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1. UvOoD

Borovnica (Vaccinium corymbosum L.) jedna je od vrlo vaznih voénih kultura s visokom
vrijednosti kako na globalnom tako i na domac¢em trzistu voca. Pripada voénoj vrsti ¢iji je
intenzivni uzgoj zapoc¢eo dosta kasno, a U RH nema veliku tradiciju uzgoja. Posjeduje
visoku nutritivnu vrijednost. Svjedoci smo posljednjih godina o podizanja vrijednosti
borovnice po pitanju ljudskog zdravlja putem medija. Mediji ju predstavljaju kao
funkcionalna hrana, odnosno ,,supervoce” koje ima vrlo povoljan ucinak na ljudsko
zdravlje, posebice zbog svog visokog sadrzaja antocijana (jedan od najmocénijih
antioksidanata) i fenola koji pomazu u sprjeCavanju pojave nekih bolesti. Posljednjih
godina zabiljezen je trend povecanja povrSina pod intenzivnim nasadima borovnice u RH.
Sve je ve¢i trend podizanja novih ili rekonstrukcije postojec¢ih nasada borovnice, a
najveéim dijelom rezultat su politike mjera ruralnog razvoja, poticanja mladih
poljoprivrednika i gospodarstava, odnosno zajednickih potpora RH 1 EU. Uslijed

navedenoga pojavile su i povecane potrebe za certificiranim i zdravim sadnim materijalom.

RazmnozZavanje putem in vitro modela (kultura tkiva, mikropropagacija) predstavlja
suvremenu biotehnolosku metodu masovne proizvodnje genetski identi¢nih, fizioloSki
uniformnih i1 zdravih biljaka. Prednosti su viSestruke, manje potrebe za proizvodnom
povrsinom, kratak vremenski interval proizvodnje, manja koli¢ina pocetnog inicijalnog
baznog materijala, dugo cuvanje klonskog materijala, prenoSenje, itd. Ucinkovitost
mikropropagacije borovnice uvelike ovisi 1 o genotipu, razli¢itim koncentracijama
regulatora rasta i hraniva, a napose pravilnoj, odnosno uspjesnoj aklimatizaciji i rizogenezi
borovnice. Ukorjenjivanje i aklimatizacija borovnice predmet je mnogih istrazivanja u

standardizaciji protokola in vitro propagacije borovnice.

Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje moguénost aklimatizacije 1
ukorjenjivanja eksplantata visokogrmolike borovnice Bluecrop uporabom odredenih

hormona na dva tipa posuda sa supstratom.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Borovnica (lat. Vaccinium corymbosum L.)

Borovnica je biljka iz porodice Vaccinium (Slika 1). One su raznovrsna skupina trajnica,
uglavnom drvenastih grmova, koji donosi plodove u grozdovima. Pojavljuje se kao mali
visegodi$nji grm koji naraste izmedu 10 1 60 cm, ponekad 1 do 90cm. Korijen borovice je
zelene boje a izbija iz rizoma, dok su listovi ovalni ili elipti¢ni, dugacki od 1 — 3 cm.
Borovnica je listopadna biljka, novi listovi izbijaju krajem travnja odnosno pocetkom
svibnja, a opadaju krajem rujna. Plod borovnice dozrijeva od kraja svibnja do srpnja,
ovisno o nadmorskoj visini i polozaju. Svjezi i zreli plodovi uglavnom su ljubicaste boje, a
ponekad mogu biti i tamnije, gotovo crne. U Hrvatskoj borovnica najvise raste na Velebitu

1 Gorskom Kotaru, no ima je i na Medvednici, Zumberku, Papuku, Psunju te Ivanscici.

Borovnica sadrzi oko 400 vrsta, jedna ili visSe su domace na svim kontinentima osim na
Antartici i Australiji te na otocima koji su daleko od kopna. Najcesce uspijeva na kiselom,

pjeskovitom i organskom tlu. (Vander Kloet, 1988; Ballington, 2001)

Plodovi borovnice sadrze visoku razinu vitamina C, celuloze i pektina, te stvaraju
antocijanine (Stark i sur., 1978; Sapers i Hargrave, 1987; Hong i Wrolstad, 1990) koji

imaju vazne terapijske vrijednosti.
Veéina kultiviranih borovnica uzgaja se u SAD-u i Kanadi (Galletta and Ballington, 1996).

Borovnica je otporna na zimu te moZe podnijeti temperature od -20 °C do -25 °C bez
ikakvih $teta, a ako je prekrivena snijegom moze izdrzati i puno nize temperature. Kod
nekih sorata pupovi su otporni do -35°C. Zanimljivo je da je otpornost na mraz povezana s
nastankom bjelancevina u pupovima koje nazivamo Dehydrin-proteinima koji takoder
nastaju i za vrijeme susa i sluze kao 'biomarkeri' za toleranciju na stres. Dok je u pitanju
susa, borovnica je jako osjetljiva stoga joj treba osigurati dovoljni vliage kako bi se izbjegle
Stete kao Sto su krZljav rast, slabiji urod, a u najgorem slucaju grmovi se mogu osusiti.
Zahtijevaju 600 do 1000 mm padalina godi$nje. Tlo pogodno za borovnicu je ono kiselo,
pH 4 — 5,2, medutim uspjeti ¢e i na vapnenom tlu ali samo ako postoji dovoljno dubok sloj
kiselog humusa. Za podizanja nasada najbolja su tla s blagim nagibom kako bi se odvijala

stalna cirkulacija zraka, odgovaraju joj topliji i osuncani polozaji.

Budu¢i su genetski heterozigotne, borovnice ne razmnoZavaju jedinke iz sjemena sli¢nih

roditelju. Tradicionalno se brusnice pa i borovnice razmnozavaju vegetativno, S$to



osigurava genetske karakteristike kakve uzgajivaci zele i brzo se postize plodonosno

stanje.

Borovnica je ljekovita biljka sa ukusnim plodovima i ima svoju namjenu kako u medicini
tako i u kulinarstvu. Plodovi su bogati Zeljezom i vitaminima. Postoji viSe nacina pripreme
borovnice u ljekovite i kulinarske svrhe. Najcesce se koristi za pripremanje Cajeva, sokova
I marmelada. Ljekoviti dijelovi biljke su i listovi, plodovi i korijen, koji se prebiru prije
sazrijevanja plodova i suSe na sjenovitom i zratnom mjestu. Plodovi se prikupljaju ljeti i
suSe se na suncu. Medicinska upotreba borovnice je za: aterosklerozu, insuficijenciju jetre 1

zuci, dijareju, dijabetes, dizenteriju i probleme s cirkulacijom.

Postoji Sirok spektar sorti borovnice, neke od njih su Duke, Spartan, Herbert, Bluecrop,

Yersey, Elizabeth i mnoge druge.

Slika 1. Borovnica (Izvor: Internet)

Plod borovnice ima izvanredne hranjive, farmaceutske, dijetetske i tehnoloske vrijednosti,
Sto ga ¢ini pogodnim za potroSnju u svjeZem stanju, suSenje, zamrzavanje i pripremanje
raznih drugih preradevina kao $to su kompoti, marmelade, sokovi i dr. Hranjiva i ljekovita
vrijednost plodova borovnice ocituje se u sadrzaju pojedinih tvari; ugljikohidrata, kiselina,
mineralnih soli, fenola i vitamina. Plod borovnice ima visok sadrzaj Secera (6,5-8 % i vise).

S druge strane, kiselost je ograniCena sa prosjecnim sadrzajem ukupnih kiselina 1,00 do



2,97%, tako da se plodovi odlikuju veoma visokim glukoacidmetrijskim koeficijentom (5
do 15). pH vrijednost plodova borovnice se kre¢u u rasponu od 2,75 do 3,25. (Tablica 1.)

Tablica 1. Kemijski sastav ploda borovnice (Ciesielska, 2000.)

% 6,44-8,33
% 3,06-5,00
% 2,44-4,06

2,75-3,25
% 1,00-2,97
% 0,51-1,06
% 0,00-0,30
% 0,63-1,33

mg/100g 0,64-12,86

=3

0,20-0,28
mg/kg 585-150
mg/kg 114-291
mg/kg 95-255

mg/kg 46-80

Zahvaljujuéi znacajnom sadrzaju fenolnih jedinca plodovi borovnice se odlikuju visokim
antioksidativnim kapacitetom i isticu po svom rastu¢em potencijalu odrzavanja
zdravstvenog statusa, odnosno odlaganja nastupanja razlicitih kroni¢nih oboljenja. Fenolne
jedinice imaju karakteristike ,,hvataca slobodnih radikala®, koji ugrozavaju integritet

stani¢nih struktura i normalan tok metabolic¢kih procesa.



Antocijani, kao prirodni pigmenti odgovorni za plavu, ljubicastu i crvenu boju ploda, u
znacajnijoj koli¢ini su zastupljeni u plodu samonikle Sumske borovnice (Lohachompol i
sur., 2004). To su potvrdila istrazivanja Milivojevi¢ (2008), izvedena na plodovima
Sumske borovnice izdvojene iz prirodne populacije na planini Javoru, prema kojima je
sadrzaj ukupnih antocijana u soku iznosio 1,297 g/l. Dobivena vrijednost je bila tri puta
veca u usporedbi s vrijednostima dobivenim kod sorti americke borovnice. U plodovima
americke borovnice pronadeno je ukupno 15 antocijana svrstanih u 5 kategorija svih
mogucih kombinacija sa tri vrste Secera; galaktoza, glukoza i arabinoza. Najzastupljeniji su
bili monoglikozidni oblici antocijana: malvidin 3-galaktozid, delfinidin 3-galaktozid,
delfinidin 3-glukozid, cijanidin 3-galaktozid i dr. (Szajdek i Borowska, 2008).

2.2. Sistematika i podjela borovnice po vrstama

Borovnica zauzima sljede¢e mjesto u sistematici biljaka:
Carstvo: Plantae

Divizija: Magnoliophyta

Razred: Magnoliopsida

Red: Ericales

Porodica: Ericaceae

Rod: Vaccinium

Vrsta: V. myrtillus

Smatra se da u svijetu postoji oko 400 vrsta roda Vaccinium L. (Luby i sur., 1990; Galletta
i Ballington, 1996)

U stvaranju plemenitih sorti borovnice sudjelovalo je 19 vrsta iz Sjeverne Amerike, koje
pripadaju sekciji Cyanococcus A. Gray roda Vaccinium L., a medu njima najveci znacaj

pripada sljede¢im vrstama:

1. Vaccinium myrtilloides Michaux (kanadska gorka niskogrmolika borovnica),
2. V. angustifolium Aiton (niskogrmolika borovnica),

3. V. corymbosum L. (sjeverna visokogrmolika borovnica),

4. V. australe Small (jugoisto¢na visokogrmolika borovnica),



5. V. ashei Reade (borovnica ,,ze¢je oko®).

Pored njih, potencijalni znacaj u oplemenjivanju borovnice ima i obi¢na borovnica
(Vaccinium myrtillus L.), koja pripada sekciji Myrtillus Dumort roda Vaccinium L., a

rasprostranjena je na sjevernoj Zemljinoj polutci (Europa, Azija i Sjeverna Amerika).

Kanadska qorka niskogrmolika borovnica (Vaccinium myrtilloides Michaux) -

rasprostranjena je sjeverno od 350 sjeverne geografske Sirine u Sjevernoj Americi. Grm
Vaccinium myrtilloides je nizak i dlakav, a listovi su takoder dlakavi i elipti¢ni. Cvjetovi su
bijeli 1 cilindriéno zvonasti, a plodovi su sitni, plavi, 1 kiselog okusa. RazmnoZava se

reznicama. Susrece se u moc¢varnim podruc¢jima te planinskim livadama.

Slika 2. Kanadska gorka niskogrmolika borovnica (Izvor: Internet?)

Niskogrmolika borovnica (Vaccinium angustifolium Aiton) - Podrijetlo vrste Vaccinium

angustifolium je centralni i isto¢ni dio Sjeverne Amerike. Formira nizak grm bez dlaka,

moze se sresti na zemljistima koja su do nedavno bila koristena kao livade. Otporna je na



zimske mrazeve. Listovi su sivkasto zeleni, glatki i elipti¢ni, cvjetovi su bijeli i cilindri¢ni,

a plodovi sitni, svijetloplavi ili crni, slatkastog okusa. (Slika 3.)

Proucavanjem ove vrste na njenom prirodnom stani$tu moze se zakljuciti da je doslo do
introgresije (proces u kojem se geni jedne vrste uklju€uju u genetski sadrzaj druge) sa
drugim vrstama iz sekcije Cyanococcus, $to je dalje rezultiralo znac¢ajnim brojem varijacija

koje danas promatramo unutar vrsta (Ballington, 2009).

Krizanjem vrsta Vaccinium corymbosum i V. angustifolium dobivene su sorte borovnice

srednje visine grma.

U Kanadi i sjeveroisto¢nim dijelovima SAD-a plodovi ove vrste se beru i koriste u

komercijalne svrhe, primarno za potrebe preradivacke industrije (vise od 97%).

