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1. UVvOD

1.1. Intenzivna proizvodnja treSnje u RH

Zahvaljuju¢i novim znanstvenim dostignu¢ima u selekciji podloga i sorti i uvodenju novih
tehnologija u uzgoju na osnovi stru¢nog iskustva opc¢enito, a posebno s novim sustavima uzgoja
1 primjenom prikladnih uzgojnih oblika, u svijetu uzgoj tresanja poprima sve vece znacenje. Taj
trend slijede hrvatski vocari. Nakon dugog stagniranja, pa i nazadovanja u uzgoju i proizvodnji
treSanja, ova kultura dozivljava pravu renesansu gdje iole postoje povoljni ekoloski uvjeti. No,
nemamo dovoljno iskustva s novim podlogama, sortama i sustavima uzgoja, pa se ¢esto i grijesi
kod podizanja novih tresnjika, bilo pri izboru: podloga, sorti, uzgojnih oblika i gustoce sklopa.
Jo$ je manje iskustva s utvrdivanjem optimalnog roka berbe i postupcima s plodovima od
proizvodaca do potrosaca, ukljucujuéi i postupke oko cuvanja plodova. Ovisno o klimatskim
prilikama proizvodnog podrucja vrijeme zrenja pojedine sorte moZe osjetno varirati. Stoga se
vrijeme zrenja treSanja razvrstava po tjednima zrenja, dakle u Sirem rasponu unutar istog
klimata. Da se bolje osvijetli pitanje vremena zrenja, odnosno roka berbe prakticira se
usporedivati zrenje pojedine sorte u odnosu na vrijeme zrenja sorte Burlat. U SAD-u se vrijeme
berbe usporeduje u odnosu na zrenje sorte Bing. U Hrvatskoj bi trebalo utvrditi vrijeme zrenja
pojedinih sorti u odnosu na klimatske prilike, odnosno lokalnu klimu. Uvodenje novih
tehnologija osigurava bolji uspjeh u uzgoju i ekonomsku ucinkovitost. Dok nemamo dovoljno
domaceg iskustva potrebno je koristiti transfer znanja iz Strane prakse, a posebno onih vocarskih
zemalja koje su posljednjih 15 do 20 godina osjetno unaprijedili i prosirili proizvodnju

(Miljkovi¢, 2011.).

Kultura treSnje u Hrvatskoj ima dugu i slavnu tradiciju. TreSnja se uzgaja manje ili viSe na
podrucju Citave Hrvatske. Uzgoj je nesto vise prosiren u mediteranskom podruc¢ju. Glavni centri
uzgoja treSanja u mediteranskom podrucju su: Konavle, PeljeSac (Ston), Poljica (Tugari),
Kastela, Ravni kotari oko Benkovca i Zadra, otok Cres, Kastav, Lovran i zapadna obala Istre,
gdje plodovi opcenito, a posebice ranih sorti ranije dozriju, pa postizu dobar plasman na trzistu.
U kontinentalnom dijelu Hrvatske tresnja se vise uzgaja uz vece gradove, odnosno potrosacke
centre: okolica Zagreba, (Oki¢, Pljesivica, Prigorje), Cre$njevo kraj Varazdina, gornje

Medimurje, Kutjevo, okolica: Nasica, Slavonskog Broda, Osijeka, Vinkovaca, Vukovara i



Iloka. Na podruc¢ju Banovine, Korduna i Like treSnja se sporadi¢no uzgaja u obliku solitera, t;.
pojedinac¢nih stabala. Tre$nja na Kordunu uz granicu sa Bosnom i Hercegovinom i na podruc¢ju
Like kasnije poCinje vegetaciju pa joj plodovi kasnije dozrijevaju, odnosno dozrijevaju u
vrijeme kad je ponuda na domacéim trzistima prakticno zavrSena i1 kada je potraznja velika, a
posebno u vrijeme turisticke sezone od lipnja do pocetka kolovoza. Iskustvo je pokazalo da vrlo
rane i kasne sorte postizu najbolje ekonomske ucinke, odnosno plodovi postizu veée prodajne
cijene. Dok mediteransko podrucje ima komparativnu prednost pred kontinentalnim podru¢jem
u proizvodnji ranih sorti dotle kontinentalno podruéje treba vise prakticirati uzgoj sorti srednjeg
i kasnijeg dozrijevanja. Uzgoj tresanja u ¢itavoj Hrvatskoj je uglavnom ekstenzivan u obliku
pojedinacnih stabala u ku¢nim vrtovima, ili vinogradima, gdje tre$nja prati vinovu lozu. Malo

je suvremenih voénjaka. Uzgoj treSanja proSiren je u privatnim voénjacima (Miljkovié, 2011.).

