia procumbens cv. ‘Aztekengold’. Flowers
was sterilized in dichloroisocyanuric acid (DIA) using two different concentrations
(2% and 1,66% DIA) for 15 minutes. Regardless of DIA concentration, 46% of
mature flowers were infected. No flower was infected at immature flowers, sterility
was 100%. We decided, that in second experiment we will be adjusting only
immature flowers with 1,66% DIA on culture media. Sterilized flowers were
inoculated onto six different culture media based on MS culture macro and micro
elements with alternation of hormone and sucrose contents. On medium # 1 which
contained 1.0 mg/l BAP and 10 g/l sucrose 72% of flowers formed shoots. On
medium # 3 which contained 0.15 mg/l BAP and 10 g/l sucrose and on medium # 2
which contained 1.0 mg/l BAP and 40 g/l sucrose shoot formation was 39% and 14%
respectively. Shoots were subcultured on MS medium with 0.5 mg/l IBA and 0.3
mg/l BAP. At the end of subculture 922 shoots were formed. Rooting was achieved
on MS medium containing 1.0 mg/l IBA. On this medium 70% of shoots formed
roots. Rooted shoots were successfully acclimatized in the greenhouse. In conclusion
micropropagation protocol initiated form immature flower buds of Sanvitalia
procumbens was efficiently established.
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SIMBOLI IN OKRAJSAVE

°C - stopinj Celzija, enota za merjenje temperature po skali, pri kateri je vreliS¢e vode pri
100 °C

BAP - 6-benzilamino purin; naravni citokinin

IBA - indol maslena kislina; sinteti¢ni avksin

2,4 D - 2 4-diklorofenoksiocetna kislina; sinteti¢ni avksin

pH - negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov

DIA - dikloroizocianurna kislina

#1, #2, #3, #4, #5, #6, #7, #8 - oznak gojis¢

@ - premer

¥ - grSka Crka eta, znak za koncni seStevek
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1UVOD

Previsna sanvitalija (Sanvitalia procumbens [Ruiz in Pav.]) iz druzine nebinovk
(Asteraceae) je enoletna okrasna rastlina. S svojimi rumenimi ali oranZnimi cvetovi s
temno rjavo sredino postaja priljubljena pokrovna ali previsna rastlina. Uporabljamo jo za
skupinske zasaditve v parkih, za zasajevanje gred, za prekrivanje tal, v okrasnih koritih,
vse pogosteje se uporablja kot balkonsko cvetje.

Sanvitalija se zelo bogato obrasca, s svojim znacilnim na¢inom rasti daje bujen izgled in v
dolzino doseze do 40 cm. Cveti od junija do oktobra s cvetovi, ki so enostavni ali polnjeni,
lahko so v razrastih ali na koncu poganjkov. Na steblih so ovalni, srednje zeleni ciniji
podobni listi€i, zaradi ¢esar so jo nekateri poimenovali tudi plazeca cinija. Uspeva v suhih
do srednje mokrih predelih na soncu (Mackey, 2007).

Previsno sanvitalijo obi¢ajno razmnozujemo s semenom (generativno) zgodaj spomladi. Za
hitrejSe in enostavnejSe razmnozevanje rastlin v okrasnem vrtnarstvu uporabljamo tehnike
tkivnih kultur. NajpreprostejSa in ucinkovita metoda, ki se najveckrat uporablja je
mikropropagacija.

Mikropropagacija je temeljna tehnika tkivnih kultur in je tudi osnova vseh ostalih tehnik
(Bohanec, 1992). Proces mikropropagacije v splosnem razdelimo na ve¢ faz: gojitev in
priprava mati¢nih rastlin, inicijacija kulture, indukcija in regeneracija, razmnozevanje
poganjkov, koreninjenje in aklimatizacija. Vsaka faza ima svoje specifi¢ne zahteve dela.

1.1 NAMEN NALOGE

Namen naSega dela je bil razviti tehnike tkivnih kultur, ki bi omogocile rast in razvoj
previsne sanvitalije v in vitro razmerah. Pogoje rasti v tkivni kulturi smo zZeleli v
nadaljevanju optimizirati tako, da bi omogocali mikropropagacijo previsne sanvitalije, s
¢imer bi lahko nadomestili zamudno razmnoZevanje rastlin iz semena.

1.2 CILJI NALOGE

Osnovni cilj je bil vzpostaviti sistem mikropropagacije previsne sanvitalije, ki bi bila
uporabna v okrasnem vrtnarstvu za hitrej$e in enostavnejSe razmnozevanje rastlin. V tkivni
kulturi smo poskuSali vzgojiti ¢im vecje Stevilo poganjkov, kateri bi bili po koncani
aklimatizaciji primerni za sajenje v in vivo razmerah.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RAZVOJ OKRASNIH RASTLIN

Pridelovanje okrasnih rastlin je stara dejavnost, ki spremlja ¢loveka skozi zgodovinski
razvoj. Ze stari Egipéani in Grki so poznali celo vrsto cvetocih in listnatih okrasnih rastlin.
Razvoj okrasnih rastlin, ki je sledil, je bil v tesni povezavi s kulturnim razvojem
posameznih narodov. V evropskih deZelah je okrasna dejavnost mo¢no napredovala po letu
1948. Nastajali so parki, vrtovi in javni nasadi, v vseh ve¢jih evropskih mestih. Kakor hitro
se je Sirila proizvodnja okrasnih rastlin, tako se je vzporedno pricela razvijati trgovina z
okrasnimi rastlinami. Trg je bil povzrocitelj konkurence med posamezniki in pridelovalci,
kar je pripeljalo da vrtnarskega poklica. Vrtnarji so z zanimanjem in potrpezljivostjo, ter
strogo natancnostjo raziskovali in odkrivali neznane rastline. Pojavili so se prvi zlahtnitelji
rastlin. Iskali in odkrivali so vedno vec¢ rastlin in naravnih rasti$¢ vseh celin. Z razli¢nimi
Zlahtniteljskimi postopki so pridobili mnogo novih vrst, sort oz. kultivarjev. Nove
kultivarje so prilagodili razliénim podnebnim in talnim razmeram. Odkrivanje in
zlahtnjenje novih rastlin Se danes ni kon¢ano. Veliko je strokovnjakov, ki zlahtnijo in s
svojim delom bogatijo sorte okrasnih rastlin. Danes so okrasne rastline razsirjene po celem
svetu (Sojar, 1972).

2.2 RAZDELITEV OKRASNIH RASTLIN

Okrasne rastline glede na Cas trajanja, razdelimo na; (Krajnc¢ic, 2001)
- ENOLETNICE — monocikli¢ne ali annuelles
- DVOLETNICE - dicikli¢ne ali biennes
- TRAJINICE — policikli¢ne ali pluriennes.

2.2.1 Enoletne rastline

So rastline, ki spomladi vzkalijo, preko poletja cvetijo in plodijo, jeseni pa odmrejo.
Enoletnice delimo na poletne in zimske enoletnice. Poletne enoletnice so vse enoletnice,
katere spomladi vzklijejo, poleti cvetijo in jeseni odmrejo (Sinkovi¢, 2000), mednje
Stejemo tudi previsno sanvitalijo.
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2.2.2 Binarna nomenklatura ali dvojno poimenovanje

Pri znanstvenem razvrS€anju dobi vsaka vrsta dvoclensko ime, ki ga obravnavamo po
pravilih latins¢ine. Prvi ¢len imena je ime rodu in ga zapiSemo z veliko zacetnico. Temu
sledi drugi ¢len, imenovan vrstni pridevek. Previsna sanvitalija na primer spada v rod
Sanvitalia in je v vrsti Sanvitalia procumbens. Ime vrste obsega oba ¢lena in ne le drugega.
Dvojno poimenovanje rastlin je uvedel $vedski naravoslovec Carl von Linné (njegovo ime
se v naravoslovju navadno zapiSe kot Carolus Linnaeus oz. pri vrstah, ki jih je poimenoval
v obliki kratice L.) in ga zato ponekod imenujejo »poimenovanje po Linneju«.