Slika 3. Niskogrmolika borovnica (Izvor: Internet®)

Sjeverna visokogrmolika borovnica (Vaccinium corymbosum L.) - Podrijetlo vrste

Vaccinium corymbosum je Sjeverna Amerika. Raste na kiselim zemlji§tima u mocvarama i

na tresetiStima. TeSko podnosi suSu. Grm je visok od 1 do 3 metra, listovi su sivkasto



plodovi su loptaste bobice, plave ili crne boje, kiselkasti, aromati¢ni i ukusni (Slika 4).

Krizanjem u okviru V. corymbosum, kao i meduvrsnom hibridizacijom V. corymbosum sa
drugim vrstama borovnice stvorena je vecina sorti visokogrmolike borovnice koje se danas

uzgajaju u svijetu.

Slika 4. Sjeverna visokogrmolika borovnica (Izvor: Internet®)

Jugoistocna visokogrmolika borovnica (V. australe Small) - Podrijetlo vrste Vaccinium

australe je jugoisto¢ni dio SAD-a. Raste na mo¢varnim zemljistima. Grm je visok od 2 do
4 metra, listovi su sivkasto zeleni, elipti¢no jajasti, cvjetovi su bijeli i cilindri¢ni, a plodovi

sitno plavi i ukusni.

Borovnica ,,zecje oko* (Vaccinium ashei Reade) - Podrijetlo vrste Vaccinium ashei je

pribrezje Meksi¢kog zaljeva u Sjevernoj Americi, gdje se uzgaja na oko 4.500 ha, sa
proizvodnjom od 8000 tona godi$nje. Raste u divljem stanju na rijeénim dolinama,

prorijedenim Sumama i napusStenim poljima. Zimzelena je biljka. Formira vrlo bujan grm



(5-6 metara), dugovjecan i rodan. Podnosi susu, toplinu i razlicita zemljiSta, a zahtjeva oko
400 sati hladnog perioda godisnje. Listovi su sivkasto zelene do tamnozelene boje, dok su
cvjetovi blijede do svijetlo ruzicaste boje. Plodovi su sitne do srednje krupne bobice,

¢vrstog mezokarpa i kiselog su okusa (Slika 5).

Slika 5. Borovnica ,,zeje oko* (Izvor: Internet’)

Obicna (Sumska) borovnica (Vaccinium myrtillus L.) - Ova vrsta borovnice je najznacajnija

borovnica u cCetinastim i mjeSovitim Cetinasto-listopadnim Sumama i na visokim
planinama. Pronalazi se iznad granica Suma, u podrucju visoko planinskih grmova i
tresetiSta. lzgledom je nizak i razgranat grm. Lis¢e je sitno, izduZzeno jajasto, slabo
dlakavo, a cvjetovi su potpuni i razvijaju se u pazuscu lista. Fenofaza cvjetanja nastupa u
periodu od sredine svibnja do sredine lipnja, a sazrijevanje pocinje krajem srpnja i
pocetkom kolovoza ovisno o nadmorskoj visini i klimatskim karakteristikama podrucja
(Mratini¢ i Koji¢, 1998), (Slika 6).



Slika 6. Obi¢na borovnica (Izvor: Internet®)

2.3. Morfologija borovnice

Borovnice su visegodisnje, grmolike biljke kritosjemenjace, ¢ija se visina krece od 30 cm
do 9 m, ovisno o vrsti, sorti, uvjetima i nac¢inu uzgoja.

Niskogrmolike borovnice, V. myrtilloides i V. angustifolium, ne prelaze visinu od 1 m.

Visokogrmolike borovnice, V.corymbosum, V. australe, V. elliotti, V.simulatum,V.

marianum, V. arkansanum i druge imaju visinu grma od 1,5 do 7 m.
Borovnice srednje visine grma nastale su krizanjem nisko i visokogrmolikih borovnica.

Korijen - Korijenov sustav visokogrmolikih borovnica je povrSinski i difuzan. Prostire se
na dubini 10-15 cm. Uglavnom se sastoji od vrlo finih koncastih korjenova, bez

korijenovih dladica. Stoga je njegov kapacitet apsorpcije znatno smanjen. (Slika 7)

Endotrofnom mikorizom povecava se apsorpcijska mo¢ korijena borovnice, zbog ¢ega je

on obogaéen mikoriznim gljivicama. Njihovo prisustvo ima vaznu ulogu u ishrani

10



borovnice. Najveca korist od simbioze sa gljivicama je povecan unos dusika, apsorpcija
slabo pokrenutih ¢estica minerala iz tla, a u slu¢aju viska Cestice se akumuliraju u njihovim

stanicama ¢ime se sprjecava njihov transport i toksi¢ni utjecaj na biljku.

Veci dio korijenovog sustava niskogrmolikih borovnica je adventivno korijenje. Korijen
vrste V. angustifolium prodire dosta duboko u tlo i igra znacajnu ulogu u apsorpciji vode i

hranjivih elemenata.

Slika 7. Korijen borovnice (Izvor: Internet’)

Stablo - Sve vrste koje pripadaju rodu Vaccinium L. razvijaju se kao polugrmovi ili
grmovi. Podzemni rizomi predstavljaju ve¢i dio stabla niskogrmolikih borovnica, dok

snazni nadzemni izdanci grade grm kod visokogrmolikih borovnica. (Slika 8)

Grmovi ovise od vrste i sorte pa imaju razli¢itu visinu — od nekoliko desetaka centimetara

do nekoliko metara. Grancice su uglaste ili valjkaste, gole ili prekrivene dlacicama.

11



Stablo borovnice ima debelu kutikulu koja pokriva jednoslojnu epidermu U epidermi
sjeverne visokogrmolike borovnice nalaze se stome. Unutra$njost stabla ispod epiderme
zauzima kora koja se sastoji od 5 do 12 redova ¢&vrsto zbijenih stanica sa klorofilnim

zrncima. U centralnom dijelu stabla borovnice nalaze se kanali za provodenje zraka.

Slika 8. Stablo borovnice (Izvor: Internet®)

List - Listovi borovnice su naizmjeni¢no rasporedeni na stablu. Vecina vrsta borovnice,

kao $to su V. angustifolium i V. corymbosum su listopadne. Borovnice koje potjecu iz

toplijeg podneblja V. darrowii, V.myrsinitesi i V. ashei su zimzelene. (Slika 9)

Duzina lista niskogrmolikih vrsta borovnice kre¢e se od 0,7 do 3,5 cm, a kod

visokogrmolikih vrsta moze dosti¢i 8 cm.
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Listovi borovnice najceS¢e su elipticnog oblika, Sto je karakteristicno za vrste V.
myrtilloides i V. angustifolium. List visokogrmolike borovnice V. corymbsum pokriven je

dla¢icama.

Lice i nali¢je lista prikriveni su jednoslojnom epidermom. U epidermi nali¢ja lista nalazi se
231 do 295 stoma po mm?®. Ispod epiderme lica lista nalazi se palisadno tkivo sastavljeno
od jednog sloja stanica, a ostatak mezofila zauzima spuzvasto tkivo sa brojnima prostorima

ispunjenim zrakom.

Slika 9. List borovnice (lzvor: Internet®)

Cvijet - Cvjetovi borovnice su pojedinacni ili grupirani u grozdaste cvati. Po 6 do 14

cvjetova grade jednu cvat, pri ¢emu se prvo formiraju cvjetovi u osnovi cvati. (Slika 10)

Cvjetovi su potpuni, sastoje se iz 5 c¢aSi¢nih listica zelene boje, 4 do 5 kruni¢nih listica
bijele ili ruzicaste boje, 8 do 10 prasnika i 1 tucka. Kruni¢ni listi¢i su srasli i oblikuju
lopataste, cilindri¢ne ili zvonaste krunice. Pri osnovi kruni¢nih listi¢a nalaze se Zlijezde
koje luce nektar. PraSnici se sastoje od prasnic¢ke niti i dvije izduzene praSnice, koje se
otvaraju prema vrhu i rasprostiru pelud. U toku mikrosporogeneze stvaraju se tetrade
peludi. Jezgra svakog peludnog zrnca dijeli se na vegetativnu i generativnu stanicu oko 15

dana poslije formiranja tetrada, pa ih vjetar ne moze lako nositi.

Tucak borovnice se sastoji od plodnice koja je pregradama podijeljena na 10 dijelova,

njuske 1 tucka. Prasnici su kra¢i od njuske 1 tucka.
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Slika 10. Cvijet borovnice (Foto: Malivuk, 2019.)

Plod i sjeme - Plod borovnice je sofna bobica, ¢iji se perikarp sastoji iz: egzokarpa i
mezokarpa unutar koga su inkorporirane sjemenke. Endokarp nije izdiferenciran. (Slika
11).

U plodu borovnice nalazi se do 65 sjemenki, od kojih je ve¢ina nepotpuno razvijena. Broj
sjemenki je u direktnoj vezi s veli¢inom ploda, ali jo§ nije pouzdano otkriveno da li ova
korelacija varira iz godine u godinu i kako utje¢e na godiSnji prinos. Prema istrazivanjima
Ehlenfeldt i Martin (2009) utvrden je pozitivan trend izmedu mase ploda i broja sjemenki u

plodu kod sorte Bluecorp, ali je istovremeno utvrdeno smanjenje mase bobica i broja
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sjemenki u njima izmedu prve i tre¢e berbe. Kod heksaploidnih sorti sjemenke su krupnije

nego kod diploidnih i tetraploidnih sorti borovnice.

Plod borovnice najcesée je okruglasto-spljostenog oblika, tamnoplave ili ljubicaste boje, sa

jasno izrazenim ostacima ¢aSice na vrhu. Cesto je prekriven pepeljastom prevlakom.

Antocijani, kao prirodni pigmenti, rezultiraju pojavom plave boje. Oni su prisutni u
pokozici i1 u nekoliko slojeva ispod nje kod sorti visokogrmolike borovnice ili u ¢itavom

perikarpu.

U tijeku sazrijevanja ploda povefava se sadrZaj pigmenta antocijana, kao 1 sadrzaj
otopljenih suhih tvari od 7% u zelenom do 15% u zrelom plodu pred berbu. Plodovi

nastavljaju sazrijevati i poslije berbe, a time se povecava i sadrzaj otopljenih suhih tvari.

Slika 11. Plod borovnice (Foto: Malivuk, 2019.)
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2.4. Proizvodnja borovnice u svijetu

Borovnica se pocela proizvoditi relativno kasno. Dr. F.V. Coville (1888-1937) zapoceo je
uvodenje samonikle borovnice u kulturu 1906. godine, a rad na planskoj hibridizaciji

poceo je 1913. godine. Do svoje smrti stvori je 15 sorti borovnice.

Od 2017. godine proizvodnja borovnice ima znatan rast u odnosu na godine prije.
Borovnica postaje vrlo popularna svugdje u svijetu, najvise u SAD-u, Kanadi i Cileu te
Europi odnosno u Poljskoj, Gruziji, Rumunjskoj, Ukrajini, Litvi (Grafikon 1). Takoder
posljednjih je godina i u Hrvatskoj zabiljezen veéi interes i porast proizvodnih nasada
borovnice. U Ukrajini je borovnica najpopularnija vrsta, ¢ak 2200 ha je pod borovnicom.
2018. godine je tamo proizvedeno 4500 tona od ¢ega je barem 85% izvezeno, vec¢inom u
Bjelorusiju, Poljsku i Nizozemsku. Proizvodnja borovnice i dalje raste te se smatra da ¢e

Ukrajina do kraja ove godine imati plantaze povrSine preko 3000 ha.

tan
£
[=]
=

Grafikon 1. Proizvodnja borovnice u svijetu od 1961 do 2017 god. (Izvor: FAOSTAT)

Danas su lideri proizvodnje ovog zdravog voca Poljska (12.700t/god), Njemacka
(10.300t/god), Francuska (9.000t/god), Nizozemska (5.500t/god) i Spanjolska (5.000t/god)
(Grafikon 3).

Primjerice, Azija ima brzorastucée trziSte borovnica jer je tamo Sezona borovnica koje se
uzgajaju u zasticenom prostoru od ozujka do svibnja, a na otvorenom od lipnja do
kolovoza. Cijena borovnice pada zbog sve vece proizvodnje. Prije otprilike 5 godina,

cijena 500 g borovnice u Kini iznosila je 20€ (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Karta proizvodnje borovnice (Izvor: FAOSTAT)

Kada govorimo o potroSnji borovnice, Velika Britanija je vodeca zemlja. Statisticki
gledano, svaki stanovnik Velike Britanije pojede 0,86 kg borovnice godisnje dok je
europski prosjek 0,18 kg po osobi. U 2017. godini u Europi se pojelo 160.000 tona, od

kojih je 105.000 tona proizvedeno u Europi, a ostale su dosle iz Afrike, Cilea i Perua.
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Grafikon 3. Top 20 zemalja proizvodnje borovnice u 2017 godini (Izvor: FAOSTAT)

Borovnica nema veliku tradiciju uzgoja na nasem podneblju, ali ima odredenu potro$nju.
Na naSem trzi$tu se konzumira relativno malo zbog nedostatka navika, ali i1 visokih cijena
na policama. Proizvodnja borovice u Hrvatskoj je veoma skromna, iako se sve ¢eS¢e moze
naéi u investicijama IPARD-a i EAFRD fondova za ruralni razvoj. Medutim, proizvodnja

je u porastu, no trziSte je nedovoljno razvijeno tako da nije u fokusu interesa otkupljivaca.
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Zasad je borovnica u Hrvatskoj, Srbiji i Crnoj Gori dopunska kultura kako bi se

uravnotezio proizvodni rizik kod lokalnih proizvodaca.