U Hrvatskoj danas imamo svega oko 800.000 stabala tresanja, koje se uzgajaju na ukupno oko
4000 ha, odnosno na povrsini do koje se dolazi na osnovi proracuna kada se uzme da su tresnje
sadene na bujnoj podlozi divlje treSnje ili raseljke na veliki razmak. Proizvodnja je posve
nedostatna jer se po stanovniku troSi ukupno oko 3 kg treSanja i to kako u svjeZem stanju tako 1
u obliku razli¢itih preradevina. Sve do nedavno tre$nja se uzgajala na generativnim podlogama
i to u kontinentalnom dijelu uglavnom na divljoj tresnji vrapcari (Prunus avim L.), a manje samo
na dobro dreniranim tlima na sjemenjacima raseljke (Prunus mahaleb Mill.), a u obalnom dijelu
najvise na podlozi raseljke (Prunus mahaleb Mill.), a malo na sjemenjacima vrapcare (Prunus
avim L.). Prevladavale su stranooplodne sorte sitnijeg ploda. Od ranih sorti uzgajane su Rana iz
Marka, Kasinova rana i Lionska rana. Od ostalih sorti bile su zastupljene autohtone hrvatske
sorte: Tugarka, Gomilicka rana, Stonska kratke peteljke, Stonska duge peteljke, Kutjevacka 1
Okic¢ka, a od stranih Hedelfinska, Germesdorfska, Badac¢anka, Schneiderova, Droganova,

Donisenova, Napoleon, nesto kasnije Van, Bing, Lambert i Stella (Miljkovi¢, 2011.).

1.2. Podloge za treSnju

Nove tehnologije intenzivnog uzgoja treSanja oslanjanju se, prije svega na nova znanstvena
dostignuéa u selekciji 1 oplemenjivanju podloga opcenito, a posebice, slabije bujnosti, i novih

samooplodnih gospodarski vrijednih sorata s ve¢im plodovima bolje kakvoce. Uz to se selekcija



oslanja na dobivanje sorti prikladnih za strojnu berbu, a da pri tome na mjestu odvajanja peteljke
od ploda u receptakulu ne uslijedi izljev soka nego da plod ostane zatvoren sa odvajaju¢im
plutastim stanicama, koje na taj nacin stite plod od kvarenja, odnosno napada gljivica — plijesni.
Uz to se u uzgoju primjenjuju novi sustavi s uzgojnim oblicima prikladnim za gus¢i sklop, brzu,
laksu i jeftiniju berbu, kako bi se postigla veca proizvodnost rada, odnosno vec¢i uc¢inak pri berbi
koja participira s oko 65-70 % od ukupnih troskova proizvodnje. Od novih sustava uzgoja
treSanja u gustom sklopu posebice se istiCu: vitko vreteno, “Spanjolska vaza”, “kandelabr” 1

Tatura trellis (Miljkovi¢, 2011.).

Posljednjih 15 godina ucinjeni su veliki pomaci u selekciji i istrazivanju prikladnosti podloga

za tre$Snju. Osnovni sadrzaj tih istrazivanja je slijedeéi:

o Selekcija slabije i slabo bujnih podloga koje imaju dobar afinitet, odnosno podloga koje
odrazavaju utjecaj na bujnost sorata, koje se uzgajaju cijepljene na njima

e Selekcija podloga koje imaju dobar afinitet, odnosno koje su potpuno ili dovoljno
kompatibilne sa svima sortama

e Selekcija podloga koje su adaptivne na razli¢ite edafske prilike, a posebice na teksturu,
koli¢inu karbonata, reakciju tla i otporne spram asfiksija korijenove mreze, zatim prema
niskim temperaturama i susi

e Selekcija podloga koje su malo osjetljive prema parazitima: Phytophtora, Armillaria,
Agrobacterium tumefaciens, Verticillum, nematode: Melodogyne javanica i Melodogyne
incognita

e Selekcija podloga koje se lagano razmnoZavaju vegetativno i generativno

e Selekcija podloga koje razvijaju snazne korijenove mreze s ravnomjernim rasporedom
korijenja u dubinskom i lateralnom smjeru, tj. imaju simetri¢ne korijenove mreze, koje
dobro u¢vrséuju vocku u tlu

e Selekciju podloga koje ne razvijaju korijenove izdanke

Na selekciji i istrazivanju novih podloga za tre$nju najvise se radilo u: Belgiji (Inmil GM9,
Damil GM61, Camil GM19), Njemackoj (Gisela, Weiroot 10, Weiroot 53, Weiroot 72, Weiroot
158, Pi-Ku 4.20, Pi-Ku 4.22, Pi-Ku 4.83), Italiji (CAB 6P, CAB 11E, CAB 4D, CAB 8H, Real,
Victor), SAD-u (MaxMa / MM i OCR klonovi), Rumunjskoj, Francuskoj (Avima-Argot, GF