Linne je bil zacetnik in postavitelj rastlinskega debla. Rastline je poimenoval v latinskem
jeziku in sicer z dvema imenoma, ki vklju€ujeta rod in vrsto. Rod nam poda sploSen opis
rastline, vrsta opiSe rastlino podrobneje (Vrsta..., 2007).

2.3 MORFOLOGIJA PREVISNE SANVITALIJE

Previsna sanvitalija je rastlina enoletnica in spada v druzino nebinovk (Asteraceae).
Pogosta imena, ki se Se uporabljajo za previsno sanvitalijo so plazeca sanvitalia ali plazeca
cinija (The compleat..., 2004).

Cvetovi so zlato-rumeni, s temnimi rjavimi centri, tako da izgleda kot majhna soncnica.
Cvetovi niso veliki, ampak so obilni, tako da skoraj prekrijejo zelenje. Listi so jajcasto
podolgovati, 3 do 6 cm dolgi, z zasiljenim vrhom in vidnimi Zilami. Steblo ni samostojno,
sestavljeno je iz mnogo t.i. vejic. Vsaka posamezna vejica zraste do 5 cm v dolzino.
Stebelca so polegla, temno zelene barve in obraScena z dlac¢icami. Koreninski sistem je
Sopasto razrascen, kar pomeni da so vse korenine priblizno enake velikosti. Korenine so
krhke in lomljive (Cornell..., 2006).

Slika 1: Previsna sanvitalija (Sanvitalia procumbens [Ruiz in Pav.]) v polnem cvetenju (Missoury..., 2007)
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2.3.1 Lastnosti tal in podnebje

Previsna sanvitalia dobro uspeva na son¢nih legah. Rada ima polno sonce, z manj cvetovi
se prilagodi tudi na bolj sen¢ne lege. Rastlina dobro prenasa suso, uspeva na pesceno-
humoznih tleh, katera imajo dober pretok. Tla, ki so po vecini vlazna ne prenasajo dobro
(Cornell..., 20006).

2.3.2 Izvor in razSirjenost

Previsna sanvitalija (Sanvitalia procumbens) je enoletna okrasna rastlina, ki izvira iz juZzne
Amerike, natan¢neje Mehike (Gilman in Howe, 1999).

Slika 2: Osenceni predeli na sliki predstavljajo potencialna rastisc¢a za previsno sanvitalijo

(Sanvitalia procumbens) (Gilman in Howe, 1999)

2.3.3 Znacilnost druZine nebinovk (Asteraceae)

Nebinovke so pomembni gradniki vegetacije v Ze omenjenih negozdnih, najveckrat suSnih
obmocjih (nesklenjeni sklerofilni gozdovi in njihove degradacijske stopnje, razli¢ni tipi
travis¢, polpuscave, grmisca itd.). Predstavljajo izredno obsezno skupino dvokali¢nic. Rod
zelnatih trajnic in listopadnih ali vednozelenih polgrmov s koSastimi socvetji (koski), ki se
razcvetajo vse poletje in jesen. Pravih dreves ni, prav tako tudi ni epifitov. So izrazito
kozmopolitska druzina, razsirjena po vsej zemeljski obli, vendar je bogastvo vrst najvecje
v Sredozemlju, Srednji Ameriki in Mehiki, Kapski provinci Juzne Afrike, v suSnih predelih
osrednje Azije, pa tudi v gorskih in arkti¢nih tundrah. Veliko vrst poras¢a gojene travnike
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oz. rastejo kot pleveli na obdelovalnih povrSinah. Prevladujejo med dvokali¢nicami v
negozdnih tipih vegetacije. Listi so namesceni spiralasto, redkeje dekusirano, so brez
prilistov, celi ali deljeni, redko sestavljeni, pogosto mo¢no porasli s trthomi in velikokrat
bodeci. Za druzino nebinovk je znacilna odsotnost mlecka, ki je znacilna za radicevke. Kot
rezervno snov vsebujejo namesto Skroba inulin, znacilno snov za vse kosarice.

2.3.4 Kosasto socvetje (koSek)

Glavicasto socvetje pri koSaricah imenujemo koSek. Kosek obdajajo ovrsni listi, imenovani
ovojek, katerega listi so zelo razli¢no oblikovani (Petauer in sod., 1998). Cvetisce je lahko
golo, ali pa pokrito s $Cetinastimi ali luskastimi braktejami, v zalistju katerih se razvijejo
posamezni cvetovi. Cvetovi so zelo majhni. V koSku nebinovk lahko razlikujemo obodne
jeziCaste cvetove, ki so somerni (zigomorfni) in na cvetiS¢u namescene krozéeve cvetove,
ki so cevasti, bolj ali manj zvezdasti (aktinomorfni), ponavadi petStevni. Koski nebinovk
so ali iz obeh tipov cvetov (npr. Helianthus — sonc¢nica, Bellis — marjetica) ali pa so v
kosku samo cevasti kroz¢evi cvetovi (npr. Sanvitalia, Centaurea, Homogyne, Tanacetum,
Carlina itd.), ki so na obodu lahko vegji. Casa je petstevna, moé¢no reducirana v §&etinasto
ali luskasto kodeljico ali povsem manjka. Venec je zrasel iz 5 listov in razli¢no oblikovan
glede na tip cvetov (obrobni, kroz€evi cvetovi). Prasnikov je pet, z zraslimi prasnicami, ki
obdajajo vrat pesti¢a. Pesti¢ s podraslo plodnico je zgrajen iz dveh karpelov, a le z eno
semensko zasnovo. Cvetovi so praviloma dvospolni, redkeje enospolni, Se bolj redke so
dvodomne rastline (Bati¢ in sod., 2004).

pet venénih dvodelna brazda

listov zraslih
v jezicek venec

kroZ&evi cvetovi

vencna cev \\\\

,/kodemca/

(casa)

————plodnica——__
jezitasti cvet cevasti cvet N
(someren) (zvezdast) ovojkovi listi

Slika 3: Zgradba cvetov in socvetja pri nebinovkah (Bati¢ in sod., 2004)

2.3.5 Generativno razmnoZevanje

Z generativnim nacinom razmnozujemo vse tiste vrste, pri katerih je tovrstni nacin
razmnozevanja enostavnejsi, oz. tiste, katere tvorijo veliko semena. Previsno sanvitalijo
obi¢ajno razmnoZujemo generativno s setvijo zgodaj spomladi. Semena posejemo na
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prosto, ko je minila nevarnost pozebe in ko se je zemlja ze otoplila. Za zgodnje cvetenje
rastline posejemo 4 do 6 tednov prej, v notranjosti (npr. rastlinjak), kar pa ni prevec
priporocljivo, saj rastlina kasnejSe presajanje na prosto tezko prenaSa. Semena vzklijejo v
10 do 15-tih dneh na temperaturi 21 °C (Missoury..., 2007).

2.4 RAZMNOZEVANIE V IN VITRO

Rastlinska tkivna kultura v SirSem pomenu besede je tehnika pri kateri gojimo rastline,

.....

hranilnih podlagah v laboratorijskih, sterilnih razmerah (George, 1993).

Pri vegetativnem razmnozevanju in vitro iz izse€ka rastline v sterilnih pogojih vzgojimo na
posebej pripravljenem gojiscu novo rastlino. Meristemske rastlinske celice imajo veliko
sposobnost regeneracije in diferenciacije. Temu pojavu reCemo totipotentnost, ko iz ene
celice lahko nastane cela nova rastlina (Bohanec, 1992). Za tovrstno razmnoZevanje se
uporabljajo razli¢ne tehnike tkivnih kultur, med katere spada tudi mikropropagacija.