Uzgoj borovnice poceo je u SAD-u 1893. godine, dok su u Hrvatskoj prve americke

borovnice posadene 1964. godine (Dujmovi¢ 1 sur., 2007.).

2.5. Tehnologija i proizvodnja borovnice u RH

Borovnica zahtijeva odgovaraju¢i raspored topline tijekom cijele godine i vegetacijskog
razdoblja. Visokoprinosne sorte borovnice podnose hladno¢u i do -28°C, pod uvjetom da

su izdanci prekriveni snijegom.

Iako su u naSoj zemlji relativno povoljni uvjeti za uzgoj borovice, proizvodnja je
zanemariva. Podizanjem novih nasada pored postojeée, angazirati ¢e se i nova radna snaga,
Sto ¢e se povoljno odraziti na zapoSljavanje. U nasSoj zemlji ima vrlo malo iskustava u
uzgoju visokogrmolike borovnice. Od 70-tih godina proslog stolje¢a do danas ¢injeno je
nekoliko pokuSaja uvodenja u proizvodnju ove plemenite voéne vrste. UnatoC relativno
povoljnim uvjetima rezultati su uglavnom bili nezadovoljavajuéi, tako da je i interes

proizvodaca bio zanemariv.

Intenzivna i profitabilna proizvodnja visokogrmolike borovnice podrazumijeva redovitu i
obilnu rodnost i visoku kvalitetu ploda, kao i znatno vecu vrijednost proizvodnje u odnosu
na druge troskove. S obzirom da eksploatacijski vijek plantaZzno uzgojene borovnice iznosi
15 do 20 godina, a da podizanje zasada zahtjeva ulaganje velikih nov¢anih sredstava, zbog
¢ega je neophodno, prije otpocinjanja investicija izvrSiti detaljnu analizu agroekoloskih 1
drugih uvjeta koji su relevantni za ovu proizvodnju na odredenom prostoru.

Da bi se cvatnja i drugi bioloski procesi normalno odvijali potrebno je da borovnica
provede, tijekom zimskog mirovanja, odredeno vrijeme na temperaturi nizoj od 7,2°C
(otprilike 650 do 850 sati). Nakon razdoblja zimskog mirovanja, uzgojene sorte relativno
su osjetljive na zimske temperature, posebno ako temperatura varira izmedu +6°C tijekom
dana i -7°C tijekom no¢i. Niske temperature i nedovoljna suma topline utjeCu da plodovi
neravnomjerno sazrijevaju ili da uopce ne sazriju. Sorte borovnice su osjetljive 1 na visoke
temperature (iznad 30°C) u tijeku vegetacije, posebno ako se javljaju u fenofazama cvatnje
I sazrijevanja plodova i ako dulje traju. Toplinski udari, koji se na nekim lokalitetima mogu

javiti u toplim 1 vlaznim ljetima, mogu nanijeti izvjesne Stete, pa ¢ak 1 suSenje borovnice.
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Za normalan razvoj, rodnost i postizanje optimalnih prinosa po jedinici povrsine, potrebno
je da u nasadima borovnice tijekom vegetacije bude dovoljno vlage u tlu (75% -80%) i da
prosjecna relativna vlaznost zraka bude 75%. Kriti¢ni periodi za vlagu kod borovnice su u
fenofazi cvatnje (svibanj), rasta i zrenja plodova (lipanj, srpanj, na viSim terenima i
kolovoz) i obrazovanja rodnog potencijala za narednu godinu (kolovoz).

Prisustvo obi¢ne borovnice je siguran pokazatelj povoljnosti nekog zemljista za uzgajanje
visokogrmolike borovnice. S obzirom da ova proizvodnja zahtijeva relativno male
povrsine, potrebno je svaku parcelu pazljivo odabrati i izvrsiti neophodnu pedolosko-

agrokemijsku analizu.

2.6. RazmnoZavanje borovnice

Borovnica se moze razmnozavati na vise nacina a jedan od nacina je vegetativni odnosno
ukorjenjivanjem zrelih reznica. Ovaj postupak se najlakSe izvodi u stakleniku gdje je
ujednacena temperatura i mogucnost zatamnjivanja. U stakleniku je potrebno osigurati
relativnu vlaznost zraka 75-80%. Reznice ne smiju biti izloZene direktnim suncevim
zrakama, pogotovo u prvim tjednima te je potrebno osigurati zatamnjivanje. Kontejnerski
sistem razmnozavanja sadnica ima viSe prednosti od klasi¢nog, a pogotovo Sto se sadnja

moze obavljati duzi vremenski period u godini i mnogo je bolji prijem sadnica.

Najpopularnija i naju€inkovitija metoda razmnoZavanja borovnice je mikropropagacija, u
odnosu na druge metode jer osigurava zdravi i ujednaceni biljni materijal. (Meiners i sur.
2007, Masari 2009, Ruzic 1 sur. 2012).

Genetska varijabilnost nastala tijekom mikropropagacije Cesto se tumaci kao utjecaj nekog
stresa. Sli¢ne se promjene pojavljuju i nakon premjestanje biljaka u uvjete ex vitro. (Burg i

sur. 2007).

In vitro je takoder vrlo ucinkovita metoda razmnozavanja. Dva su glavna razloga
koristenja in vitro tehnologije u proizvodnji sadnog materijala, a najuc¢inkovitija je metoda
oslobadanja biljnog materijala od virusa i patogena. Certificirani sadni materijal dobiven
ovom metodom nazivamo virus-free ili bezvirusni materijal., a drugi razlog koristenja ove
tehnologije je vrlo brzo razmnozavanja biljaka neovisno o godisnjem dobu. Nakon
uspjesno postavljene asepti¢ne kulture od jednog pupa moze se u periodu od 6 mjeseci
stvoriti cca 10 000-30 000 identi¢nih biljaka u prostoru od 10 m. Odnos cijena sadnica

dobivenih tradicionalnim metodama uzgoja u usporedbi s in vitro sadnim materijalom je
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neznatan, dok sa druge strane u pogledu kvaliteta, prinosa, otpornosti na vremenske prilike
I bolesti je neusporediv. Poznato je iz iskustva da sadnice dobivene in vitro metodom

uzgoja imaju brzi razvoj i mnogo ranije postizu punu rodnost ili puni prinos.

2.6.1. Generativno razmnoZavanje

Generativno razmnozavanje je razmnozavanje sjemenom. T0 sjeme je nastalo oplodnjom
maticne biljke iste vrste. Ova metoda razmnozavanja ima nedostatak u tom $to Cesto nije

poznato kakva ¢e svojstva imati biljka izrasla iz samog sjemena. (Slika 12)

Ako se radi o Cistim sortama, a ne hibridnim nove biljke nece zadrzati sve osobine mati¢ne
biljke, dok kod hibridnih vrsta Covjek moze kontrolirati koje ¢e roditeljske osobine
prenijeti na potomke. U oba slucaja se prenose osnovne genetske informacije o vrsti, no
neke specifiéne osobine koje sama biljka posjeduje ponaosob mogu se kombinirati
krizanjem DNK dviju biljaka. Ova karakteristika moze biti korisna ako se Zele stvoriti neki
novi zanimljivi oblici. Takoder, moze biti i rizi¢na jer se ne zna hoce li se neke Zeljene

osobine prenijeti na potomke.

Prednost generativnog razmnoZavanja je ta $to se moze proizvesti velik broj biljaka koje su
ujedno 1 otpornije na bolesti, susu i niske temperature. Nedostatak ovakvog razmnozavanja
je u tome $to biljke kasnije cvjetaju nego one koje s razmnozavaju vegetativnim putem,

samim time im se povecava i cijena.

UspjeSnost ove vrste razmnoZavanja ovisi o kvaliteti sjemena 1 uvjetima u kojima se
razvija. S vremenom sjeme gubi klijavost, a razdoblje klijavosti, ovisno o vrsti iznosi od
nekoliko mjeseci do nekoliko godina. Klijavost sjemena ispituje se na nacin da se uzorak
od 100 zrna postavi na vlazan papir, a broj izniklih predstavlja postotak klijavosti.

Apsolutna teZina sjemena je veli¢ina koja se izraZava tezinom 100 ili 1000 sjemenki.
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Slika 12. Sjeme borovnice (Izvor: Internet°)

2.6.2. Vegetativno razmnoZavanje

Stvaranje korijena je klju¢ni korak uspjesnog vegetativnog razmnozavanja i razmjestanja
kulture. Ukorjenjivanje reznica odradeno je interakcijom unutarnjih i okoli$nih ¢imbenika.
Na uspjeh razmnozavanja utjeCu starost i zdravstveno stanje, sezonski karakter, tehnika i

uvjeti u okolisu.

Medu najbitnijim unutarnjim ¢imbenicima je biljni hormon (auksin), odnosno dominantan
regulator koji utjece na razvoja korijena (Overvoorde i sur. 2010). Neke sorte borovnice
mogu spontano regenerirati korijenje na reznicama, dok druge zahtijevaju egzogenu
primjenu auksina kao sredstva za promociju rizogeneze (Strik i sur., 1993.).
Najzastupljeniji auksini u indukciju rizogeneze borovnice ali i ostalih in vitro voénih
kultura su indol-3-octena kiselina (IAA) i indol-3-maslac¢na kiselina (IBA) 0 tome nas
izvjestavaju Debnath 2005, Litwinczuk i sur., 2005, Meiners i sur., 2007.

U pokusaju poboljSanja ukorjenjivanja borovnica obavljena su istrazivanja uporabom
konjugata amino kiseline IBA i usporedena s najéesc¢e koriStenim auksinima IBA i TAA.
Amino konjugati IBA-e opcenito su prihvaceni kao oblici auksina koji sudjeluju u
homeostazi tijekom razvoja biljke (Ludwig-Miiller 2011). Koliko je poznato, ovo je prvo
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izvjeS¢e o utjecaju konjugiranih auksina na ukorjenjivanje u rodu Vaccinium. U ovom
istrazivanju ispitan je ucinak ukorijenjenosti IAA, IBA i IBA-Ala na reznice stabljike 4

sorte borovnica visoke sorte i usporeden s onim dobivenim u mikropropagaciji.

Vegetativno razmnozavanje borovnice je najjednostavnija i najucinkovitija metoda da bi se
dobile nove biljke. Predstavlja razmnozavanje biljaka pomocu dijelova vegetativnih organa
(stabljike, lista i korijena). To je nespolni na¢in razmnozavanja u kojem nastaju jedinke
koje su geneticki identicne s roditeljskom biljkom. Biljka stvara neki oblik izdanka 1 ti
dijelovi se otkidaju od roditeljske jedinke te se samostalno razvijaju. U nastanku nove
biljke ne sudjeluju dva roditelja nego samo jedan pa mlada biljka koja nastaje bude jednaka
njoj, naziva se i klon. Moze se zakljuCiti da ovakvo potomstvo puno teze prezivi
nepovoljne uvjete koji se javljaju tijekom razvoja jer su svi geneticki istovjetni pa su i
jednako otporni na razli¢ite uvjete. Primjerice, ako ugine jedna biljka, uginuti ¢e i ostale na

tom podrucju.

Vegetativno razmnozavanje koristi se u proizvodnji sadnog materijala. U praksi se najvise
primjenjuje razmnoZzavanje zrelim i zelenim reznicama, 1 kulturom tkiva. U ograni¢enom

broju i sa manjim uspjehom borovnica se moze razmnozavati izdancima i poloZenicama.

Razmnozavanje zrelim reznicama - Ova metoda razmnozavanja je zastupljenija od metode

razmnozavanja zelenim reznicama. (Slika 13) Obavlja se u staklenicima gdje je pored
ujednacene temperature obavezno i zatamnjivanje. Jednogodisnji ljetorasti, zdravi, dobro
odrvenjeli i po mogucénosti bez cvjetnih pupoljaka uzimaju se u fazi dubokog mirovanja,
najbolje krajem sijec¢nja (Zec i sur., 2001). Ukoliko se reznice uzimaju ranije u prosincu ili
pocetkom sije¢nja, treba ih Cuvati u komorama na temperaturi 0 do 3°C u polietilenskim
vre¢icama kako ne bi dehidrirale. Ljetorasti debljine 6 do 12 mm skrac¢uju se na 12 do 15
cm duzine rezovima neposredno ispod donjeg i nekoliko milimetara iznad gornjeg
pupoljka. Tako pripremljene reznice tretiraju se 0,1% otopinom Benomila, a zatim se bazni
dio potapa u 0,2 % otopinu IBA u trajanju od 20 sekundi (Stankovi¢, 1982). Podloga treba
biti napravljena od mjeSavine perlita i kiselog taloga u odnosu 1:2, sa pH vrijednos¢u od
4,4. Debljina je 15 cm, a obavezno je bazno zagrijavanje na 18 do 20°C. Reznice se
postavljaju na udaljenosti 10 x 5 cm i sa jednim do dva pupoljka iznad supstrata. Relativna
vlaZznost zraka u stakleniku treba biti od 75 do 80%. Reznice ne smiju biti izloZene
direktnim sunevim zrakama posebno u prvim tjednima rizogeneze, pa se zbog toga
moraju zamraciti. Treba nastojati da variranja temperature zraka i podloge budu §to manja.