64, Edabriz, Pontaleb-Ferci) Ceskoj (P-HL A, P-HL B, P-HL C) i Spanjolskoj (MM 9, MMP
12, Pietas No 1, Adara,).

Od ostalih zemalja treba spomenuti Veliku Britaniju u kojoj je selekcionirana podloga Colt u
Pokusnoj stanici u East Mallingu, zatim Dansku gdje su selekcionirane podloge Dan 1 i Dan 2.
Rad na selekciji podloga nastavlja se intenzivno i u drugim zemljama, ali jo§ ne raspolazemo sa

pouzdanim informacijama o njihovoj bioloskoj i gospodarskoj vrijednosti.

U naSoj zemlji jo§ nisu provedena sustavna istrazivanja o prikladnosti novih podloga, pa
nemamo vlastitih rezultata. Prva introdukcija novih podloga obavljena je na Centru za uzgoj
treSanja u Kastelama. Druga introdukcija novih podloga obavljena je u Hrvatskoj prije 13
godina. Tom je prilikom uvezeno 10 novih podloga koje su posadene u pokusni tre$njik na

Fakultetskom pokusnom i nastavnom dobru Jazbina kraj Zagreba (Miljkovi¢, 2011.).

Na temelju iskustva ste¢enog u Italiji danas se od podloga kao prikladne preporucuju: CAB 6P,
Colt, Sjemenjak vrapcare (Prunus avium L.), MaxMa Delbard 14 Brokforest, Sjemenjak raseljke
(Prunus mahaleb Mill.) i SL 64. Odbacene su podloge: Camil GM 79, Damil GM 61/1 , Gisela
1 (klon 172/9), Gisela 4 (klon 473/10), Gisela 10 (klon 473/10), Mazzard F 12/1, Tabel-Edabriz,
Weiroot 53, Weiroot 72. Od podloga koje obecavaju isticemo: Gisela 5 (klon 148/2), Gisela 6
(klon 148/1), Gisela 7 (klon 148/8), Gisela 12 (klon 195/2), MaxMa Delbard 97 Brokgrave, Pi-
Ku 1 (klon 4,20) 1 Victor. Medu interesantnim podlogama koje jo$ nisu dovoljno istrazene
spominju se: Adara, MaxMa Delbard 60 Broksec, Pontaleb-Ferci SL 405, Serie PH-L A, P-HL
B, P-HL C, a takoder i serije Pi-Ku 2, Pi-Ku 3 i Pi-Ku 4, dok se od njemackih Weiroot podloga
predlaze podloga Weiroot 158 (Miljkovi¢, 2011.).

1.3. Gisela 5 — povijest i karakteristike

Serija podloge Gisela nastala je u Njemackoj na univerzitetu Justus Liebig u mjestu Giessen
putem meduvrsne hibridizacije izmedu vrsta P. avium, P. cerasus, P. fruticosa i P. canescens.
Selekcionari su W. Gruppe i H. Schmidt. Ove podloge su patentirane, a nosilac licence je
Consortium Deutscher Baumschulen GmbH. Podloge serije Gisela se razmnozavaju zelenim
reznicama ili mikropropagacijom (Milatovi¢ i sur., 2015.). One su razli¢ite bujnosti, a

prevladavaju slabo bujne i srednje bujne podloge. Ove podloge utjecu na povecanje



generativnog potencijala sorti treSnje, koji se ogleda u povecanju broja: majskih buketi¢a po
jedinici duzine grane, cvjetnih pupoljaka na majskom buketicu, kao i cvjetova u cvati. Manja
bujnost, kao i veci generativni potencijal utjecu i na viSestruko povecanje specificnog prinosa
po jedinici povrSine poprec¢nog presjeka debla u odnosu na standardne podloge (Ystaas i1
Froynes, 1996.; Walter i Franken-Bembenek, 1998.). Sorte cijepljenje na ovim podlogama
dostizu 20 - 90% bujnosti u odnosu na divlju treSnju. Cijepljene sorte rano dolaze u rod, obi¢no

u drugoj ili tre¢oj godini nakon sadnje.
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Slika 1. Shematski prikaz usporedbe plodonosenja na podlozi Gisela 5 i P. avium (bez lis¢a),
(Izvor: Franken-Bembenek, 2005.)