2.4.1 Mikropropagacija

Mikropropagacija je temeljna tehnika tkivnih kultur in je tudi osnova vsm ostalim
tehnikam (Bohanec, 1992).

Rastlinske tkivne kulture so postale neobhodne pri fizioloskih raziskavah in genskem
inziniringu. Z njihovo pomocjo lahko manipuliramo z deli rastlinskih organov ali celo s
posameznimi celicami. Svojo vecjo aplikativno vrednost so nasle v gojenju zdravilnih
rastlin v pridobivanju naravnih substanc in hitrem razmnoZzevanju rastlin in vitro
(Ravnikar, 1996).

Vegetativno, hitro razmnoZevanje rastlin je z uporabo tkivnih kultur postala moc¢na
gospodarska veja. Spremlja jo lahko vrsta nezazelenih pojavov, kot so notranje okuzbe,
hiperhidracija , izlo€anje fenolnih substanc, periodi¢na rast in pojav genskih sprememb.
Zaradi tega je potrebna pri komercialnem izkoris¢anju mikropropagacije stalna kontrola
(Bohanec, 1992).

Poznavanje in obvladovanje vseh dejavnikov v tkivni kulturi nam omogoca usmerjanje
razvoja rastlin in diferenciacijo organov ali celih rastlin iz posameznih izoliranih
rastlinskih celic. Del rastline, ki ga inokuliramo na gojis¢e je izseCek ali eksplantat.
Rastline razmnozujemo in vitro, kadar zelimo skrajSati ¢as razmnozevanja in vzgojiti
veliko $tevilo rastlin na majhnem prostoru.
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3 MATERIAL IN METODE DELA

Sorto previsne sanvitalije (Sanvitalia procumbens) 'Aztekengold’, smo gojili v rastlinjaku
do cvetenja. Rastlinski material smo nabirali meseca julija 2005. Na voljo smo imeli 10
rastlin. V poskusu mikropropagacije, smo uporabili kot izhodis¢ni material zaprte in odprte
cvetove, ki so bili v dveh razli¢nih fazah cvetenja. Pri prvem poskusu smo nabrali 120
odprtih cvetov in 24 zaprtih cvetov, ki so bili v zacetni fazi cvetenja. Pri drugem poskusu
smo nabrali 330 zaprtih cvetov v zacetni fazi cvetenja in 120 cvetov, ki so bili v polni fazi
cvetenja. Rastline v polni fazi cvetenja (poskus 0602, 0603, 0604, 0605) so imele mo¢no
rumene cvetove, rastline v zacetni fazi cvetenja (poskus 0601, 0602, 0603, 0604, 0605) pa
bledo rumene. Odprte in zaprte cvetove smo predhodno oprali z vodo. Oc¢iscene cvetove
smo povrsSinsko sterilizirali v raztopini dinatrijeve dikloroizocianurne kisline (20 in 16,6
g/l) s tremi kapljicami mocila Tween 20. Cvetove smo pustili v raztopini 15 minut ter
raztopino stalno mesali na elektricnem mesalu. Po treh spiranjih z destilirano sterilno vodo
smo cvetove razdelili na Sest razli¢nih gojiS¢. Osnovna MS (Murashige in Skoog, 1962)
gojisa so se med seboj razlikovala po vsebnosti sladkorja ter vrsti in koncentraciji
rastnega hormona. Kot strjevalec gojis¢a smo uporabili polovi¢no koncentracijo agarja, pH
pa smo umerili na 5,8 (preglednica 1, 2 in 3).

3.1 METODE DELA

Poskus mikropropagacije je potekal v laboratoriju za asepti¢no delo, kjer smo lahko ves
Cas ohranjali asepticno kulturo nezrelih socvetji in regenerantov ter sproti opazovali
spremembe.

3.1.1. Sestava gojis¢

Gojisca za indukcijo previsne sanvitalije so vsebovala polovi¢no koncentracijo makro- in
mikroelementov, organskih sestavin MS (Murashige in Skoog, 1962) gojisc¢a. Razdeljena
so bila v Sest razlicnih kombinacij in so se razlikovala glede koli¢ine saharoze, kot tudi v
koli¢ini in sestavi hormonov (preglednica 2). Med hormoni smo uporabili 6-benzilamino
purin (BAP) in diklorofenoksiocetno kislino (2,4-D) (preglednica 2) .

Gojisce za razmnozevanje #7 je vsebovalo osnovno MS gojisce, z dodanim citokininom
0,3 mg/l 6-benzilamino purin (BAP), avksinom 0,5 mg/l indol ocetne kisline (IBA) in
sladkorjem saharozo 40 g/l (preglednica 1 in 3).

Gojisce za koreninjenje #8 je poleg osnovnega MS gojisca vsebovalo 0,5 mg/l IBA, kot vir
ogljikovih hidratov je bil dodan sladkor saharoza 30 g/l (preglednica 3).
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Preglednica 1: Sestava Murashige in Skoog gojis¢a (Bohanec, 1992)

SESTAVINE | KONCENTRACIJE MS GOJISCA
Makro elementi (mg/l)

NH4NO, 1650
KNO; 1900
CaCl, x 2H,0 440
MgSO4 X 7H20 370
KH,PO, 170
Mikro elementi (mg/])

H;BO; 6,2
MIISO4 X 4H20 22,3
ZHSO4 X 7H20 8,6
KJ 0,83
CuS0, x 5H,0O 0,025
COC12 X 6H20 0,025
Na2M004 X 2H20 0,25
NayFe, - EDTA 37,2
FeSO4 X 7H20 27,8
Organske snovi, vitamini (mg/l)

Inozitol 100
Tiamin 0,1
Nikotin 0,5
Piridoksin 2
Glicin 0,5
Strjevalec (g/l) in pH vrednost

Agar 3,75
pH 5,8

Preglednica 2: Sestava indukcijskih gojis¢

GOJISCE s MS SLADKOR HORMONI
(mg) saharoza (g/1) (mg/1)
#1 2202,59 10 BAP: 1,0
#2 2202,59 40 BAP: 1,0
#3 2202,59 10 BAP: 0,15
#4 2202,59 40 BAP: 0,15
#5 2202,59 10 BAP: 0,15 +2,4-D: 1,0
#6 2202,59 40 BAP: 0,15 +2,4-D: 1,0

Preglednica 3: Sestava razmnozevalnega gojiséa in gojisca za koreninjenje

GOJISCE MS SLADKOR HORMONI
(mg) saharoza (g/1) (mg/1)
#7 4405,2 40 IBA: 0,5
BAP: 0,3
#8 4405,2 30 IBA: 0,5

Za vitamine (piridoksin, tiamin, nikotinska kislina) in inozitol smo pripravili zalozne
raztopine. To smo storili tako, da smo zatehtali 10-krat vecjo koli¢ino, kot je potrebna za
liter gojisca, jo raztopili v destilirani vodi in jo razred¢ili na 100 ml. Dobili smo raztopino s
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100-kratno koncentracijo, ki smo jo odpipetirali po potrebi. ZaloZne raztopine smo do
uporabe hranili v hladilniku.

3.1.2 Rastlinski hormoni

Rastlinski hormoni oz. fitoregulatorji so najvaznejSa skupina snovi, ki omogocajo razvoj
metod tkivnih kultur (Bohanec, 1992). Rastlinski hormoni, naravni ali sinteti¢ni vplivajo
na fizioloSke procese v rastlini, razvoj in rast. Lo¢imo ve¢ skupin rastlinskih hormonov, za
tkivne kulture sta najpomembne;jsi skupini: avksini in citokinini.

Rastlinske hormone smo raztapljali sproti ali pa smo jih kot zaloZne raztopine krajsi ¢as
hranili v hladilniku.