Primjerom ove metode Zec i sur. (2001) dobili su prosje¢no 78,4% rizogenih reznica kod

22



sedam sorti visokogrmolikih borovnica, a najvec¢i postotak imala je sorta Blueray — 86.7%.

Kasniji termini uzimanja reznica nisu preporucljivi jer je rizogeneza daleko manja.

U toku naredne jeseni ili prolje¢a ukorijenjene reznice se vade iz podloge i sade u polje,
gdje provode jednu ili dvije godine u cilju jacanja korijenovog sustava i €itave sadnice.
Takoder, ukorijenjene reznice mogu se presadivati i u kontejnere, tresetne ili druge posude
ili polietilenske vrecice, gdje provode jednu ili vise godina do sadnje na stalno mjesto.
Prednosti kontejnerskog uzgoja sadnica nad klasi€énim je moguénost sadnje skoro Citavu
godinu i puno bolji prijem pri sadnji. U oba slucaja podloga za uzgoj sadnica mora biti

perlit i kiseli talog sa kiselo$¢u oko 4,5 uz omoguceno stalno vlazenje.
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Slika 13. Razmnozavanje zrelim reznicama (Izvor: Internet™)

Ukorjenjivanje zelenim reznicama - Ova metoda se primjenjuje kod borovnice sa

promjenjivim uspjehom. Kod ove metode potrebno je ispuniti vrlo stroge uvjete u pogledu
temperature (18 do 20°C), stalnog vlazenja (80 do 90%) i odgovarajuceg supstrata kiselosti
45,

Reznice se uzimaju od jednogodi$njih mladica iz tekuce vegetacije. One su duzine 10 do
12 cm sa donjim rezom odmah ispod koljenca i gornjim iznad posljednjeg pupoljka. Na
vrhu reznice ostavljaju se dva lista reducirana na jednu tre¢inu povrSine. Poslije
pripremanja reznice se potapaju baznim dijelom u 0,2% otopine IBA, a potom stavljaju u
podlogu debljine 10 cm. U sanducima gdje se vrsi ukorjenjivanje treba postojati bazno
zagrijavanje sa stalnom temperaturom, a vlaZenje se vrsi automatski pomocu sustava za
orosavanje. Poslije 3 do 4 tjedna dolazi do pojave kalusa, a zatim i korjenci¢a. U jesen ili

rano proljece biljke sa malim njeznim korijenom se presaduju u polje gdje provode 2 ili
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viSe godine dok ne ojacaju. Takoder, mlade ukorijenjene biljke mogu se saditi u plasti¢ne

vrecice ili tresetne kontejnere gdje nastavljaju ukorjenjivanje.

Uspjeh ukorjenjivanja zelenim reznicama je vec¢i u dobro opremljenim ustanovama i
velikim rasadnicima Kkoji posjeduju suvremene staklenike sa automatskom opremom i

solidnim iskustvom.

2.7. RazmnoZavanje borovnice in vitro s pregledom dosadasnjih istraZivanja

Mikropropagacija je postala pouzdani i rutinski nacin brzog multipliciranja biljaka koji se
temelji na kulturi stanica biljaka, tkiva 1 organa na prilagodenom hranjivom mediju u
sterilnom okruzenju i kontroliranim uvjetima. Za in vitro proizvodnju biljaka vazna je

kvaliteta biljnog materijala i ekonomska isplativost (Anonymus 1, 2008).

Fokus mikrorazmnoZzavanja je na uzgoju sadnica biljnog materijala, ali pronalazi svoju
svthu 1 u raznim istraZivanjima, krioprezervaciji ugroZenih vrsta, poSumljavanju itd.

(Anonymus 2, 2014).

Mikropropagacija se odvija u vise faza. Nulta faza obuhvaca postupke prije pocetka same
kulture, zatim slijedi uvodenje u kulturu, umnozavanje i1 reprodukcija. Prije zavrsne faze

gdje se bilj¢ice prenose u zemlju obavlja se priprema kultura za prijenos (Jelaska, 1994).
Prednosti mikropropagacije nad klasicnim vegetativnim razmnoZavanjem:

o Razmnozavanje in vitro mnogo je brze od razmnozavanja in vivo

o Moguce je razmnozavati i one biljke koje u uvjetima in vitro nije moguce

o biljke Cesto rastu bolje i snaznije od biljaka kloniranih in vivo

o U kulturi tkiva razmnoZavaju se samo zdrave biljke, postavljanje kulture moze
poceti s odabranim i posebnim materijalom

o Prostor potreban za podizanje i razmnozavanje mati¢nih biljaka znatno se smanjuje
upotrebom kulture in vitro

o Zahvaljuju¢i optimalnim uvjetima omoguceno je precizno vremensko planiranje
proizvodnje presadnica, ¢ime se postize proizvodnja kroz ¢itavu godinu

o Razmnozavanje in vitro omogucava zakorijenjavanja reznica pa je cijepljenje
pupova na podlogu nepotrebno

o Nove sorte mogu se komercijalno brzo razmnoziti

o Omoguceno je brzo postavljanje roditeljskih klonova za stvaranje F1-hibrida
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o Kaultura in vitro posebno je korisna za osnivanje banke gena
Nedostaci mikropropagacije:

o Geneticka stabilnost u nekim sustavima razmnoZavanja in vitro je vrlo niska

o Nakon prijenosa u uvjete in vivo propagirane biljke mogu pokazati neke lose
znacajke

o Kod odredenih biljaka zakorijenjavanja i prijenos u uvjete in vivo moze biti
zahtjevno

o Mikropropagirani genotip biljaka moze biti osjetljiv na bolest ili uniSten od
patogenog organizma

o Regenerativna sposobnost moze se izgubiti nakon odredenog broja supkultura
kalusnog tkiva ili stanica

o U nekim slucajevima sterilna izolacija eksplantata je vrlo teska (Jelaska, 1994)

Nekoliko je metoda mikropropagacije: metoda pojedina¢nih nodijalnih segmenata, metoda
aksilarnog pupanja (grananja), adventivnim izdancima i somatskom embriogenezom.
Metodom aksilarnog pupanja vegetacijski se vrsak izolira i na podlozi s relativno visokom
koncentracijom citokinina inducira se rast aksilarnih pupova u pazuScima listova. Kada se
izdanci razviju, mogu se presaditi na svjezu podlogu i postupak se ponavlja dok se ne
postigne trazeni broj izdanaka koji se onda ukorjenjuju i prenose u zemlju (Jelaska, 1994).
Prednosti metode aksilarnog grananja nad drugim su: metoda je opCenito jednostavnija od
drugih, stopa umnoZavanja je visoka, genetska stabilnost uglavnom je o¢uvana te je rast

tako dobivenih biljaka vrlo dobar (Jelaska, 1994).

Uspjesnost kulture stanica, tkiva ili organa ovisit ¢e o izboru pogodnog sastava hranidbene
podloge. Bez obzira na razli¢itosti izmedu hranidbenih medija koje se danas
upotrebljavaju, sve one sadrze mineralne soli, ugljikohidrate kao izvor energije, vitamine i

regulatore rasta.

Kulturom tkiva, odnosno ,,in vitro“ borovnicu razmnozavaju veliki moderni rasadnici u
zapadnoj Europi 1 Americi. Metoda je ista kao 1 kod ostalih jagodastih voc¢aka sa nesto

izmijenjenom hranjivom podlogom i rezimom svijetlosti. (Slika 14)

Nedostatak sadnog materijala 1 njegova visoka cijena je jedan od razloga sporog Sirenja

visokogrmolike borovnice.

Kao geneticki heterozigotna vrsta, Vaccinium ne reproducira individue iz sjemena sli¢ne

roditeljskim osobinama. Brusnica, borovnica i planinska brusnica tradicionalno se
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propagiraju vegetativno, Sto im osigurava ocuvanje Zeljenih genetickih karakteristika i brzo
dostizanje rodnog potencijala. Postoji veliko zanimanje za uvodenje raznih vrsta
Vaccinium u kulturu tkiva. Ova se tehnologija komercijalno koristi za masovnu klonsku
reprodukciju odredenih kultivara/klonova. hibridnu proizvodnju sjemena, odrzavanje
germplazme bez patogena i odrzavanje in vitro biljaka testiranih na patogene (inicijalni

materijal — virus free).

Slika 14. In vitro razmnoZavanje borovnica (Izvor: Internet*?)

Borovnice su raznovrsna grupa visegodisnjih, uglavnom listopadnih, Sumskih grmova, koji
radaju plodove u grozdovima. Trenutno se komercijalno uzgaja pet velikih skupina
borovnica: (1) niskogrmolika borovnica (V. angustifolium Ait., V. myrtilloides Michx., V.
boreale Hall i Aald.); (2) visokogrmolika borovnica (V. corymbosum L.); (3) poluvisoka
borovnica — hibrid ili povratni krizanac visokogrmolike i niskogrmolike hibridizacije; (4)
juzna visokogrmolika borovnica, dobivena hibridizacijom V. corybosum borovnica s
jednom ili viSe vrsta (pretezito V. darrowi Camp i V. ashei Reade; Lyrene, 1990); i (5)
borovnica ‘zecje oko’. Za propagaciju borovnica tradicionalno su se koristile reznice od
mekog, polutvrdog i tvrdog drva, iako je razmnoZavanje mikropropagacijom zahtjevnija i

potencijalno ucinkovitija metoda u oplemenjivanju borovnice.

Proliferacija aksilarnih pupoljaka - lako su Barker i Collins (1963) uzgajali komade

rizoma niskogrmolike borovnice na Whiteovom mediju bez dodavanja regulatora rasta, in
vitro propagaciju vrste Vaccinium zapoceo je Lyrene (1978), kojeg su slijedili Cohen i
Elliot (1979). Zatim su se razvile tehnike kulture tkiva za proizvodnju aksilarnih izdanaka
visokogrmolike borovnice (Cohen, 1980; Zimmerman i Broome, 1980; Wolfe i sur., 1983;
Grout 1 Reed, 1986; Eccher i No¢, 1989; No¢ i Echer, 1994; Gonzalez 1 sur., 2000).
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Nekoliko je recenzija (Smagula i Lyrene, 1984; George i sur., 1987; Zimmerman, 1991;
Galletta i Ballington, 1996; Debnath, 2003a; Rowland i Hammerschlag, 2005) sazelo in
vitro kulturu borovnice. Vecina tih oblika mikropropagacije ukljucuje kulture meristema
gdje se koriste dijelovi stabljike koji sadrze ili apikalne ili lateralne pupoljke. Veliki
problem u propagaciji borovnice je formacija nezeljenih zadebljanja na bazi eksplantanata,
kao 1 izbijanje spontanih adventivnih izdanaka (Zimmerman i Broome, 1980; Litwificzuk i

Szczerba, 1998).

Eksplantati iz mladih biljaka donora prikladniji su za proliferaciju nego oni iz starijih
biljaka donora (Lyrene, 1980). Odrvenjele reznice borovnice uzete su u zimu te povrsinski
sterilizirane 1 pohranjene na nisku temperaturu. Pupanje i proliferacija reznice potice se
stavljanjem istih u vodu na 26° + 2°C (20° +2° c tijekom no¢i) s fotoperiodom 16 sati (60
umol m?s™ tijekom 15 dana) (Gonzalez i sur., 2000). Lateralni izdanci koji izbiju koriste
se kao izvor eksplantata. Zeljaste reznice s polja (Gonzalez i sur., 2000), izdanci biljaka
uzgajanih u stakleniku (Morrison i sur., 2000; Debnath, 2004), eksplantat s presadnica
(Lyrene, 1980) i komadi¢i rizoma (Barker i Collins, 1963) takoder su se koristili za in vitro

propagaciju borovnice.

Optimalni sastav medija i regulatora rasta varira ovisno o genotipu borovnice. Lloydov i
McCownov (1980) medij WPM pokazao se kao najbolji za mikropropagaciju kultivara
‘Bluecrop’ (Wolfe i sur., 1983). Zimmermanov i Broomeov uzvjestaj (1980) spominje 22.8
puM TAA uz 73.8 Mm 2iP kao optimum u proliferaciji aksilarnih izdanaka. Niskogrmolika
borovnica povecanjem koncentracije 2iP s 0 na 147.6 uM proizvodi sve viSe izdanaka
(Frett i Smagula, 1983), tri klona visokogrmolikih borovnica proizvela su manji broj
izdanaka na koncentraciji od 147.6 uM nego na niZim koncentracijama (Chandler i Draper,
1986). Neki istrazivaci rutinski koriste hladni tretman u tami na 4°C uz upotrebu 2iP za
iniciranje rasta novih eksplantata (Orlikowska, 1986). Medutim, 2iP pokazuje
fitotoksi¢nost pri visokim dozama, posebice u uspostavljanju kulture, kada puno
eksplantata posmede i s vremenom odumre. MjeSavine zeatina i 2iP nisu toliko
fitotoksicne kao sam 2iP te rezultiraju visSim stopama inicijacije kulture (Eccher i Noe,
1989, Tablica 2.). Zeatin je ucinkovitiji za inicijaciju izdanaka kod Vaccinium vrsta (Reed i
Abdelnour-Esquivel, 1991; Gonzalez i sur., 2000; Debnath, 2004) i za proliferaciju
izdanaka visoko (Chandler i Draper, 1986; Eccher i No¢, 1989) i niskogrmolikih (Debnath,
2004) borovnica, iako su Gonzalez i sur. (2000) primijetili da se do najboljeg umnozavanja
visokogrmolike borovnice dolazi s koncentracijom od 25 uM 2Ip (Tablica 2.). Niska
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koncentracija auksina djelotvorna je kada se dodaje indukcijskom mediju, na primjer 5.7
uM TAA (Morrison i sur., 2000). Medutim, Frett i Smagula (1983) su predlozili da se u
prijelaznom mediju prije ukorjenjivanja koristi samo 2iP. Koriste¢i modificirani medij
borovnice s niskom razinom zeatina (2-4 uM) i saharoze (20g 1), Debnath (2004) je
primijetio povisenu stopu (50 do 100 puta veéu) umnozavanja in vitro izdanaka
niskogrmolike borovnice tijekom 12-tjednog ciklusa. Svjetlo ima klju¢nu ulogu u
morfogenezi in vitro kultura borovnice. Izdanci izloZeni niZoj ozragenosti (15 pmol m? s™)
su rezultirali boljim zdravstvenim statusom niskogrmolike borovnice (Debnath, 2004). U
usporedbi s kontrolnim tretmanom (55 pmol m™ s™) snazno svjetlo je imalo negativan
uc¢inak na in vitro proliferaciju izdanaka visokogrmolike borovnice (No¢ i Eccher, 1994).