Sweet cherry on Gisela 5 Sweet cherry on P. avium

Od veceg broja podloga serije Gisela, najvise su rasprostranjene podloge Gisela 5 i Gisela 6,

koje ¢e biti detaljnije opisane. Pored njih, znacajne su i podloge Gisela 1, 3,4, 7,101 12.

Gisela 5 (148/2). Ova podloga je triploidan hibrid dobiven krizanjem P. cerasus (sorta Krupna
lotova) x P. canescens. U proizvodnji je od 1994. godine. Posljednjih godina se naglo §iri i
postala je najpopularnija slabo bujna podloga za tresnju u svijetu. Godi$nja proizvodnja sadnica

treSnje u svijetu (bez Sjeverne i Juzne Amerike) na ovoj podlozi je poveéana sa 10.000 sadnica

5



u 1990. godini na viSe od milijun sadnica u 2000. godini. U Njemackoj je najviSe koriStena

podloga, sa sudjelovanjem oko 50% u novim nasadima tresnje (Franken-Bembenek, 2005.).
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Grafikon 1. Trend rasadnic¢ke proizvodnje podloge Gisela 5,
(Izvor: Franken-Bembenek, 2005.)

Ima srednja rizogena svojstva. Razmnozava se mikropropagacijom. Trazi plodnija tla. Ne
podnosi teska, glinovita tla. Osjetljiva je na suSu. Navodnjavanje je obavezno u podruc¢jima sa
manje od 450 mm oborina, a preporucuje se u svim regijama uzgajanja (Franken-Bembenek,
2005.). Umjereno je osjetljiva na veci sadrzaj vapna u tlu. Otporna je na zimske mrazeve.
Osijetljiva je na Pseudomonas spp., Phytophthora spp. i Armillaria mellea, a malo osjetljiva na
Agrobacterium tumefaciens i Blumeriella jaapii. Ukorjenjivanje je osrednje, pa se preporucuje
koriStenje naslona, posebno na lak$im, pjeskovitim tlima i u vjetrovitim podrucjima. Nije sklona

formiranju izdanaka.

Ima dobar afinitet sa ve¢inom sorti tresnje. Slabo je bujna podloga. Sorte cijepljene na njoj

dostizu 20-40 % bujnosti u odnosu na mladicu divlje treSnje. Pogodna je za gustu sadnju, sa



1.000-1.500 stabala po ha. Poti¢e formiranje razvedene krosnje, sa ve¢im kutom grananja.
Cijepljene sorte prorode u drugoj godini po sadenju, a punu rodnost dostizu u petoj godini.
Rodnost sorti na ovoj podlozi je vrlo visoka u prvim godinama nakon sadenja. Specific¢an prinos
po jedinici povrsine poprecnog presjeka debla Cesto je nekoliko puta veci nego na standardnim
podlogama, kao §to su F 12/1 ili mladica divlje tresnje (Franken-Bembenek, 1998.; Sitarek i
sur., 2005.). Medutim, u kasnijim godinama rodnost sorti na ovoj podlozi ¢esto znacajno opada
(Lichev i Papachatzis, 2009.). Kao posljedica visoke rodnosti u periodu pocetne rodnosti moze
do¢i do slabljenja vegetativnog potencijala, koji se ocituje u vrlo slabom porastu mladica.
Uslijed manje lisne povrsSine dolazi i do smanjenja krupnoce plodova. To je narocito izrazeno
kod samooplodnih sorti tre$nje. U cilju sprjeCavanja ove pojave preporucuju se sljedece mjere:
jacarezidba, dodavanje vecih koli¢ina dusi¢nog gnojiva, navodnjavanje i prorjedivanje cvjetova

i plodova (Andersen i sur., 1999.).

Zbog manjih dimenzija, stabla treSnje na ovoj podlozi su vise izlozena mrazevima koji su najjaci
pri povrsini tla. Smrzavanje cvjetnih pupoljaka kod sorti cijepljenih na ovoj podlozi se moze
javiti i na temperaturama visim od -20°C (Lichev i Papachatzis, 2006.; Milatovi¢ i sur., 2011.).
Pored toga, sorte tresnje cijepljene na ovoj podlozi cvjetaju nekoliko dana ranije u odnosu na

mladicu divlje tresnje, Sto povecava njihovu osjetljivost na kasne proljetne mrazeve.