Preglednica 4: Uporabljeni rastlinski hormoni in nacin raztapljanja

HORMON TOPILO KONCENTRACIJA
ZALOZNE RAZTOPINE

BAP IN HCI (Duchefa) 50 mg/50 ml

2,4-D IN KOH (Duchefa) 100 mg/1000 ml

IBA IN KOH (Duchefa) 10 mg/100 ml

pH gojisce smo pred dodajanjem agarja uravnavali s KOH oz. HCL

BAP = 6-benzilamino purin
- naravni citokinin, stabilen v tkivni kulturi
- sterilizacija z avtoklaviranjem
- delovanje: vzpodbuja delitev celic, rast in razraS¢anje poganjkov

2.,4-D = 2 4-diklorofenoksiocetna kislina
- sinteti¢ni avksin
- sterilizacija z avtoklaviranjem
- delovanje: vzpodbuja rast korenin, potreben je samo v zacetni fazi

IBA = indol maslena Kislina
- sinteti¢ni avksin
- sterilizacija z avtoklavom
- delovanje: vpliva na formiranje poganjkov v kombinaciji s citokininom oz. na
formiranje korenin
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3.1.3 Priprava gojis¢

Gojis¢a smo pripravili tako, da smo v ¢aso zatehtali makro- in mikroelemente, saharozo in
ostale organske sestavine in jih prelili z destilirano vodo. Sestavine smo raztopili z
mesanjem s pomocjo teflonskega magneta na elektronskem mesalu (1500 obr./min.). Nato
smo odpipetirali in dodali §e sestavine iz zaloznih raztopin (vitamine in hormone). Kon¢ni
volumen gojis¢ smo dolo¢ili v merilni bucki, ter prelili nazaj v ¢aSo in umerili pH na 5,8.
Po umerjanju pH smo dodali agar vsebino dobro premesali in zlili v Shoot-ove steklenice,
ki so primerne za avtoklaviranje. Steklenice smo oznacili glede na vsebnost sladkorja ter
vrsti in koncentraciji hormona s Stevilkami od 1 do 6. Pokrove steklenic nismo popolnoma
zatesnili, da je bila mogoca izmenjava pare.

Gojis¢a smo nalozili v mreZaste kovinske koSare avtoklava in jih avtoklavirali pri
temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar, 20 minut. Ko se je gojiS¢e nekoliko ohladilo (40-50
°C), smo ga premesali in v brezprasni komori nalili v sterilna petrijevke premera 90 mm, ki
smo jih predhodno oznacili. Gojis€a smo iz posamezne ¢aSe nalili do polovice vsake
petrijevke, jo pokrili s pokrovom in pocakali da so se gojisca strdila.

3.1.4 Sterilizacija cvetov

Odprte in zaprte cvetove smo povrSinsko sterilizirali v brezprasni komori s postopkom 1, 2
in 3. Uporabili smo dve razli¢ni koncentraciji razkuzila: 1,66 in 2% dinatrijeva
dikloroizocianurno kislino (DIA). To je 16,6 in 20 g/l. V naSem primeru 0,83 in 1 g na 50
ml vode. Pri postopku 1 smo uporabili 2% dinatrijeva dikloroizocianurno kislino, pri
postopkih 2 in 3 pa smo uporabili 1,66% dinatrijevo dikloroizocinaurno kislino. Razkuzilo
smo pripravili tako, da smo v 100 ml erlenmajerico nalili 50 ml bidestilirane vode, jo
pokrili z alufolijo in avtoklavirali. Zatehtali smo potrebno koli¢ino dinatrijeva
dikloroizocianurne kisline in jo raztopili v pripravljeni vodi. Dodali smo 3 kapljice
detergenta Tween 20 za boljSo omocljivost in oprijem. Pri prvem poskusu smo s 1. in 2.
postopkom v pripravljeno razkuzilo dali odprte cvetove, v 3. postopku pa zaprte cvetove
(popke). Pri drugem poskusu smo razkuzevali le zaprte cvetove (popke) s postopkom 3.
Med razkuZevanjem smo material veckrat rocno premesali z vrtenjem erlenmajeric. Po 15
minutah razkuzevanja, smo cvetove zlili iz erlenmajerice na sterilno cedilo. Cvetove smo
spirali z avtoklavirano bidestilirano vodo. Postopek spiranja smo ponovili trikrat, da smo
¢im bolj odstranili ostanke razkuzila. Sterilizirane cvetove smo zra¢no suSili na odprti
sterilni petrijevki in jih inokulirali na gojis¢e za zasnovo kulture oz. indukcijsko gojisce.
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3.1.5 Inokulacija zaprtih in odprtih cvetov

Na sterilno indukcijsko gojisce ene petrijevke ¢ 90x15mm smo inokulirali povprecno 5
povrsinsko steriliziranih cvetov. Petrijevke v katerih je bila kultura smo pred morebitno
sekundarno okuzbo in izhlapevanjem zas¢itili s parafilmom.

3.1.6. Subkultivacija cvetov

Zaprte cvetove (popke) smo po indukciji na zacetku regeneracije po priblizno 30 dnevih
inokulacije subkultivirali na razmnozevalno gojis¢e v petrijevke, odvisno od datuma
nastavitve posameznega poskusa. Po 40 dneh inokulacije so nastali poganjki, katere smo
odrezali pri bazi in jih subkultivirali na sveze diferenciacisko gojisce v steklene kozarce s
polipropilenskim pokrovom ¢ 55x72 mm in steklene epruvete s pokrovi.

3.1.7 Rastne razmere

Cvetove in regenerante smo gojili v rastni komori pri temperaturi 24 °C in fotoperiodi, 16
ur svetloba in § ur tema.

3.1.8 Bonitiranje in obdelava podatkov

Bonitiranje smo opravili pri vsaki subkultivaciji po priblizno 30-ih dneh tako, da smo
popisali okuzenost materiala, Stevilo nastalih regenerantov, Stevilo propadlih regenerantov
in Stevilo koreninjenih regenerantov. Zbrane podatke smo uredili tabelari¢no in grafi¢no ter
prikazali z opisno statistiko.
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4 REZULTATI

V prvem poskusu smo inokulirali na Sest razlicnih gojiS¢ odprte in zaprte cvetove.
Koncentracije, s katerimi so bili cvetovi razkuzeni so se razlikovale, kot je prikazano v
preglednici 5.

Preglednica 5: Stevilo inokuliranih cvetov v prvem poskusu, koncentracija razkuzila in ¢as razkuzevanja

Poskus 0601 (2. 6. 2005) odprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin (razkuZeno z 2% DIA, 15 min)

Stevilka gojiséa Stevilo petrijevk Stevilo cvetov
#1 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#2 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#3 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#4 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#5 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#6 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
Poskus 0601 (2. 6. 2005) odprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin (razkuZeno z 1,66% DIA, 15 min)
Stevilka gojiséa Stevilo petrijevk Stevilo cvetov
#1 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#2 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#3 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#4 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#5 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
#6 2 10 (5 cvetov v eni petrijevki)
Poskus 0601 (2. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin (razkuZeno z 1,66% DIA, 15 min)
Stevilka gojiséa Stevilo petrijevk Stevilo cvetov
#1 1 4
#2 1 4
#3 1 4
#4 1 4
#5 1 4
#6 1 4

Po Sestih dneh indukcije smo ugotovili, da so bili odprti cvetovi, kljub temu da smo jih
razkuzili, mo¢no okuZeni s plesnimi in bakterijami. Okuzenih je bilo 46% odprtih cvetov.
Zaprti cvetovi so bili razkuzeni z istim razkuZzilom, po enakem postopku, kot odprti
cvetovi, vendar pri njih ni bilo opaziti nobene okuzbe. Sterilnost zaprtih cvetov v prvem
poskusu je bila 100%.
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Preglednica 6: Stevilo okuZenih cvetov in vrsta okuZbe prvega poskusa Sest dni po inokulaciji