Umnozavanje izdanaka moze se poboljsati s subkultivacijom (Debnath, 2004).

Tablica 1. Proliferacija aksilarnih pupoljaka in vitro borovnice (Debnath, 2006.)

Ex vito (4.9 mM No¢ i Eccher
PMN 36.9 uM 2iP 36.9 uM 2iP .
IBA umakanje) (1994)
WPM soli + 18 uM ) Gonzales i
o ) 25 uM 2iP Ex vitro )
MS vitamini zeatin ostali (2000)
L Reed i
Modificiran 18.2 uM N o
24.6 uM 2iP Nije definirano Abdelnour-

WPM zeatin )
Esquivel (1991)

Regeneracija adventivnih izdanaka - Nickerson i Hall (1976) prvi su opisali oblikovanje

zadebljanja (kalusa) kod in vitro kultura niskogrmolike borovnice na MS mediju s
dodatkom 0.45 ili 2.26 uM 2,4 diklorofenoksiatske kiseline (2,4 -D). Nickerson (1978a) je
takoder koristio eksplantate uzgojene na Nitschovom (1965) mediju s dodatkom 0.45 uM
2,4 -D i 0.46 uM kinetina da bi postigao rast. Rast izdanaka iz zadebljanja nije bio
uspjesan; visestruke formacije izdanaka su dobivene koriste¢i eksplantate presadnica i
Andersonov (1975) medij s IAA i 2iP (Nickerson, 1978b; Tablica 3.). Zadebljanje je
inducirano na borovnici ‘ze¢je oko’ (Lyrene, 1978); zadovoljavajuéa regeneracija izdanaka
iz nodijalnih segmenata regenerirana je od strane Hruskoci i Read-a (1993). Neke studije
spominju uspjeh pri razvijanju mikropropagacije koriste¢i pupoljke koji nastanu na
listovima borovnice (Billings i sur., 1988; Dweikat i Lyrene, 1988; Callow i sur., 1889;
Rowland i Ogden, 1992; Cao i Hammerschlag, 2000; Cao i sur., 2002; Tablica 3.). Pozicija
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lista na mladici utjeCe na regeneraciju izdanka, tako mladi listovi u razvoju pokazuju veci
morfogenetski potencijal negoli stariji i potpuno razvijeni listovi. Cao i sur., (2002) otkrili
su jednostavan i pouzdan postupak za visokofrekventnu regeneraciju izdanaka iz
eksplantata lista ‘Bluecrop’ visokogrmolike borovnice, koji se oslanja na dva predtretmana
I regeneraciju s TDZ u mediju. Maksimum od 98% eksplantata je regenerirao izdanke s
prosjekom od 11 izdanaka po eksplantatu lista nakon 62 dan. Predtretman medij #1 (5 uM
TDZ i 2.6 uM NAA tijekom 4 dana); predtretman medij #2 (7 uM zeatinovog ribosida 1
2.6 uM NAA tijekom 3 dana); regenerativni medij (1 uM TDZ tijekom 6 tjedana); i u

konac¢nici medij bez regulatora rasta tijekom 10 dana.

Tablica 2. Regeneracija adventivnih izdanaka borovnice (Debnath, 2006.)

. 10.0-15.0 uM N o Billings i sur.
List WPM ) Nije definirano
2iP (1988)
. . Callow i sur.
List 1/2 MS 5.0-25.0 uM 2iP 25.0 uM 2iP
(1989)
_ Modificiran 24.6 yM 2iP +  Rovland i Ogden
List 20.0 uM ZR
WPM 9.1 uM zeatin (1992)
5 B o Hruskoci i Read
Stabljika Z-2 25.0 uM zeatin  Nije definirano
(1993)
Nema regulatora Cao i
_ Modificiran ~ 20.0 utM ZR, g )
List WPM rasta biljaka Hammerschlag
1.0 uMTDZ (PGR) (2000)
o Nema regulatora
. Modificiran . .
List 1.0 uM TDZx rasta biljaka Cao i sur. (2002)
WPM
(PGR)
Modificiran
) Dweikat i Lyrene
List Knop 24.6 uM 2iP 24.6 uM 2iP
(1988)
(1965)

Ukorjenjivanje i aklimatizacija - Proizvodnja in vitro biljaka zavrSava se disekcijom in

vitro izdanaka koji se zatim induciraju da proizvedu adventivno korijenje u in vitro ili ex
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vitro uvjetima na kiselom supstratu poput 1 treseta :1 perlita (v/v Gonzalez i sur., 2000) i 4
treseta : 2 vermikulita : 1 perlita (v/v/v; Morrison i sur., 2000) bez predtretmana auksinom.
Predtretman auksinom nije potreban za ex vitro ukorjenjivanje borovnica (Gonzalez i sur.,
2000), iako je Debnath (2004) primijetio da je do ukorjenjivanja (85-95%) kod
niskogrmolikih borovnica doslo kada su mikroizdanci bili uronjeni u 4.9 mM IBA prije
sadnje u 2 treset : 1 perlit (v/v) supstrat. Sto se ti¢e ex vitro ukorjenjivanja, mikroreznice
se obicno drze u komori s misterima u kojoj je vrlo visoka relativna vlaznost (95%), a
nakon toga ih se prebacuje u staklenik (85% relativne vlaznosti) na aklimatizaciju.
Ukorjenjivanje mikroreznica borovnice ex vitro moze smanjiti troSkove (Zimmerman,
1987), iako je sam proces obi¢no sporiji nego in vitro (Wolfe i sur., 1983). In vitro
ukorjenjivanje se moze inducirati u mediju za proliferaciju izdanaka koji sadrzi 1-2 uM

zeatina.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Cilj istraZivanja i opis laboratorija za kulturu tkiva

Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje moguénost aklimatizacije i
ukorjenjivanja, odnosno indukciji rizogeneze izdanaka (eksplantata) borovnice kultivara
visokogmolike borovnice Bluecrop uporabom odredenih hormona i tipa posuda sa

supstratom.

Cjelokupno istrazivanje provedeno je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva u sklopu
Katedre za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo na Fakultetu agrbiotehni¢kih znanosti
Osijek. Katedra se prvenstveno bavi edukacijom studenata, znanstvenim istrazivanjima,
proizvodnjom sadnog materijala i sekundarnih metabolita. Laboratorij je opremljen svom
opremom koja je potrebna za provodenje mikropropagacije (autoklav, mijesalica, pH
metar, sterilizator, laminar i dr.), matiénim biljnim materijalom (mati¢njak) i nadasve
prostorom za aklimatizaciju (Slika 15) te klima komora s kontroliranim uvjetima

potrebnim za razvoj biljaka u pojedinim fazama mikropropagacije (Slika 16).

Slika 15. Mati¢njak i aklimatizacija (Izvor: Malivuk, 2019)
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Slika 16. Klima komora i biljni materijal u multiplikaciji (Izvor: Malivuk 2019.)

3.2. Kultivar u istraZivanju
Bluecrop je stara sorta stvorena u SAD (Weymouth, New Yersey). Roditelji su GM-37

(Jersey x Pioneer) x CU-5 (Stanley x June). U proizvodnji je od 1952. godine i predstavlja
najraSireniju sortu u svijetu zbog izrazene adaptivnosti na razli¢ite pedoklimatske uvjete

(Petrovi¢ i sur., 2007). Smatra se standard sortom za borovnicu. (Slika 17)

¥ $15m lﬁi grm | 3K -25

$8V-w | 2% samooplodna (g krajem Vi

Slika 17. Karakteristike kultivara Bluecrop (Izvor: Internet)

Sazrijeva srednje rano. Grm je bujan, uspravan 1 vitalan, otporan na suSu, zimske mrazeve i
uro¢nike bolesti. Moze doseci visinu 1,6 — 1, m. Posjeduje visok potencijal radanja, ¢ak 4-

6 kg po grmu. (Slika 18)
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Slika 18. Bluecrop grm (Izvor: Internet*?)

Grozd je rastresit, bobice su krupne (2,3 g), loptasto-kolacaste, svijetloplave boje i izrazene
¢vrstoce (Milivojevi¢, 2008) (Slika 19). Meso je kiselo, aromati¢no, umjerene kvalitete.
Pokozica ne puca, bobice ne otpadaju. Dobro podnosi transport i ¢uvanje, takoder je

pogodna za zamrzavanje.

14)

Slika 19. Bluecrop plod (Izvor: Internet
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3.3. Tretmani u istraZivanju

Tretmani su ukljucivali primjenu razli¢itih biljnih hormona, odnosno regulatora rasta
auksina koji se koriste u ukorjenjivanju zeljastih reznica (Slika 20.). Tri su tretmana
koriStena i to: kontrola koja je predstavljala klasi¢ni kiseli supstrat bez primjene hormona,
zatim IBA koji je uklju¢ivao potapanje baze izdanka u otopinu koncentracije 1 mg/ml na
20 sekundi i odmah premjestanje u posudu sa supstratom i kao zadnji tretman umakanje
baze izdanka u praSkasti hormon za zeljaste reznice na bazi derivat amida iz NAA
komercijalnog naziva Germon (Tablica 4). Eksplantati su se prenosili u dva tipa posuda: sa
ve¢ pripremljenim rupama dimenzija 1.5 x 1.5 cm (tretman - sa rupama) i posude, odnosno
kontejnera bez rupa, dakle slobodna sadnja (tretman — bez rupa) (Slika 20.). Pretpostavka
je da bih mozebitno veéi prostor za inicijaciju korijena (posuda bez rupa) rezultirao i
boljim morfoloskim parametrima korijena. Svaki tretman sadrzavao je 50 biljaka, dakle 3 x

50 = 150 biljaka x 2 tipa posuda = 300 biljaka po cijelom pokusu.

Tablica 3. Tretmani u istrazivanju

Tretman Koncentracija Tip posude sa supstratom
Bez hormona, &isti supstrat Bez rupa / Sa rupama

1 mg/ml, 20 sekundi Bez rupa / Sa rupama

Umakanje baze reznice u praskastu tvar Bez rupa / Sa rupama

e -‘ 1,; ot fﬁ

— posuda s rupama. (Izvor: Malivuk, 2019)
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3.4. Priprema eksplantata, disekcija i prenoSenje izdanaka na supstrat (ex vitro)

Eksplantati izvorno potjecu sa in vitro biljaka kultivara Bluecrop koje su uvedene u kulturu tkiva
prethodnih godina i na kojima se vrSe ostala istrazivanja druge tematike u mikropropagaciji
borovnice. Izdanci koji su dostigli veli¢inu ve¢u od 3 cm pazljivo su disecirani od baze. Potom su
tretirani s pojedinim tretmanima i pincetom pazljivo uneseni u pojedine posude sa supstratom
(Slika 21.). Koristen je supstrat Terra Brill pH vrijednosti 4.5 (CaCl,) sastavljen od mjeSavine jace i

manje razgradenog mocvarnog treseta s dodatkom NPK gnojiva (Slika 22a.)

N

i
W
)

!

Slika 21. Disekcija eksplantata, primjena tretmana i prenoSenje u ex Vitro uvjete
(Izvor: Bosnjak, 2019.)
Posude i izdanci na supstratu su zatim poprskani s vodom i zatvoreni (improvizirani zasti¢eni
prostor) u cilju zadrzavanja povoljnog rezima vlage od 90% koji je potreban u pocetnoj rizi¢noj
fazi aklimatizacije (Slika 22b.). Posude s biljkama se stavljene u klima komoru na temperaturu od
24°C, fotoperiod 16/8 i intenzitet svjetlosti od 3500 lux-a. Nakon 35 dana pristupilo se evaluaciji,
odnosno mjerenju promatranih parametara uspjeSnosti aklimatizacije i ukorjenjivanja izdanaka

borovnice.