Treba istaknuti da podloga Gisela 5 ne daje dobre rezultate u svim klimatima i uvjetima tla.
Nasuprot nizu pozitivnih rezultata dobivenih sa ovom podlogom u mnogim zemljama, susre¢u
se 1 negativni rezultati. Tako je u uvjetima juzne i sredi$nje Italije kod sorte Lapins cijepljene
na ovoj podlozi utvrdeno veliko propadanje stabala, slab prinos i mala krupnoé¢a ploda (De
Salvador i sur., 2005.; Palasciano i sur., 2008.). Ova podloga bolje rezultate daje u podru¢jima
sa prohladnom klimom ili na nes§to ve¢im nadmorskim visinama (Lugli i Bassi, 2010.). ne

podnosi previse toplu klimu i visoke temperature u toku ljeta.

Gisela 5 je najznacajnija slabo bujna podloga za treSnju u svijetu. Dobre osobine ove podloge
su $to sorte cijepljene na njoj imaju malu bujnost, rano prorode i vrlo dobro rode. Medutim, za
postizanje dobrih rezultata u proizvodnji potrebno je da su u nasadu primjene odgovarajuée
agrotehnicke i pomotehnicke mjere, kao Sto su navodnjavanje, ja¢e gnojenje, jaca i redovna

rezidba.



1.4. Mikropropagacija — kultura tkiva

Biljke se razmnozavaju na dva nacina: generativno (spolno) s pomocu sjemenki i vegetativno
(nespolno) s pomocu vegetativnih dijelova biljke (reznica, lukovica, gomolja i sl.). Vegetativno
razmnozavanje nazivamo jo$ klonsko razmnozavanje. U odredenim uvjetima oba nac¢ina mogu
biti otezana. Kada spolno razmnozavanje nije moguce (sjeme se ne stvara ili se stvara u premaloj

koli¢ini ili pak prebrzo gubi vijabilnost), moze se primijeniti vegetativno razmnozavanje.

Vegetativno razmnozavanje in Vivo (reznicama, vrijezama, odvajanjem komadica biljke,
povaljenicama, lukovicama i dr.) primjenjuje se u poljoprivredi ve¢ vrlo dugo i ima podjednako
vaznu ulogu kao i1 razmnozavanje sjemenkama; mnoge vazne kulture kao krumpir, jagode,
vinova loza, mnoge lukoviéaste kulture, drvenaste vocke, cvjetne kulture i dr. razmnoZavaju se

iskljucivo vegetativno.

Osim za reprodukciju, vegetativno je razmnozavanje vazno i u oplemenjivanju: stabilne su
roditeljske linije potrebne ($to se postiZze vegetativnim razmnozavanjem) za trajnu proizvodnju
sjemena. Kloniranje je vazno i ako se Zeli osnovati banka gena. Za dobivanje solidnih mutanata

nakon izvedene mutacije potrebno je stvaranje adventivnih izdanaka.

Klasi¢ne metode vegetativnog razmnoZavanja, medutim, nisu Siroko primjenjive, a ¢esto ih nije
moguce ostvariti zbog brojnih poteSkoca i nedostataka, kao Sto su sporost i teSkoce u provedbi,

previsoka cijena provedbe ili nemoguénost vegetativnog razmnoZavanja biljaka.

Posljednjih godina, nakon §to se pokazalo da se znatno veéi broj biljnih vrsta moze (i to mnogo
brze i uspjesnije) klonirati in vitro nego in vivo, znanje koje se steklo istrazivanjem
razmnozavanja in Vitro brzo se nagomilalo: podjednako za biljke umjerenih podrucja,
suptropskih i tropskih, zeljastih vrsta i drvenastih trajnica. Danas je u uvjetima in vitro moguce

klonirati i one vrste koje do sada klasi¢nim metodama nikako nije bilo moguce (Sibila, 1994.).
Od postojeéih tehnika kulture biljnoga tkiva i stanica, kloniranje biljaka postiglo je do danas
najsiru primjenu.