Poskus 0601 (8. 6. 2005) odprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin

(razkuZeno z 2% DIA, 15 min)

oznaka gojisca Stevilo okuzenih cvetov vrsta okuzbe
#1 10 cvetov od 10ih plesen
#2 4 cvetovi od 10ih bakterija
#3 5 cvetov od 10ih plesen, bakterija
#4 5 cvetov od 10ih plesen, bakterija
#5 5 cvetov od 10ih plesen, bakterija
#6 6 cvetov od 10ih plesen
Poskus 0601 (8. 6. 2005) odprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin (razkuzeno z 1,66% DIA, 15 min)
oznaka gojisca Stevilo okuzenih cvetov vrsta okuzbe
#1 1 cvet od 10ih bakterija
#2 6 cvetov od 10ih bakterija, plesen
#3 3 cvetovi od 10ih plesen
#4 5 cvetov od 10ih plesen
#5 2 cvetova od 10ih bakterija
#6 3 cvetovi od 10ih plesen, bakterija
Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin (razkuZeno z 1,66% DIA, 15 min)
oznaka gojisca Stevilo okuzenih cvetov vrsta okuzbe
#1 0 od 4ih /
#2 0 od 4ih /
#3 0 od 4ih /
#4 0 od 4ih /
#5 0 od 4ih /
#6 0 od 4ih /

Na podlagi tega smo se odlocili, da bomo na gojis¢a nastavljali le zaprte cvetove (popke),
saj je bilo tveganje z okuzbo manjse, glede na to, da so se okuzbe pojavljale na odprtih
cvetovih. Petrijevke z odprtimi cvetovi smo zavrgli, obdrzali smo le tiste z zaprtimi

cvetovl.

V drugem poskusu, kateri so si sledili datumsko, smo na gojis¢e za indukcijo inokulirali le
zaprte cvetove. Vse zaprte cvetove smo razkuzili z enako 1,66% koncentracijo razkuzila

(0,83 g/50 ml destilirane avtoklavirane vode), za 15 minut

po enakem postopku. Poskus

smo razdelili glede na fazo cvetenja. Ene cvetne popke smo pobirali z rastlin, ki so bile v

zaCetku cvetenja, druge z rastlin v polnem cvetenju.

Preglednica 7: Stevilo inokuliranih cvetov v drugem poskusu

Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin

gojisce $t. petrijevk §t. cvetov na petrijevko §t. vseh cvetov
#1 2 5 10
#2 2 5 10
#3 2 5 10
#4 2 5 10
#5 2 5 10
#6 2 5 10
> 12 > 60

se nadaljuje
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nadaljevanje

Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin

gojisce $t. petrijevk $t. cvetov na petrijevko §t. vseh cvetov
#1 1 5 5
#2 1 5 5
#3 1 5 5
#4 1 5 5
#5 1 5 5
#6 1 5 5
26 > 30

Poskus 0603 (21. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi zacet

ka cvetenja rastlin

gojisce $t. petrijevk $t. cvetov na petrijevko §t. vseh cvetov
#1 3 5 15
#2 3 5 15
#3 3 5 15
#4 3 5 15
#5 3 5 15
#6 3 5 15
> 18 > 90

Poskus 0603 (21. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin

gojisce St. petrijevk St. cvetov na petrijevko St. vseh cvetov
#1 1 5 5
#2 1 5 5
#3 1 5 5
#4 1 5 5
#5 1 5 5
#6 1 5 5
26 230

Poskus 0604 (24. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin

gojisce St. petrijevk $t. cvetov na petrijevko St. vseh cvetov
#1 4 5 20
#2 4 5 20
#3 4 5 20
#4 4 5 20
#5 4 5 20
#6 4 5 20
x24 > 120

Poskus 0604 (24. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi polne

a cvetenja rastlin

gojisce St. petrijevk St. cvetov na petrijevko St. vseh cvetov
#1 1 5 5
#2 1 5 5
#3 1 5 5
#4 1 5 5
#5 1 5 5
#6 1 5 5
26 30

se nadaljuje
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Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin

gojisce $t. petrijevk $t. cvetov na petrijevko §t. vseh cvetov
#1 2 5 10
#2 2 5 10
#3 2 5 10
#4 2 5 10
#5 2 5 10
#6 2 5 10
> 12 260

Poskus 0605 (28. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi polne

a cvetenja rastlin

gojisce

St. petrijevk

$t. cvetov na petrijevko

$t. vseh cvetov

#1

1

5

#2

#3

#4

#5

#6

[N Y U (NN U

||| |

|| |||

Preglednica 8: Stevilo regeneriranih cvetov po priblizno 30-ih dneh od inokulacije cvetnih popkov

Poskus 0601 (8 .6.2005) zaprti cvetovi v fazi zaetnega cvetenja rastlin, bonitirano 42 dni po inokulaciji

§t. gojisca

$t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

§t. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 3 cvetoviiz 1 p #1=>#7 2p
#2 2 cvetovaiz 1 p #H2=>H#T 1p
#3 lcvetizlp #3=HT lp
#4 cvetovi potemneli HA=HT /
#5 cvetovi potemneli #5=>H#T /
#6 cvetovi potemneli HO=>H#T /
26 X4p

Poskus 0602 (14. 6.2005)

zaprti cvetovi v fazi zafetka cvetenja rastlin , bonitirano 36 dni po inokulaciji

§t. gojisca

§t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

§t. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 7 cvetoviz 2 p #1=>#7 4p
#2 cvetovi potemneli H#H2=>H#1 /
#3 4 cvetoviiz 1 p #I=#H7 lp
#4 cvetovi potemneli HA—HT /
#5 cvetovi potemneli #5=>H#T /
#6 cvetovi potemneli #Ho=>H#T /
>11 X5p

se nadaljuje
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Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin, bonitirano 36 dni po inokulaciji

§t. gojisca §t. regeneriranih cvetov | Subkultivacija cvetov iz §t. petrijevk po
indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 4 cvetoviiz 1 p #1=>#7 Ip
#2 levetizlp H2=#T Ip
#3 cvetovi potemneli #3=>#7 /
#4 cvetovi potemneli #A=>H#T /
#5 cvetovi potemneli H#5=>H#T /
#6 cvetovi potemneli #Oo=>H#T /
x5 X2p

Poskus 0603 (21. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin, bonitirano 29 dni po inokulaciji

§t. gojisca

§t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

St. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce

#1 15 cvetoviz 3 p #1=>#7 8p

#2 4 cvetoviiz2 p #2=>#7 1p

#3 13 cvetoviz 3 p H#3=#T 3p

#4 levetizlp HA=HT / okuzba
#5 cvetovi potemneli #5=>#T /

#6 cvetovi potemneli #Oo=>H#T /

>33 X12p

Poskus 0603 (21. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi polne

a cvetenja rastlin, bonitirano 29 dni po inokulaciji

§t. gojisca

$t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

§t. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 4 cvetoviiz 1 p #1=>H#7 3p
#2 cvetovi potemneli #H2=>H#T /
#3 lcvetizlp #3I=#7 /
#4 cvetovi potemneli HA=HT /
#5 cvetovi potemneli #5=>#T /
#6 cvetovi potemneli H#O=>H#T /
x5 X3p

Poskus 0604 (24. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin, bonitirano 26 dni po inokulaciji

§t. gojisca

§t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

§t. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 13 cvetov iz 4 p #H1=>H#7 4p
#2 cvetovi potemneli H#H2=>H#1 /
#3 3 cvetoviiz 1 p HIHT lp
#4 cvetovi potemneli HA—HT /
#5 cvetovi potemneli #5=>H#T /
#6 cvetovi potemneli #Ho=>H#T /
Y16 X5p

se nadaljuje
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Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin, bonitirano 26 dni po inokulaciji