(#R) DeKiaracia robe: i -
irano prema propisima rjemacke o / ’

?;kn‘: oznaka: suugtvafza kultivaciju, naredbe dgnojivinia iz 2012. godine. b .

tipchoss 456(C01) 4

Sadrizj soli: 1201 (6]

Zgpreina u vrijeme punjenja: 451 (prema ENVES 12580) i

Proizvodag: Gebr. Brill Substrate GmbH & Co. KG - Torh 11 49808 SN amacs

Sastav. miesayvina iz e razgradenog visoko vrijednog mogvamog treseta (H6 ~H), sa udjeima manje
fazradenog isoko vrilednog motvarmog treseta (H3 - HB) i dodatkom jednog NPK gnojiva i sa svima za rast
u,fak.a potrebitim hrenjivim sastojcima.

Primjenz: qotov supstrat za sadnju i divanje biljaka tresetiSnin gredica, kao kala, erka,

feemle 2 acofie) A3 4

Rasuolozivi hranjiv sastojoi: ~ dugik (NH, +NOJ: 130 mgh (CaCl)

fosfor (P,0.): 150 mg/l (CAL)
Kalij (K,0): 170 mg/l (CAL).
Sherskaiar: 909% suhe tvar o E e
itejesu suhom i A X \._w b
mur"d‘m?m%*m mhmﬁ;wﬂ:ﬂa‘m
T84 ey mgkg suh?'&';'n%d‘fmmm 05t ) 0,15;Pb (ol(wk).’ssﬁz Mo olbden) 85; AS arsef)
25 Co kobal) 1.5 Ni (k) 11,0; Gu (oakar) 25,0; Cr o) 65; 2n (ink) 80 PAHOS

Slika 22. a. - deklaracija koriStenog supstrat; b. - aklimatizacija izdanaka u klima komori
(Izvor: Malivuk, 2019.)
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3.5. Mjerenja u istraZivanju

U ovom istrazivanju promatrali smo utjecaj pojedinih tretmana i tipova posude sa
supstratom na sljedece stopu rizogeneze kroz evaluacijsku skalu (tablica 5.) i morfoloske

parametre uspjesnosti aklimatizacije i ukorjenjivanja borovnice:

v Veli¢ina izdanka
v Duzina korjenci¢a
v’ Broj korjencica

v Razvijenost korijena prema evaluacijskoj skali

Evaluacijska skala je kreirana na sljede¢im promatranim parametrima (tablica 5.):

Tablica 5. Evaluacijska skala razvijenosti korijenovog sustava borovnice ex vitro.

Karakteristika razvijenost korijenovog sustava Skala
v' Izdanak bez vidljivih korjen¢ic¢a 1
v Nekoliko (1 — 3) kratkih korjenci¢a 2
v 4 - 5 korjencica, neki se bo¢no granaju, bez formiranja korijenove bale (2 — 4 3
cm duZzine)
v" Srednja veli¢ina korijenovog sustava, sadrzi 6 — 10 korjen¢i¢a koji se bo¢no 4
granaju i formiraju korijenovu balu (4 — 5 cm duZine)
v Daobro razvijen i razgranati korijenov sustav koji formira korijenovu balu 5

(preko 10 korjencica)

Promatranje i mjerenje navedenih morfoloskih parametara korijena provedeno je pomoéu
ViTiny UM12 Long Working Distance 5MP USB Digitalnog mirkoskopa (Slika 23.).
Mikroskop posjeduje i licencirani UM12 Application software pomocu kojeg se direktno
mjeri: duljina ili duzina/veli¢ina promatranog objekta, kruznice polumjera, promjer,

povrsina, kut, usporedba fotografija, itd.

36



.-v‘/

Slika 23. Mjerenja morfoloskih parametara USB mikroskopom (lIzvor: Bosnjak, 2019.)

3.6. Obrada podataka

Rezultati dobivenih podataka provedenih u ovom istrazivanju analizirani su statistickim
metodama obrade podataka pomocu Microsoft Office Excel 2013, SAS Software 9.3.,
programske podrske (2002.-2010., SAS Institute Inc., Cary, USA). Od statistickih metoda
koriStena je analiza varijance (ANOVA), kao 1 statisticki testovi znaajnosti za
primijenjene tretmane, odnosno F-test i Fisher's LSD (engl. Least Significant Difference) u

vrijednosti razine od p<0.05.
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4. REZULTATI
4.1. Rezultati uspjeSnosti rizogeneze na tretmanu — Kontrola

Tretman — Kontrola rezultirao je uspjeSnom aklimatizacijom i s vidno ukorijenim

izdancima koji su nastavili rast i izduzili se tijekom 35 dana na oba tipa posude sa
supstratom (Slika 24.).

Ec A LAIE. Ko H<anrm

/ v
Slika 24. Tretman — Kontrola nakon 35 dana (Izvor: Bosnjak, 2019.)

Kao sto je vidljivo iz grafikona 4., uspjesSnost rizogeneze je 50%, odnosno polovica
izdanaka bilo je bez vidljivih korjencica (skala - 0) na oba tipa posude. Najvise izdanaka,
odnosno njih 45 do 49% rezultiralo je sa nekoliko (1 do 3) kratkih korjencica (skala = 2, sa
rupama 45%, bez rupa 48.75%). Svega je nekoliko izdanaka (sa rupama 3.75%, bez rupa
1.25%) rezultiralo s 4 do 5 korjencica, gdje se neki granaju, ali bez formiranja korijenove
bale (2 — 4 cm duzine).

Kontrola - evaluacijska skala

3 -
2
1 [ |
oy
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
0 1 2 3
W sa rupama 50% 1,25% 45% 3,75%
B bez rupa 50% 48,75% 1,25%

Grafikon 4. Rezultati uspjesnosti rizogeneze po evaluacijskoj skali za tretman - Kontrola
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Eksplantati koji su bili u posudi sa supstratom sa rupama rezultirali su neSto ve¢om

visinom izdanka dok je duzina i broj korjenci¢a jednak u oba tipa posude (Grafikon 5.).

Tretman - Kontrola
5,0

43
29 43

4,0

3,2
3,0
2,0
10 08 08
00 I

Veli¢ina Duzina korijena Broj korjencica

mbez rupa Msarupama

Grafikon 5. Rezultati promatranih morfoloskih parametara za tretman - Kontrola

4.2. Rezultati uspjesnosti rizogeneze na tretmanu — IBA

Tretman — IBA takoder je rezultirao uspjeSnom aklimatizacijom i s vidno ukorijenim
izdancima koji su nastavili rast 1 izduzili se tijekom 35 dana na oba tipa posude sa

supstratom (Slika 25.).

R A S e R St

A —

Slika 25. Tretman — IBA nakon 35 dana (lzvor: Bosnjak, 2019.)

Prema grafikonu 6. uspjeSnost rizogeneze na tretmanu — IBA nesto je bolja u odnosu na
prethodi tretman — kontrola. Posude sa rupama rezultirale su ve¢im brojem ukorijenjenih

izdanaka, odnosno 71.25% dok je tretman bez rupa rezultirao sa 56.25% ukorijenjenih
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izdanaka. Prema evaluacijskoj skali najvise ukorijenjenih izdanaka njih 54 — 55% iniciralo
je nekoliko (1 do 3) kratkih korjenci¢a (skala = 2, sa rupama 53.75%, bez rupa 55%).
Izdanci koji su bili u posudama sa rupama njih 13.75% razvilo je 4 — 5 korjenci¢a, neki su
se bo¢no granali ali bez formirane korijenove bale (2 — 4 cm duzine / skala 3). Svega
1.25% izdanaka razvilo na oba tipa posude srednju veli¢inu korijenovog sustava koja
sadrzi 6 — 10 korjenci¢a i koji se bo¢no granaju te formiraju korijenovu balu (4 — 5 cm
duzine / skala — 4). Tretman s rupama jedini je ispoljio 2.5% ukorijenjenih izdanaka koji su
prema evaluacijskoj skali 5 inicirali dobro razvijen i razgranati korijenov sustav koji

formira korijenovu balu (preko 10 korjencica).

IBA - evaluacijska skala

N
}\I-I

0,000  10,00%  20,00%  30,00%  40,00%  50,00%  60,00%

0 2 3 4 5
msarupama 28,75% 53,75% 13,75% 1,25% 2,50%
mbezrupa  43,75% 55% 1,25%

Grafikon 6. Rezultati uspjesnosti rizogeneze po evaluacijskoj skali za tretman - IBA

Sto se ti¢e morfoloskih parametara (grafikon 7.), izdanci koju su se nalazili u posudama s
rupama inicirali su ve¢u duzinu (9.9) i broj korjenci¢a (1.9) u odnosu na izdanke u
posudama bez rupa (5.5 1 0.9). Jedino je duzina izdanaka u posudama bez rupa (3.4) bila

veca u odnosu na izdanke koji su bili u posudama s rupama (1.9).
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12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

Tretman - IBA

9,9

55
3,4
19 0.9 1,9
— e

Veli¢ina

Duzina korijena Broj korjencica

mbez rupa ®sarupama

Grafikon 7. Rezultati promatranih morfoloskih parametara za tretman - IBA

4.3. Rezultati uspjeSnosti rizogeneze na tretmanu — Prah

Tretman — prah rezultirao je vrlo loSom rizogenezom, kao §to je vidljivo na slici 26. vrlo

malo izdanaka se izduzilo ali su i dalje ostali vitalni, odnosno zeleni.

fc-9e™"
Slika 26. Tretman — Prah nakon 35 dana (lzvor: Bosnjak, 2019.)

Prema evaluacijskoj skali (grafikon 8.) zabiljeZena je najlosija rizogeneza (80 do 91% ne

ukorijenjenih izdanaka). Tek je nekolicina izdanaka inducirala nekoliko (1 — 3) kratkih

korjencica (bez rupa 8.75% i sa rupama 20%).
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Prah - evaluacijska skala

0,00%  20,00%  40,00% 60,00%  80,00% 100,00%

0 2
W sa rupama 80% 20%
m bez rupa 91,25% 8,75%

Grafikon 8. Rezultati uspjesnosti rizogeneze po evaluacijskoj skali za tretman — Prah

Rezultati morfoloskih parametara za tretman — prah ukazuju vecu veli€inu izdanka (2.2),
duzinu korijena (1.0) i broj korjencic¢a (0.3) na izdancima koji su se nalazili u posudama sa

rupama (grafikon 9.).

Tretman - Prah

2,5
2,2
2,0
1,6
1,5
1,0
1,0
0,5 0,3 0,3
0,1

. — 2L .

Veli¢ina Duzina korijena Broj korjencica

mbez rupa ®sarupama

Grafikon 9. Rezultati promatranih morfoloskih parametara za tretman - Prah
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UspjesSnost rizogeneze borovnice

80% 71%
70%

60% 5006 50%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
IBA

Kontrola

56%

20%
9%

Prah

mbez rupa Msarupama

Grafikon 10. Uspjesnost rizogeneze borovnice po svim tretmanima

Prema grafikonu 10. najuspjesnija rizogeneza u rasponu od 56 do 71% inducirao je tretman
s hormonom IBA (T2 — IBA). Zatim tretman kontrola gdje nije primijenjen nikakav auksin
(hormon) u indukciji korijenja (50%), a daleko najlo$iji tretman od svega 9 do 20 %

ukorijenjenih izdanka rezultirao je tretman s aplikacijom praha.
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5. RASPRAVA

Na razini cijelog pokusa (Tablica 6.) najvece, odnosno najduze izdanke rezultirao je
tretman kontrola (1.62) koji je bio znacajno veci u odnosu na oba ostala tretmana. Tretman
IBA rezultirao je znacajno vec¢im izdancima (0.87) u odnosu na tretman s prahom (0.75).
Ostali morfoloski parametri duzina korjencic¢a (7.06), broj korjenci¢a (1.23) i1 uspjeSnost
rizogeneze po evaluacijskoj shemi (1.14) kod tretmana IBA znacajno su bolji u odnosu na
sve ostale tretmane. Pozitivan u¢inak u rizogenezi koji se veze za IBA moze biti u njegovoj
vecoj stabilnosti u odnosu na IAA i sporom transportu od mjesta aplikacije koja je u bazi
izdanka i njezinoj pretvorbi u IAA u izdanku (Ludwig-Miiller 2000., Stefanci¢ i sur.,
2007). Debnath (2007.) navodi u¢inke IBA na ukrijenjavanje brusnice gdje iznosi da IBA
nije neophodna u indukciji korijenja ali je povecala duzinu izdanaka i broj listova po
izdanku. U naSem istraZivanju IBA je ipak inicirala razvitak znacajno boljeg korijenovog
sustava u odnosu na sve ostale tretmane ali veli¢ina izdanka nije bila znacajna u odnosu na

kontrolni tretman bez upotrebe hormona (kontrola).

Tablica 6. Statisticke razlike na razini pokusa izmedu: tretmana (kontrola, IBA, prah),
tipova posuda (bez rupa, sa rupama) te interakcija tretman x posude za promatrane
parametre uspjeSnosti ukorjenjivanja borovnice Bluecrop (veli¢ina izdanka, duZina

korijena, broj korjencica i evaluacijska shema).