Danas se mikropropagaciji mnogih biljnih vrsta daje prednost u odnosu na klasi¢no vegetativno
razmnozavanje, i to zbog ovih ¢injenica:

a) Razmnozavanje in vitro mnogo je brze od razmnoZavanja in vivo.



b)

d)

f)

9)

h)

Moguce je razmnozavati i one biljke koje u uvjetima in vivo nije moguce.
Mikroklonirane biljke ¢esto rastu bolje i snaznije od biljaka kloniranih in vivo.
U kulturi in vitro razmnozavaju se samo zdrave biljke, bilo da je to zdruzeno sa strogom
selekcijom pocetnog materijala bilo pak da biljke ozdravljuju primjenom kulture in vitro.
Tehnologija in vitro takoder omogucéava prijenos biljaka na vece (medunarodne)
udaljenosti.
Budu¢i da je za postavljanje kulture in vitro obi¢no potrebno vrlo malo pocetnog
materijala, vegetativno razmnozavanje moZze zapoceti s vrlo odabranim i posebnim
materijalom.
RazmnozZavanje in vitro moze ustedjeti znatna sredstva koja se inace troSe za grijanje
staklenika, prostora itd. Prostor potreban za podizanje i razmnoZavanje maticnih biljaka
znatno se smanjuje upotrebom kulture in vitro.
Zahvaljuju¢i optimalnim uvjetima (hranidbena podloga i fizicki faktori) omoguceno je
precizno vremensko planiranje proizvodnje presadnica, ¢ime se ponistava sezonski
utjecaj i postize proizvodnja kroz ¢itavu godinu.
Razmnozavanje in vitro omogucava ukorjenjivanje reznica pa je cijepljenje pupova na
podloge nepotrebno (time se Stedi vrijeme i izbjegavaju problemi inkompatibilnosti).
Za profesionalne proizvodace kultura in vitro ima jo$ ove, dodatne prednosti:
1. Nove sorte mogu se komercijalno brzo razmnoziti i tako ponuditi trZiS§tu u mnogo
kra¢em vremenu
2. Mogu se brze postaviti mali roditeljski klonovi za stvaranje F1 — hibrida
3. Oplemenjivac¢i mogu brze posti¢i solidne mutante utjecajem adventivnih pupova
I izdanaka
4. Kaultura in vitro posebno je korisna za osnivanje banke gena koja cuva zdrav, od
virusa slobodni biljni materijal, na niskoj temperaturi i malom prostoru
5. Neke biljke potrebno je ustaliti i razmnoZzavati vegetativno jer su spolno sterilne
(haploidi, sterilne mutante, linije koje nose citoplazmatsku musku sterilnost), a
potrebne su u stvaranju krizanaca, takoder i rijetki aneuploidi ili biljke s
neobi¢nim kromosomskim kombinacijama koje bi se mogle izgubiti ako se
razmnoze sjemenom, kao i posebne heterozigotne genske kombinacije (Dale 1

Webb, 1985).



Treba navesti i nedostatke koje moze imati ova tehnologija:

d)

f)

9)
h)

Geneticka stabilnost u nekim je sustavima razmnozavanja in vitro vrlo niska
(umnozavanje adventivnim izdancima i somatskim embrijima u kalusnim kulturama).
Biljke iz kulture mogu, nakon prijenosa u uvjete in vivo, pokazivati odredene lose
znacajke kao npr. grmoliki rast (nastavlja se stvaranje postrani¢nih ogranaka) ili potpuni
povrat na juvenilne karakteristike.

Kod drvenastih vrsta ¢esto je vrlo teSko potaknuti ukorjenjivanje reznica in vitro (isto
kao i s klasi¢nim reznicama). Kod nekih biljaka korijenje zametnuto in vitro nije
funkcionalno u uvjetima in vivo i mora biti zamijenjeno novim Kkorijenjem koje je
prilagodeno supstratu.

Prijenos biljaka iz uvjeta in vitro u uvjete in vivo kod nekih je vrsta posebno zahtjevan i
tezak.

Mikroklonirani genotip biljaka, koji ¢e se na kraju uzgajati u polju na otvorenome, moze
biti osjetljiv na bolest 1 uniSten od patogenog organizma koji ga je napao. Za zaStitu
biljaka provedenih in vitro mogu se (katkada i moraju) primijeniti intenzivne zastitne
mjere.

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

U nekim slu¢ajevima sterilna je izolacija eksplantata neobi¢no teska.

Jedna od znacajki kloniranja in vitro opsezan je rad koji uvjetuje relativno visoku cijenu

nastalih biljaka in vitro (Smith, 1986).

Presadnice (propagule) u uvjetima in vitro mogu se stvarati na tri na¢ina: a) poticajem rasta

aksilarnih pupova, b) stvaranjem adventivnih izdanaka i ¢) somatskom embriogenezom. Svaka

od ovih triju metoda ima svoje prednosti i nedostatke.

Metode za kloniranje biljaka in vitro jesu: pojedina¢ni nodijalni segmenti (reznice), aksilarno

grananje i regeneracija adventivnih organa (korijenja i izdanaka) na eksplantatima.