§t. gojisca §t. regeneriranih cvetov | Subkultivacija cvetov iz §t. petrijevk po
indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 levetizlp #1=>#7 lp
#2 cvetovi pozgani H#2=#7 /
#3 lcvetizlp H3I=H#T Ip
#4 cvetovi potemneli #A=>H#T /
#5 cvetovi potemneli H#5=>H#T /
#6 cvetovi potemneli #Oo=>H#T /
X2 X2p

Poskus 0605 (28. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin, bonitiranje 22 dni po inokulaciji

§t. gojisca

§t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

St. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 6 cvetoviz 2 p #1=#7 2p
#2 lcvetizlp #H2=H#T 1p
#3 Scvetoviz2p H#3=#T lp
#4 cvetovi potemneli H#A=H#T /
#5 bakterija in cvetovi #5=>#T /
potemneli
#6 cvetovi potemneli H#O=>H#T /
¥ 12 X3p

Poskus 0605 (28. 6. 2005)

zaprti cvetovi v fazi polne

a cvetenja rastlin, bonitirano 22 dni po inokulaciji

§t. gojisca

§t. regeneriranih cvetov

Subkultivacija cvetov iz

§t. petrijevk po

indukcijskih na regeneraciji
razmnoZzevalno gojisce
#1 4 cvetoviiz 1 p H#H1=>#7 Ip
#2 3 cvetoviiz 1 p HI=HT lp
#3 3 cvetoviiz 1 p H#3I=#T Ip
#4 cvetovi potemneli HA—HT /
#5 cvetovi potemneli #5=>#7 /
#6 cvetovi potemneli #Ho=>H#T /
> 10 X3p

Na gojiscu za indukcijo, se je po priblizno 30-ih dneh od inokulacije, iz 474 nastavljenih
zaprtih cvetov regeneriralo 100 regenerantov. 374 popkov je propadlo. Propadli popki so

se razvili (odprli) v cvetove, vendar so bili potemneli in neuporabni.

Ugotovili smo da je bila indukcija zaprtih cvetov najbolj uspesna na gojiscu #1 in #3,

medtem ko so bila gojisca #4, #5 in #6 neuporabna oz. se na njih cvetovi niso uspesno

regenerirali.
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Po 30-ih dneh smo regenerirane cvetove iz posameznih indukcijskih gojis¢ prestavili na
skupno razmnoZzevalno gojisce z oznako #7 v petrijevke.

Preglednica 9: Stevilo in velikost poganjkov, po prestavitvi regenerantov na razmnoZevalno gojiite #7

Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin

#1 = #7 (2 petrijevki)

st. skupkov | $t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | Velikost < 1-2 cm | Velikost <2-3 cm | Velikost <3 cm
7 55 14 32 3 6
5 26 6 13 5 2
> 12 > 81 > 20 > 45 x8 > 8
Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
#2 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | $t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | Velikost <2-3 cm | wvelikost <3 cm
x5 216 26 >4 z3 x3

se nadaljuje
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Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zafetka cvetenja rastlin

#3 = #7 (1 petrijevka)

st. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | Velikost <3 cm
x5 > 17 >8 26 >1 X2
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin

#1 = #7 (4 petrijevke)

$t. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm

7 28 12 12 4 0

5 20 4 6 9 1

5 23 4 8 7 4

6 34 12 11 9 2

> 23 > 105 ¥ 32 ¥ 37 >29 >7

Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin

#3 = #7 (1 petrijevka)

st. skupkov | st. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | Velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
x5 ¥25 x7 29 26 >3
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
#1 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | §t. poganjkov St. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
26 >34 26 > 10 ~9 )
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
#2 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
¥1 29 >4 x2 x2 >1
Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin

#1 = #7 (8 petrijevk)

$t. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
4 21 13 7 1 0
3 22 9 7 3 3
5 33 13 16 3 1
4 29 11 5 7 6
6 37 20 12 5 0
5 34 12 14 7 1
4 24 14 9 1 0
3 32 11 10 9 2
>34 X232 103 ¥ 80 > 36 > 13
Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
#2 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | st. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
¥3 > 30 > 10 > 10 x8 X2

se nadaljuje
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Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin

#3 = #7 (3 petrijevke)

st. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
5 39 13 15 9 2
5 34 14 8 9 3
3 20 7 3 7 3
> 13 > 93 > 34 > 26 ¥ 25 >8
Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
#1 = #7 (3 petrijevke)
$t. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
5 36 13 13 7 3
5 35 13 14 5 3
5 18 9 8 1 0
> 15 > 89 > 35 X35 > 13 26
Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
#1 = #7 (3 petrijevke)
st. skupkov | st. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
5 9 4 0 4 1
5 29 12 11 6 0
6 21 10 9 2 0
> 16 > 59 X 26 > 20 212 >1
Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaetka cvetenja rastlin
#3 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | §t. poganjkov St. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
x5 ¥ 35 > 14 > 10 x7 >4
Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
#1 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
X2 > 17 > 12 X2 X2 >1
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin
#1 = #7 (2 petrijevki)
$t. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | Velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
4 23 11 8 3 1
2 11 4 3 4 0
26 >34 > 15 > 11 x7 > 1
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
#2 = #7 (1 petrijevka)
st. skupkov | $t. poganjkov $t. poganjkov
velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm | velikost <3 cm
¥3 > 17 > 10 X2 X4 >1

se nadaljuje
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Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin

#1 = #7 (1 petrijevka)

st. skupkov | §t. poganjkov St. poganjkov

velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm velikost <3 cm

x5 > 18 > 10 26 X2 20

Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin

#2 = #7 (1 petrijevka)

$t. skupkov | §t. poganjkov $t. poganjkov

velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm velikost <3 cm

23 X 15 26 23 26 20

Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin

#3 = #7 (1 petrijevka)

st. skupkov | §t. poganjkov §t . poganjkov

velikost 0-1 cm | velikost <1-2 cm | velikost <2-3 cm velikost <3 cm

x3 X 16 7 26 x3 20

Po 45-ih dneh se je na razmnozevalnih gojis¢ih (0601, 0602, 0603, 0604, 0605) pri
poskusu zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin iz 130-ih skupkov razvilo 724
poganjkov, pri poskusu (0602, 0603, 0604, 0605) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja
rastlin pa se je razvilo iz nastalih 35-ih skupkov, 198 poganjkov.

Regeneriralo se je veliko Stevilo poganjkov, odlocili smo se, da bomo na gojis¢e #8 za
koreninjenje nastavili tiste poganjke, ki so bili najvecji in niso bili hiperhidrirani. Po
bonitiranju na gojis€u #7, smo poganjke prestavili na gojis¢e #8 za koreninjenje. Pri
poskusu zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin smo na vsako gojis¢e nastavili po tri
poganjke iz vsakega gojisca. Poganjke smo prestavili iz petrijevk v steklene kozarcke. Pri
poskusu zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin pa smo zaradi manjSega Stevila
poganjkov, le te prestavili iz posameznega gojisa v en kozarCek in epruveto. Vse
prestavitve so potekale v brezprasni komori, da ne bi prislo do sekundarnih okuzb.