Tretman Velic¢ina izdanka DuZina korijena Br. korjencica Shema
Kontrola 1.62% 3.65° 0.64° 0.72°
IBA 0.87° 7.06" 1.23% 1.14%
Prah 0.75¢ 3.40° 0.58¢ 0.41°¢

F-test 53.17 64.73 45.99 56.81
p <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Posude
Bez rupa 2.75 3.33° 0.60° 0.78°
Sa rupama 2.66 5.06" 0.99" 1.04%
F-test 0.39 11.57 14.17 8.56
p 0.5327 0.0007 0.0002 0.0036
Interakcija tretman x tip posude
F-test 32.98 7.26 8.45 3.26
p <.0001 0.0008 0.0002 0.0391

*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisticki znacajne: AB razina p <0.05
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Tretman T3 koji je ukljucivao upotrebu hormon za zeljaste reznice na bazi praha (derivat
amida iz NAA) rezultirao je znaCajno lo$ijim rezultatima po pitanju svih promatranih
parametara u odnosu na ostale tretmane (IBA i kontrola). Pretpostavka je kako zastupljena
koncentracija hormona u sredstvu (Germon) nije povoljna ili derivati amida iz NAA nisu

ucinkoviti za indukciju korijenja kod borovnice u ex vitro uvjetima.

Sto se ti¢e razlika izmedu koristenih posuda sa supstratom (Tablica 6.), tretman koji je
ukljucivao primjenu posuda sa rupama rezultirao je znacajno boljom duzinom korjencica
(5.06), brojem korjenci¢a (0.99) i uspjeSnosti rizogeneze prema evaluacijskoj shemi (1.04)
u odnosu na tretman koji je uklju¢ivao posudu bez rupa. Nije zabiljeZzena znacajna razlika

izmedu primijenjenih posuda na parametra visina izdanka.

Interakcija tretman hormonom x Koristeni tip posude znaajna je za sve promatrane

parametre.

5.1. Razlike izmedu tretmana citokininima unutar koriStenog tipa posude

Kod posuda koje su bile bez rupa (Tablica 7.) tretman koji je uklju¢ivao upotrebu
citokinina na bazi praha rezultirao je znacajno losijim rezultatima u odnosu na ostale
tretmane za sve promatrane parametre. Tretman IBA rezultirao je boljim rezultatima
promatranih parametara u odnosu na tretman kontrola ali ta razlika po LSD testu (F-test)

nije bila znacajna.

Tablica 7. Razlike izmedu tretmana (kontrola, IBA, prah) na promatrane parametre

(veli¢ina izdanka, duZina korijena, broj korjencica i shema) za posude bez rupa.

Bez rupa Veli¢ina izdanka DuZina Korijena Br. korjencica Shema
Kontrola 3.16" 4.26" 0.80" 1.01%
IBA 3.45" 5.47% 0.90" 1.15"
Prah 1.65° 0.27° 0.09° 0.18"°

F-test 46.27 30.03 21.59 27.11
D <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

.. . . e vy - . - AB .
*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisticki znacajne: " razina p < 0.05
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Posude koje su ukljucivale pojedinacne rupe ili sadna mjesta (sa rupama) inicirale su
znacajno vece izdanke na tretmanu kontrola koji nije ukljucivao aplikaciju hormona u
odnosu na oba ostala tretmana hormonom. Kontrastno duzina korjencica, broj korjencica 1

uspjesnost rizogeneze prema evaluacijskoj shemi (Tablica 8.).

Tablica 8. Razlike izmedu tretmana (kontrola, IBA, prah) na promatrane parametre

(veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjencica i shema) za posude sa rupama.

Sa rupama Velic¢ina izdanka DuZina korijena Br. korjencica Shema
Kontrola 2.04% 5.60° 1.07° 0.68°
IBA 0.77° 8.92" 1.65" 1.30"
Prah 0.68"° 3.31° 0.57¢ 0.46°

F-test 40.73 38.76 29.33 32.33
D <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

.. .. . e iewy e v . AB :
*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisti¢ki znacajne: - razina p < 0.05

5.2. Razlike izmedu KkoriStenih posuda sa supstratom po tretmanima

Tretman IBA rezultirao je znacajno boljim parametrima duzine korjenc¢i¢a (9.90), brojem

korjencica (1.90) 1 uspjesnosti rizogeneze po evaluacijskoj shemi (1.70) kod posuda koje

su ukljucivale individualno rupe (Tablica 9., Slika 27.). Jedino su izdanci koji su se nalazili

u posudama koje nisu imale rupe rezultirale znacajno ve¢om visinom izdanaka (3.45).

Tablica 9. Razlike izmedu posuda (bez rupa i sa rupama) unutar tretmana IBA na

promatrane parametre (veliina izdanka, duZina korijena, broj korjencic¢a i shema).

IBA Veli¢ina izdanka DuZina korijena Br. korjencica Shema

Bez rupa 3.45" 5.47° 0.90° 1.15°
Sa rupama 1.89° 9.90" 1.90" 1.70%
F-test 53.49 12.87 14.96 9.80

p <.0001 0.0004 0.0002 0.0021

.. .. . ST - - AB .
*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisticki znac¢ajne: “ razina p < 0.05
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Slika 27. Tretman IBA s rupama (lzvor: Bosnjak, 2019.)

Posude koje su ukljucivale rupe na tretmanu kontrola (Tablica 10., Slika 28.) rezultirale su
znacajno ve¢im izdancima (3.94) u odnosu na posudu bez rupa. Nije zabiljeZena znafajna
razlika izmedu posuda za ostale parametre (duzina i broj korjencica, evaluacijska shema

uspjesnosti rizogeneze).

Tablica 10. Razlike izmedu posuda (bez rupa i sa rupama) unutar tretmana kontrola na

promatrane parametre (veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjenci¢a i shema).

Kontrola Veli¢ina izdanka DuZina korijena Br. korjencica Shema
Bez rupa 3.15° 4.26 0.80 1.01
Sa rupama 3.94" 4.29 0.82 1.01

F-test 6.59 0.00 0.02 0.00
p 0.0112 0.9647 0.8898 0.9992

.. .. . ST - - AB .
*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisticki znac¢ajne: “ razina p < 0.05
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Slika 28. Tretman Kontrola s rupama (lzvor: Bosnjak, 2019.)

Kod tretmana koji je ukljudivao primjenu praskastog hormona (Prah) svi promatrani

parametri znacajno su bolji na posudama sa rupama (Tablica 11.).

Tablica 11. Razlike izmedu posuda (bez rupa i sa rupama) unutar tretmana prah na

promatrane parametre (veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjenci¢a i shema).

Prah Veli¢ina izdanka DuZina korijena Br. korjencica Shema

Bez rupa 1.65° 0.27° 0.09° 0.17°
Sa rupama 2.18" 0.98" 0.25" 0.40"
F-test 22.00 4.99 5.00 4.17

p <.0001 0.0269 0.0268 0.0428

.. .. . ST - - AB .
*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisticki znac¢ajne: “ razina p < 0.05
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Slika 29. Tretman Prah s rupama (Izvor: Bosnjak, 2019.)
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6. ZAKLJUCAK

Sve je veci interes proizvodaca u RH za intenzivnim uzgojem borovnice (Vaccinium
corymbosum L.) §to zbog svojih visoko kvalitetnih nutritivnih osobina ploda koje utjecu na
zdravlje tako i interesa za politike potpora EU i RH te visoke otkupne cijene bobica u
odnosu na neko drugo intenzivno voée. Uslijed navedenog u naSoj zemlji zabiljezena je
povecana potreba za kvalitetnim sadnim materijalom borovnice. Borovnica se
komercijalno razmnoZava odrvenjelim i poluodrvenjelim reznicama te kulturom tkiva in
vitro. Vegetativno razmnozavanje borovnice putem Kulture tkiva in vitro, odnosno
mikropropagacijom predstavlja vrlo efikasan i ucinkoviti model masovne proizvodnje
zdravih i uniformnih biljaka u vrlo kratkom vremenskom ciklusu koji ne ovisi 0
vremenskim uvjetima. Mnogi istraziva¢i navode da biljke borovnice proizasSle in vitro
tehnikom rezultiraju bujnijim porastom, odnosno vigorom tijekom eksploatacije u nasadu.
Na uspjeh mikropropagacije utjecu starost i zdravstveno stanje biljke, sezonski karakter,
tehnika razmnozavanja i uvjeti okoliSa. Medu unutarnjim ¢imbenicima, biljni hormon
auksin je dominantan regulator u razvoju korijena. Neki kultivari borovnice mogu
spontano inicirati korijenje na izdancima, dok drugi kultivari zahtijevaju egzogeno

nano$enje auksina kao promotora rizogeneze.

Modifikacija protokola u propagaciji borovnice s ciljem skraivanja faze
ukorjenjivanja/rizogeneze i faze aklimatizacije spajanjem u jednu zajednicku fazu, znatno
smanjuje ciklus proizvodnje ¢ak za tri do pet tjedana. Za razliku od nekih drugih voénih
kultura koje zahtijevaju potpuno odvojene faze ukorjenjivanja ili rizogeneze na
poluc¢vrstom mediju kod borovnice ove faze se mogu spojiti u jednu zajedni¢ku ex vitro

fazu gdje se rizogeneza odvija direktno u supstratu za, odnosno tijekom aklimatizacije.

Opcenito ex Vitro ukorjenjivanje vrlo je korisna i efikasna procedura koja moze znatno
smanjiti troSkove u mikropropagaciji ali 1 smanjiti potrebno vrijeme za adaptaciju korijena
na supstrat. Poznato je da promjene u odnosu izmedu koncentracije auksina i citokinina
mogu dovesti do promjena u razvoju i funkcionalnosti biljke. Auksini se obi¢no

primjenjuju tijekom rizogeneze jer potjecu indukciju novih korjencica.

U ispitivanju mogucnosti ukorjenjivanja i aklimatizacije borovnice u ovom istrazivanju
ispitivali smo utjecaj razliCitth hormona auksina i posuda sa supstratom na uspjeSnost

rizogeneze 1 aklimatizaciju borovnice te dosli do sljedecih zakljucaka:
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Indukcija adventivnih korjenci¢a klju¢ni je korak uspjeSnosti vegetativne
propagacije.

Ukorjenjivanje reznica odredeno je sloZenom interakcijom unutarnjih i okoliSnih
¢imbenika.

Nasi rezultati sugeriraju obecavajucu upotrebu auksina u ukorjenjivanju borovnice
I srodnih vrsta kultivara Bluecrop i njegovu prakti¢énu primjenu u rasadnicarskoj
proizvodniji.

Uspjesnost rizogeneze na kontrolnom tretman 50%, izdanci u posudama sa rupama
nesto veci.

Uspjesnost rizogeneze na IBA tretmanu bolja u odnosu na tretman kontrola, posude
sa rupama rezultirale ve¢im brojem ukorijenjenih izdanaka (71.25%), izdanci koju
su se nalazili u posudama s rupama inicirali su veéu duzinu i broj korjencica.
NajloSija rizogeneza na tretmanu Prah 9 — 20% ukorijenjenih izdanaka, veca
veli¢inu izdanka, duzinu korijena i broj korjencic¢a na izdancima koji su se nalazili
U posudama sa rupama.

Najvece, odnosno najduze izdanke rezultirao je tretman kontrola koji je bio
znacajno vecéi u odnosu na oba ostala tretmana.

Tretman IBA rezultirao je znacajno vec¢im izdancima u odnosu na tretman s
prahom. Ostali morfoloski parametri duzina korjencica, broj korjenciéa i uspjesnost
rizogeneze po evaluacijskoj shemi kod tretmana IBA znacajno su bolji u odnosu na
sve ostale tretmane.

Tretman koji je ukljuc¢ivao upotrebu hormon za zeljaste reznice na bazi praha
(derivat amida iz NAA) rezultirao je znacajno losijim rezultatima po pitanju svih
promatranih parametara, pretpostavka je kako zastupljena koncentracija hormona u
sredstvu (Germon) nije povoljna ili derivati amida iz NAA nisu ucinkoviti u
indukciju rizogeneze kod borovnice u ex vitro uvjetima.

Tretman koji je uklju¢ivao primjenu posuda sa rupama rezultirao je znacajno
boljom duzinom korjenci¢a, brojem korjencic¢a i uspjeSnijom rizogenezom prema
evaluacijskoj shemi u odnosu na tretman koji je uklju¢ivao posudu bez rupa.

Nije zabiljeZena znacajna razlika izmedu primijenjenih posuda na parametra visina
izdanka.

Daljnja istrazivanja usmjeriti na ispitivanja u¢inka drugih koncentracija IBA i

evaluacije istih na drugim kultivarima visokogrmolike borovnice.
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8. SAZETAK

Vegetativno razmnozavanje borovnice putem kulture tkiva in vitro, odnosno
mikropropagacijom predstavlja vrlo efikasan i ucinkoviti model masovne proizvodnje
zdravih 1 uniformnih biljaka u vrlo kratkom vremenskom ciklusu koji ne ovisi o
vremenskim uvjetima. Medu unutarnjim ¢imbenicima uspjesnosti mikropropagacije biljni
hormon auksin je dominantan regulator u razvoju korijena. Modifikacija protokola u
propagaciji borovnice s ciljem skra¢ivanja faze ukorjenjivanja/rizogeneze 1 faze
aklimatizacije spajanjem u jednu zajednicku fazu, znatno smanjuje ciklus proizvodnje ¢ak
za tri do pet tjedana. Indukcija adventivnih korjenci¢a kljucni je korak uspjesnosti
vegetativne propagacije. Nasi rezultati sugeriraju vrlo veliku u€inkovitost upotrebe auksina
IBA u ukorjenjivanju borovnice. Duzina korjen¢i¢a, broj korjen¢i¢a i uspjesSnost
rizogeneze po evaluacijskoj shemi kod tretmana IBA znacajno je bolja u odnosu na sve
ostale tretmane (kontrola i prah). Tretman koji je uklju¢ivao primjenu posuda sa rupama
rezultirao je znacajno boljom duzinom Kkorjenci¢a, brojem korjenci¢a i uspjeSnijom
rizogenezom prema evaluacijskoj shemi u odnosu na tretman koji je uklju¢ivao posudu bez
rupa. Daljnja istrazivanja usmjeriti na ispitivanja ucinka drugih koncentracija i evaluacije

IBA na rizogenezu drugih kultivara visokogrmolike borovnice in vitro.