Nakon $to smo naveli prednosti i nedostatke vegetativnog razmnozavanja in vitro mozemo jos

istaknuti kriterije koji su pozeljni 1 koji omogucavaju sigurno klonsko razmnozavanje. To su

10



genska stabilnost, stroga selekcija zdravog pocetnog materijala, relativna lakoéa prijenosa
biljaka iz uvjeta in vitro (epruvete) u vanjske uvjete, trajni regeneracijski potencijal i na kraju,
postupak razmnozavanja ne smije biti previse kompliciran, a biljke ovako proizvedene, moraju

se ekonomski isplatiti.

Postupak vegetativnog razmnoZzavanja moze Se raSlaniti na vise faza (Murashige, 1974;
Debergh i Maene, 1981) ili drugim rije¢ima, da se sastoji od nekoliko medusobno razli¢itih
postupaka (Slika 2. i 3.).
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Slika 2. Shematski prikaz pojedinih faza u mikropropagaciji in vitro, (Izvor: Sibila, 1994.)
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1.4.1. Nulta faza: Postupci prije kulture

Ova faza ukljucuje sve postupke prije pocetka kulture in vitro: pravilan postupak s pocetnim
materijalom, njegovo ¢uvanje u zdravu stanju (staklenik bez kukaca, Ciste posude, zalijevanje

samo vodom, ¢uvanje biljaka u relativno suhim uvjetima, dobra zdravstvena zastita itd.).

Izvorno biljno tkivo od kojega Ce biti uzeti eksplantati i postupak koji ¢e se primijeniti imaju

kriti¢nu ulogu u uspjesnom postavljanju mikrokloniranja.

Ako genetska stabilnost tkiva varira, tako ¢e i tipovi tkiva eksplantata koji se upotrebljavaju za
kulturu utjecati na varijabilnost reprodukcije. Vr$ni se meristem preporucuje u tome smislu jer

pruza odredenu sigurnost u odstranjivanju mikroorganizama, koji su izvor zaraze.

1.4.2. Faza 1: uvodenje u kulturu (uspostavijanje asepticne kulture)

Ova faza pokriva sterilnu izolaciju meristema, vegetacijskoga vrska, eksplantata i dr. ako postoji
unutra$nja infekcija, potrebno je primijeniti posebne tehnike. NajvaZznije u ovoj fazi jest

dobivanje sterilnog rasta eksplantata.

Dio postavljenih kultura, ovisno o njihovoj upotrebi i vrijednosti po¢etnog genotipa, moze se
Cuvati kao ,,majcinski blok* 1 sluziti za presadnice ili kao izvor kli¢ne plazme za buducu

upotrebu.

1.4.3. Faza 2: Umnozavanje ili reprodukcija (multiplikacija)

To je faza razmnoZavanja (multiplikacije). Glavna je svrha ove faze posti¢i razmnoZavanje bez
gubitka genetike stabilnosti. Umnozavanje se obavlja na razliite nacine. Koji ¢e nacin biti
upotrijebljen ovisit ¢e o svakom specificnom slucaju, o bioloskim ograni¢enjima vrste, o faktoru
umnozavanja potrebnom za dobivanje Zeljenog broja biljaka i posebnih znacajki ili potreba
odredenog klona uvjetovanih genotipom. Tako ¢e npr. kloniranje biljaka koje se upotrebljavaju
kao roditelji u stvaranju hibridnog sjemena traziti metodu multiplikacije koja osigurava visok
stupanj geneticke stabilnosti. Ova specificnost moZe izbor postupka ograniciti na upotrebu samo

aksilarnih pupova (najsporija metoda).
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Prilagodbom faktora hranidbene podloge, a osobito sastava hormona i njihove medusobne

ravnoteze, obi¢no je najuspjeliji nacin u regulaciji multiplikacije i regeneracije in vitro.

1.4.4. Faza 3: Priprema kultura za prijenos bilj¢ica u zemlju (rizogeneza)

Ona ukljuéuje pripremu izdanaka ili biljaka dobivenih u 2. fazi za prijenos u zemlju. To moze
ukljucivati: zaustavljanje stvaranja aksilarnih izdanaka ili/i pocetak izduzivanja izdanaka.

Nadalje, treba potaknuti stvaranje korijenja, bilo in vitro bilo in vivo.