Preglednica 10: Stevilo nastavljenih in koreninjenih poganjkov ter velikost korenin na gojiséu #8

Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zafetka cvetenja rastlin

(H1=#T) =#8

.St poganjkov_ | St.korenin| St. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <l-2cm <2-3cm <3 cm
3 3 10 2 3 2 3
3 2 7 1 3 3 0
26 x5 x17 x3 26 x5 x3

Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zafetka cvetenja rastlin

(H2=HT) =#8

St. poganjkov St.korenin| St. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 3 13 5 4 4 0
3 2 6 2 3 1 0
26 x5 219 x7 x7 x5 20

se nadaljuje
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Poskus 0601 (8. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zafetka cvetenja rastlin
(H3=H#T)=#8
St. poganjkoy St.korenin| St. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 3 11 2 4 3 2
3 2 7 3 1 2 1
26 x5 > 18 x5 x5 x5 x3
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
H1=#T)=#8
§t. poganjkov §t. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2cm <2-3 cm <3 cm
3 3 21 7 11 3 0
3 3 21 6 6 7 2
26 26 > 42 > 13 x17 210 X2
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
(H3=H#T)=#8
§t. poganjkov st.korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 3 10 1 5 4 0
3 1 4 1 3 0 0
26 >4 > 14 X2 x8 >4 20
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(#1=#T)=>#8
St. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <l1-2cm <2-3cm <3 cm
3 3 9 2 3 4 0
1 0 0 0 0 0 0
>4 x3 %9 X2 X3 >4 >0
Poskus 0602 (14. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(2=H#T)=#8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 3 10 3 3 1
1 1 4 1 0 3 0
>4 >4 > 14 >4 23 X6 >1
Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
H1=#T)=#8
§t. poganjkov §t. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2cm <2-3 cm <3 cm
3 15 9 4 2 0
0 0 0 0 0 0
x3 > 15 29 >4 X2 20
Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin
(H2=H#T)=#8
§t. poganjkov st.korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 3 8 4 1 3 0
3 0 0 0 0 0 0
26 x3 z8 >4 >1 X3 20

se nadaljuje
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Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaetka cvetenja rastlin
(H3=H#T)=#8
§t. poganjkov st.korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 2 7 2 2 3 0
3 0 0 0 0 0 0
26 X2 x7 X2 X2 X3 20
Poskus 0603 (21. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(#1=#T)=>#8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <l1-2cm <2-3cm <3 cm
3 3 8 6 0 0
1 1 6 1 5 0 0
>4 >4 > 14 >3 X 11 20 20
Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin
(H1=H#T)=H8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 3 7 5 0 2 0
3 2 8 3 5 0 0
26 x5 > 15 > 8 x5 x2 20
Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin
(H3=H#T)=#8
§t. poganjkov §t. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2cm <2-3 cm <3 cm
3 3 11 3 5 3 0
3 2 5 1 2 2 0
26 x5 > 16 >4 x7 x5 >0
Poskus 0604 (24. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(H1=#T)=#8
§t. poganjkov st.korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 2 7 1 3 3 0
1 0 0 0 0 0 0
>4 X2 x7 >1 X3 X3 20
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin
(#1=#T)=>#8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2cm <2-3cm <3 cm
3 3 12 4 5 0
3 3 10 1 4 3 2
26 26 ¥ 22 >4 x8 ~8 X2
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi zaCetka cvetenja rastlin
(#2=#T)=>#8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
>4 20 >0 >0 >0 >0 >0

se nadaljuje
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nadaljevanje
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(H1=#T)=#8
§t. poganjkov st.korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2cm <2-3cm <3 cm
3 3 15 0 5 4 6
1 0 0 0 0 0 0
>4 x3 > 15 >0 x5 >4 26
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(#2=#T)=>#8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <l1-2cm <2-3cm <3 cm
3 2 11 0 3 4 4
1 0 0 0 0 0 0
>4 X2 Y11 >0 X3 >4 >4
Poskus 0605 (28. 6. 2005) zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin
(H3=H#T)=#8
§t. poganjkov st. korenin | §t. korenin velikosti
nastavljeni | s koreninami 0-1 cm <1-2 cm <2-3 cm <3 cm
3 2 10 10 0 0 0
1 1 3 1 0 0 2
>4 X3 > 13 211 >0 >0 x2

Po 30-ih dneh od prestavitve iz razmnoZevalnega gojis¢a #7 na gojisce #8 za koreninjenje
je pri poskusu zaprti cvetovi v fazi zacCetka cvetenja rastlin (0601, 0602, 0603, 0604, 0605)
od skupno 72-ih poganjkov koreninilo 49 poganjkov, pri poskusu zaprti cvetovi v fazi
polnega cvetenja rastlin (0602, 0603, 0604, 0605) pa je od skupno 28-ih koreninilo 21

poganjkov.

Po 45-ih dneh od prestavitve regenerantov na gojisce #8, smo koreninjene poganjke

prestavili v mini rastlinjak na aklimatizacijo.

Po 21-ih dneh smo rastline prestavili iz mini rastlinjakov v loncke. Pri poskusu zaprti
cvetovi v fazi zacetka cvetenja rastlin (0601, 0602, 0603, 0604, 0605) je propadlo 9 rastlin,
pri poskusu zaprti cvetovi v fazi polnega cvetenja rastlin (0602, 0603, 0604, 0605) so
propadle 4 rastline.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V poskusu mikropropagacije smo sprva vkljucili zaprte in odprte cvetove v fazi zaCetka
cvetenja rastlin. Po koncanem inokuliranem prvem poskusu, pa smo na gojis€e za
indukcijo inokulirali le zaprte cvetove, katere smo razdelili glede na cvetenje v fazo
zacetka cvetenja rastlin in fazo polnega cvetenja rastlin. Rastlinski material smo poleti
2005 nabirali v rastlinjaku Biotehniske fakultete. V laboratoriju smo v prvem poskusu,
cvetove povrsinsko sterilizirali z dvema (1,66% in 2% DIA) razli¢nima koncentracijama
razkuzila s postopki 1, 2 in 3. V vseh naslednjih poskusih smo na gojis¢e inokulirali le
zaprte cvetove, katera smo razkuzili s postopkom 3 (vedno in za vse enaka koncentracija
razkuzila). Po razkuzevanju smo cvetove, odvisno od nastavitve posameznega poskusa, za
30 dni inokulirali na indukcijsko gojis¢e. Vse rastline smo po 45-ih dneh subkultivirali na
razmnozevalno gojisce.

5.1.1 Sterilizacija odprtih in zaprtih cvetov

V prvem poskusu smo sterilizacijo odprtih in zaprtih cvetov, ki so bili pobrani v zacetni
fazi cvetenja rastlin, opravili s postopkom 1, 2 in 3. V postopku 1 smo odprte cvetove
razkuzevali 15 minut z 2% dinatrijevo dikloroizocianurno kislino (DIA), v postopku 2 smo
prav tako razkuzevali odprte cvetove 15 minut, vendar smo uporabili 1,66% DIA. V
postopku 3 smo zaprte cvetove razkuzevali 15 minut z 1,66% dinatrijevo
dikloroizocianurno kislino. Pri drugem poskusu smo sterilizirali zaprte cvetove, ki so bili v
zacetni in polni fazi cvetenja s postopkom 3 (1,66% DIA, 15 minut).

5.1.2 Hormonska sestava gojiS¢

Za indukcijo smo uporabili Sest razlicnih gojiS¢, na vsako gojis¢e smo skupno inokulirali
59 zaprtih cvetov rastlin, ki so bile v fazi zacetka cvetenja in 20 zaprtih cvetov rastlin, ki so
bili v fazi polnega cvetenja rastlin. Izkazalo se je, da je izmed Sestih razlicnih gojis¢ za
indukcijo, najboljSe gojisce #1 z dodatkom 1,0 mg/l BAP in 10 g/l saharoze. Na njem je
zraslo najve¢ poganjkov iz cvetov, pa tudi regeneracija cvetov je bila visoka. V fazi
zacetka cvetenja rastlin je bila 75%, v fazi polnega cvetenja pa 65%.