Klju¢ne rijeci: borovnica, mikropropagacija, ukorjenjivanje, aklimatizacija, IBA
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9. SUMMARY

Vegetative propagation of blueberries by tissue culture in vitro or micropropagation is a
very efficient and effective model of mass production of healthy and uniform plants in a
very short time cycle that is independent of weather conditions. Among the internal factors
of micropropagation success, the plant hormone auxin is the dominant regulator in root
development. Modification of the blueberry propagation protocol to shorten rooting /
rhizogenesis and acclimatization phases by merging them into one common phase
significantly reduces the production cycle of three to five weeks. Induction of adventitious
roots is a key step in the success of vegetative propagation. Our results suggest the very
high efficiency of IBA auxin use in rooting blueberries. Root length, number of rhizomes
and the success of rhizogenesis according to the evaluation scheme of IBA treatments are
significantly better than all other treatments (control and powder). Treatment involving the
use of pots with holes resulted in significantly better root length, number of rootlets and
more successful rhizogenesis according to the evaluation scheme compared to the
treatment that included a pot without holes. Further research focus examining on the effect
of others concentration and evaluation IBAs on rhisogenesis other highbush blueberry

cultivars in vitro.

Key words: blueberry, micropropagation, rooting, acclimatization, IBA

60



10. POPIS TABLICA

Tablica 1. Kemijski sastav ploda DOrOVNICE.........ccccvviieieeie e 4
Tablica 2. Proliferacija aksilarnih pupoljaka in vitro borovnice............ccccoovviiiiiiciienenn, 28
Tablica 3. Regeneracija adventivnih izdanaka borovnicCe.............ccocviveiveieie e, 29
Tablica 4. Tretmani U 1StraZIVAN]U.........ceeveeerieeeiieeeieeeeieeeeieeesieessieeesiee s ssbeesssneeessseesssnees 34
Tablica 5. Evaluacijska skala razvijenosti korijenovog sustava borovnice ex vitro............ 36

Tablica 6. Statisticke razlike na razini pokusa izmedu: tretmana (kontrola, IBA, prah),
tipova posuda (bez rupa, sa rupama) te interakcija tretman x posude za promatrane
parametre uspjeSnosti ukorjenjivanja borovnice Bluecrop (veli¢ina izdanka, duzina

korijena, broj korjencica i evaluacijska shema)...........ccccoeevieeiiiiiiiiiiiiiicie e 44

Tablica 7. Razlike izmedu tretmana (kontrola, IBA, prah) na promatrane parametre

(veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjencica i shema) za posude bez rupa............... 45

Tablica 8. Razlike izmedu tretmana (kontrola, IBA, prah) na promatrane parametre

(veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjencica i shema) za posude sa rupama............. 46

Tablica 9. Razlike izmedu posuda (bez rupa i sa rupama) unutar tretmana IBA na

promatrane parametre (veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjencica i shema)........... 46

Tablica 10. Razlike izmedu posuda (bez rupa i sa rupama) unutar tretmana kontrola na

promatrane parametre (veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjencica i shema)........... 47

Tablica 11. Razlike izmedu posuda (bez rupa i sa rupama) unutar tretmana prah na

promatrane parametre (veli¢ina izdanka, duzina korijena, broj korjenci¢a i shema)........... 48

61



11. POPIS SLIKA

SHIKA L. BOTOVNICA. ...cviviiieiesie sttt et 3
Slika 2. Kanadska gorka niskogrmolika borovnica............ccoceoeieiiiiiiiiicicicc e 6
Slika 3. Niskogrmolika DOrOVNICA. .........ccciiiiiiiii e 7
Slika 4. Sjeverna visokogrmolika DOrOVNICA. ...........coiiiiiiiiiee e 8
Slika 5. BOrovnica ,,Ze€CJ€ OKO™......cc.viiiiiieeeiie ettt 9
Slika 6. ObICNA DOTOVIICA. ......viieiiiieeiiieeciee et e et e et e et eeeteeeeaeeeees e e e srbe e e e e srb e e e nnbeesnreas 10
Slika 7. KOIJEN DOFOVNICE. ..ot et 11
Slika 8. Stablo DOIOVNICE..........coiiiiieiie s 12
SHIIKA 9. LISt DOTOVNICE. ...ttt 13
Slika 10. CVIJEL DOTOVINICE. ......cciicieciiecie et 14
Slika 11. PIOod DOIOVNICE. ..o 15
S1lika 12. SJEME DOTOVNICE. .......iiiiiiiiieiee et 21
Slika 13. Razmnozavanje zrelim réZniCama............eoveeerueeeerureeenereeeseeesnieeesieeeseeessineeseneas 23
Slika 14. In Vitro razmnozavanje DOTOVIICA. .........ccueeveeeeruierreeeeeereereeeeesreeseeasesreesreeneeaneenes 26
Slika 15. Mati¢njak 1 aklIMatiZaCia.........eeeeuveeriiieeiiieeieeciee ettt 31
Slika 16. Klima komora i biljni materijal u multiplikaCiji...........ccccoovvviiiiiiiiiiiceeciees 32
Slika 17. Karakteristike Kultivara BIUECIOP...........cooveiieiiiiesece e 32
] 1126 B S R =] [N LTt £ o 1 PSRRI 33
Slika 19. BIUECIOP PlOG... ..ot re e 33
Slika 20. Tretmani u istrazivanju: A — kontrola, B — IBA, C — Prah, D — posuda bez rupa, E

— POSUAA S TUDPAMIA. ...ttt eeiee sttt et e it et e st e e et e s e e s se e e be e asb e et e e s sseesbeesaeeasbeesbaeensaessreenbeeanneas 34

62



Slika 21.

Disekcija eksplantata, primjena tretmana i prenosSenje u eX Vitro uvjete.............. 35

Slika 22. a. - deklaracija koristenog supstrat; b. - aklimatizacija izdanaka u klima komori35
Slika 23. Mjerenja morfoloskih parametara USB mikroskopom............ccccccoeevveviecnininenne. 37
Slika 24. Tretman — Kontrola nakon 35 dana............cccoereiiiiiiiiiecseseese e 38
Slika 25. Tretman — IBA nakon 35 dana..........cccooeieiiiiiniicesese e 39
Slika 26. Tretman — Prah nakon 35 dana...........cccocviiiiiiiiencceeee e 41
Slika 27. Tretman IBA S TUDPAMA.......cceiveiieeieiieitee st eie et sreesae e e e raesre e e sreesseaneennes 47
Slika 28. Tretman Kontrola s FUPAMAL..........coveieiieiieie e sie ettt ns 48
Slika 29. Tretman Prah S FUPAMA. .......cooiiiiiiiiieie e 49

63



12. POPIS GRAFIKONA

Grafikon 1. Proizvodnja borovnice u svijetu od 1961 do 2017 god.........ccccevvvvevverieseennnnn, 16
Grafikon 2. Karta proizvodnje DOFOVNICE. ........ecvieiiiieieece et 17
Grafikon 3. Top 20 zemalja proizvodnje borovnice u 2017 godini.........ccocevvvverveeesieennenn 17
Grafikon 4. Rezultati uspjesSnosti rizogeneze po evaluacijskoj skali za tretman —

KONEIOIA. ...ttt 38
Grafikon 5. Rezultati promatranih morfoloskih parametara za tretman — Kontrola............ 39
Grafikon 6. Rezultati uspjeSnosti rizogeneze po evaluacijskoj skali za tretman — IBA.......40
Grafikon 7. Rezultati promatranih morfoloskih parametara za tretman — IBA................... 41
Grafikon 8. Rezultati uspjesnosti rizogeneze po evaluacijskoj skali za tretman — Prah......42
Grafikon 9. Rezultati promatranih morfoloskih parametara za tretman — Prah................... 42
Grafikon 10. Uspjesnost rizogeneze borovnice po svim tretmanima...........ccccceevvveverennnnne. 43

64



TEMELJINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku Diplomski rad
Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek
Sveucili$ni diplomski studij, smjer Voéarstvo

AKLIMATIZACIJA | UKORJENJIVANJE BOROVNICE (Vaccinium corymbosum L.) EX VITRO
Marko Malivuk

Sazetak: Vegetativno razmnozavanje borovnice putem kulture tkiva in vitro, odnosno mikropropagacijom predstavlja vrlo
efikasan i u¢inkoviti model masovne proizvodnje zdravih i uniformnih biljaka u vrlo kratkom vremenskom ciklusu koji ne ovisi
o vremenskim uvjetima. Medu unutarnjim ¢imbenicima uspjeSnosti mikropropagacije biljni hormon auksin je dominantan
regulator u razvoju korijena. Modifikacija protokola u propagaciji borovnice s ciljem skra¢ivanja faze ukorjenjivanja/rizogeneze
i faze aklimatizacije spajanjem u jednu zajedni¢ku fazu, znatno smanjuje ciklus proizvodnje ¢ak za tri do pet tjedana. Indukcija
adventivnih korjencica kljuéni je korak uspjesnosti vegetativne propagacije. Nasi rezultati sugeriraju vrlo veliku u¢inkovitost
upotrebe auksina IBA u ukorjenjivanju borovnice. Duzina korjenéica, broj korjencica i uspjesnost rizogeneze po evaluacijskoj
shemi kod tretmana IBA znacajno je bolja u odnosu na sve ostale tretmane (kontrola i prah). Tretman koji je ukljuc¢ivao primjenu
posuda sa rupama rezultirao je znacajno boljom duzinom korjenéi¢a, brojem korjencica i uspje$nijom rizogenezom prema
evaluacijskoj shemi u odnosu na tretman koji je uklju¢ivao posudu bez rupa. Daljnja istrazivanja usmjeriti na ispitivanja ucinka
drugih koncentracija i evaluacije IBA na rizogenezu drugih kultivara visokogrmolike borovnice in vitro.

Rad je izraden pri: Fakultet agrobiotehnic¢kih znanosti Osijeku
Mentor: prof.dr.sc. Aleksandar Stanisavljevi¢

Broj stranica: 66

Broj grafikona i slika: 39
Broj tablica: 11

Broj literaturnih navoda: 73
Broj priloga: 0

Jezik izvornika: Hrvatski

Kljuéne rijedi: borovnica, mikropropagacija, ukorjenjivanje, aklimatizacija, IBA
Struéno povjerenstvo za obranu:

1. izv.prof.dr.sc. Brigita Popovi¢, predsjednik
2. prof.dr.sc. Aleksandar Stanisavljevi¢, mentor

3. doc.dr.sc. Dejan Agié¢, ¢lan

Rad je pohranjen u: Knjiznica Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek, Sveuciliste u Osijeku,
Vladimira Preloga 1.

65



BASIC DOCUMENTATION CARD

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek Graduate work
Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek
University graduate study, course Pomology

ACCLIMATIZATION AND ROOTING OF BLUEBERRY (Vaccinium corymbosum L.) EX VITRO
Marko Malivuk

Abstract: Vegetative propagation of blueberries by tissue culture in vitro or micropropagation is a very efficient and effective
model of mass production of healthy and uniform plants in a very short time cycle that is independent of weather conditions.
Among the internal factors of micropropagation success, the plant hormone auxin is the dominant regulator in root development.
Modification of the blueberry propagation protocol to shorten rooting / rhizogenesis and acclimatization phases by merging them
into one common phase significantly reduces the production cycle of three to five weeks. Induction of adventitious roots is a key
step in the success of vegetative propagation. Our results suggest the very high efficiency of IBA auxin use in rooting
blueberries. Root length, number of rhizomes and the success of rhizogenesis according to the evaluation scheme of IBA
treatments are significantly better than all other treatments (control and powder). Treatment involving the use of pots with holes
resulted in significantly better root length, number of rootlets and more successful rhizogenesis according to the evaluation
scheme compared to the treatment that included a pot without holes. Further research focus examining on the effect of others
concentration and evaluation IBAs on rhisogenesis other highbush blueberry cultivars in vitro.

Thesis performed at: Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek
Mentor: prof.dr.sc. Aleksandar Stanisavljevi¢

Number of pages: 66

Number of figures and pictures: 39
Number of tables: 11

Number of references: 73

Number of appendices: 0

Original in: Croatian

Key words: blueberry, micropropagation, rooting, acclimatization, IBA

Reviewers:

1. Brigita Popovi¢, Ph.D.,assoc.prof., president

2. Aleksandar Stanisavljevi¢, Ph.D.full.prof., mentor
3. Dejan Agié, asst.prof., member

Thesis deposited at: Library, Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek, Josip Juraj Strossmayer
University of Osijek, Vladimira Preloga 1.

66