Na gojiscu #3 z dodatkom 0,15 mg/l BAP in 10 g/l saharoze je bila regeneracija cvetov
nekoliko slabsa, poganjke je tvorilo v fazi zacetka cvetenja 44% cvetov, v polnem cvetenju
pa 25% cvetov. Na gojiscu #2, kjer je bil dodan 1,0 g/l BAP in 40 g saharoze, je poganjke
tvorilo v zacetku cvetenja 12% cvetov, v fazi polnega cvetenja pa20% cvetov.
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Gojisce #4, kateremu smo dodali 0,15 mg/l BAP in 40 g/l saharoze, se je odzvalo precej
slabo. Cvetovi so bili vitrificirani in uniceni.

mg/l) z razlicnimi koncentracijami saharoze, ni bilo prisotne regeneracije cvetov. Cvetovi
so bili potemneli.

Regenerirane cvetove iz gojis¢ #1, #2 in #3 smo prestavili na razmnozevalno gojisce #7,
kateremu smo dodali hormona BAP in IBA (preglednica 3). Tovrstna kombinacija
citokinina in avksina se je izkazala za zelo dobro, saj se je na gojiscu razvilo skupno 922
poganjkov.

Poganjke smo prestavili na gojis¢e #8, kateremu smo dodali le IBA in saharozo
(preglednica 3). Po 30-ih dneh od prestavitve poganjkov smo ugotovili, da je uspesno
koreninilo 70 poganjkov, 30 jih je propadlo. Uspesno koreninjene vitalne poganjke smo
aklimatizirali v mini rastlinjakih.

5.2 SKLEPI

Po razkuZevanju odprtih cvetov v prvem poskusu s postopkom 1 (15 minut z 2% DIA) in
postopkom 2 (15 minut z 1,66% DIA) je bilo uspesno razkuzenih le 46% cvetov. Zaradi
hitre Siritve in velike prisotnosti okuzb s plesnijo in bakterijami, smo se odlo¢ili, da odprti
cvetovi niso primerni za nadaljevanje poskusa.

Pri razkuZevanju zaprtih cvetov smo v prvem poskusu s postopkom 3 (15 minut z 1,66%
DIA) dobili ocitno boljSe rezultate, saj je bila sterilnost 100%. Na podlagi tega, smo se
odlocili, da bomo v nadaljevanju v drugem poskusa na gojis¢e inokulirali le zaprte
cvetove, katere smo razkuzevali s postopkom 3.

.....

.....

#5 in #6, vendar so skoraj vsi cvetovi potemneli.

Na gojiscu #1 (1,0 mg/l BAP, 10 g/l saharoze) je po 30-ih dneh od inokulacije, v fazi
zacetka cvetenja rastlin tvorilo poganjke 75% cvetov, v fazi polnega cvetenja pa 65%
cvetov. Na gojisc¢u #3 (0,15 mg/l BAP, 10 g/l saharoze) je tvorilo poganjke v fazi zacetka
cvetenja rastlin 44% cvetov, v fazi polnega cvetenja rastlin pa 25% cvetov. Na gojiScu #2
(1,0 mg/l BAP, 40 g/l saharoze) je tvorilo poganjke v fazi zafetka cvetenja 12% cvetov, v
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fazi polnega cvetenja rastlin je tvorilo poganjke 20% cvetov. Na gojis¢u #4 (0,15 mg/l
BAP, 10 g/l saharoze) je tvoril poganjke 1,69% cvetov.

Na gojiscu #5 ( 0,15 mg/l BAP, 1,0 mg/l 2,4-D 10 g/l saharoze) in #6 ( 0,15 mg/l BAP, 1,0
mg/1 2,4-D, 40 g/l saharoze), po 30-tih dneh ni tvoril poganjke noben cvet.

Na razmnozevalnem gojiscu #7 (0,3 mg/l BAP, 0,5 mg/l IBA in 40 g/l saharoze), je bilo
prestavljenih 165 skupkov, iz teh je po 45-ih dneh nastalo 922 poganjkov.

Na gojiScu za koreninjenje #8 smo nastavili le tiste poganjke, ki niso bili hiperhidrirani in
so bili najvecji. Tako je od 100-ih poganjkov (0,5 mg/l IBA, 40 g/l saharoze) po 30-ih dneh
razvilo korenine 70% poganjkov.
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6 POVZETEK

Previsna sanvitalija je rastlina enoletnica, katero obi¢ajno razmnozZujemo generativno s
semeni. Namen naloge je bil s pomocjo tkivne kulture - mikropropagacije, vzpostaviti
sistem, ki bi bil uporaben v okrasnem vrtnarstvu za hitrej$e in enostavnejSe razmnozevanje
rastlin. Rastlinski material je lahko okuZen z glivami in bakterijami, zato je uspeSen nacin
razkuzevanja zelo pomemben, da mikropropagacija uspe. Vsi postopki dela so potekali v
komori za asepti¢no delo. Cilj naSe naloge je bil tudi pridobiti asepti¢no kulturo cvetov in
vzgojiti vitalne poganjke, ki bi bili primerni za koreninjenje in aklimatizacijo.

V poskus mikropropagacije smo vkljucili odprte in zaprte cvetove previsne sanvitalije,
sorte 'Aztekengold’. Cvetove smo nabirali v rastlinjaku Biotehniske fakultete v Ljubljani in
jih nato v laboratoriju pripravili za mikropropagacijo.

Cvetove in regenerante smo gojili v rastni komori pri temperaturi 24°C in fotoperiodi 16/8
ur (svetloba/tema).

V prvem poskusu s postopkoma 1 in 2 (2% in 1,66% dinatrijeva dikloroizocianurna
kislina, 15 minut) smo pri odprtih cvetovih dosegli 54% sterilizacijo, vendar smo vse
petrijevke z odprtimi cvetovi zavrgli. Pri zaprtih cvetovih s postopkom 3 (1,66%
diklorocianurna kislina, 15 min) je bila sterilizacija cvetov zelo uspesna, saj je bila 100%.
V 2. poskusu s postopkom 3 (1,66% dinatrijeva dikloroizocianurna kislina, 15 min) smo
pri zaprtih cvetovih dosegli 21% sterilizacijo.

V prvem poskusu je bilo na indukcijsko gojisc¢e inokuliranih 120 odprtih cvetov in 24
zaprtih cvetov (popkov). Po Sestih dneh je propadlo kar 55 odprtih cvetov. Cvetovi so bili
okuzeni s plesnimi, bakterijami ali pa v kombinaciji obeh hkrati. Pri zaprtih cvetovih je
bila sterilizacija 100%, kar pomeni, da ni propadel noben cvet.

V drugem poskusu smo rastline razdelili glede na fazo cvetenja na rastline, ki so bile v
zacetni fazi cvetenja in rastline, ki so bile v polnem cvetenju. Na indukcijsko gojisc¢e smo
inokuliranih skupno 450 zaprtih cvetov, 330 zaprtih cvetov rastlin v zacetni fazi cvetenja in
120 zaprtih cvetov rastlin v polni fazi cvetenja.

Kljub temu, da je propadlo veliko Stevilo cvetov je bila regeneracija na gojis¢u za
razmnoZzevanje, kjer smo uporabili hormona IBA in BAP (preglednica 3) visoka, skupno se
je iz cvetov tvorilo 922 poganjkov. Na gojis¢u #8 za koreninjenje smo uporabili hormon
IBA (preglednica 3), koreninilo je 70% poganjkov, ostali so bili uni¢eni zaradi
hiperhidracije.
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Po 45-ih dneh od prestavitve na gojis€e za koreninjenje, smo poganjke pripravili na
aklimatizacijo v mini rastlinjakih. Aklimatizacija je potekala brez zapletov, tako da je bil
namen naloge, pri kateri smo poskusali vzgojiti ¢im vecje Stevilo poganjkov, kateri bi bili
po koncani aklimatizaciji primerni za sajenje v in vivo razmerah doseZen.
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