Oblikovani se izdanci fizicki odvajaju i obi¢no pojedinacno prenose na podlogu za
ukorjenjivanje. Podloge za indukciju korijenja izrazito variraju i ovise o biljnoj vrsti za koju se
upotrebljavaju. Ipak, obi¢no se u njima smanjuje ili potpuno odstranjuje citokinin. Izdanci vrsta

koje se lako ukorjenjuju mogu se izravno prenijeti u supstrat/zemlju i tako iskljuciti 3. fazu.

1.4.5. Faza 4. Prijenos bilj¢ica u zemlju (ex vitro - aklimatizacija)

U ovoj se fazi biljke prenose iz epruvete (in vitro) u zemlju (ex vitro) i prilagodavaju na rast u
vanjskim uvjetima. Vise iscrpnijih informacija, pogotovo kada su u pitanju pojedinac¢ni posebni

primjeri mogu se na¢i u mnogim publiciranim monografijama, originalnim ¢lancima 1 sl.

Slika 3. Slikovni prikaz kulture tkiva in vitro, (Izvor: http://www.ebioworld.com)
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2. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje s ciljem ispitivanje mogucnosti organogeneze eksplantata vegetativne podloge
treSnje Gisela 5 (Prunus cerasus x Prunus canescens) u kulturi tkiva in vitro provedeno je u
laboratoriju za kulturu biljnog tkiva u sklopu Katedre za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo
(in vitro labaratorij za vocarstvo) na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS)
tijekom 2020. godine. Na katedri se obavljaju brojna in vitro istrazivanja na mnogim vo¢nim
vrstama poput maline, borovnice, lijeske, oraha, paulovnije, vegetativnih podloga, tresnje,
viSnje, podloga za citruse, goji, itd. Uz znanstveno istrazivacki rad 1 edukaciju studenata,
Katedra se bavi i proizvodnjom certificiranog vo¢nog sadnog materijala. Laboratorij posjeduje
svu potrebnu opremu za uspjesno provodenje mikropropagacije, mati¢ni biljni materijal, TIB
sustav (Slika 4.), prostor za aklimatizaciju i klima komoru s kontroliranim uvjetima. U
laboratoriju se pored standardne metode koja ukljucuje kruti medij Koristi i suvremeni sustav
bioreaktora (TIB/TIS sustav — teku¢i medij). Kroz ovaj model omoguéena je proizvodnja

velikog broja voénih sadnica u jo§ kra¢em vremenskom periodu ali i niz moguénosti koje

klasi¢ni sustav nema (sekundarni metaboliti, biomasa, itd.).

i

v

\y

Slika 4. TIB sustav bioreaktora — Katedra za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo, FAZOS
(Izvor: Bosnjak, 2020.)
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Cilj ovoga zavr$nog rada usmjeren je na ispitivanje mogucnost mikropropagacije, odnosno
organogeneze pojedinih tipova eksplantata vegetativne podloge treSnje Gisela 5 na dva tipa
hranjive podloge.

U istrazivanju su koristene, odnosno usporedivan je u¢inak dvije vrste hranjive podloge: DKW
(Driver i Kuniyuki, 1984.) i MS (Murashige i Skoog, 1962.) proizvodac¢a Duchefa Biochemie
B.V., Nizozemska na organogenezu dva tipa eksplantata: pojedina¢ni izdanci i baze izdanaka
vegetativne podloge za tre$nju Gisela 5 (Slika 5.). Detaljan sastav hranjivih podloga i koristenih

koncentracija biljnih hormona (citokinina i auksina) naveden je u tablici 1. i 2.

Slika 5. Tipovi eksplantata: a. baze izdanaka i b. pojedina¢ni izdanci na MS podlozi,

FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)

Kao izvor eksplantata vegetativne podloge Gisela 5 posluzile su in vitro biljke nastali u
labaratoriju prijasnjih godina na kojima se provode razna druga istrazivanja. U obije koriStene
podloge dodana je identi¢na koncentracija agara (6.3 g/1), auksina BAP (0.8 mg/l) i citokinina
IBA (0.01 mg/l) te je pH vrijednost prije autoklaviranju (120 °C, kroz 20 min i tlaku 1.2 bara)
podesena na 5.8 (Tablica 1.1 2.).
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Tablica 1. Sastav hranjive podloge MS, (Izvor: Duchefa catalogue, 2010-2012.)

CaCl; 332.02 MnSO4x HO 16.90 Agar 6300.00
KNO;3 1900.00 ZnSO4 x 7H,0 8.60 Saharoza 30000.00
KH2PO4 170.00 H;BO3 6.20 Glicin 2.00
MgSO4 180.54 Na:MoO, x 2H,0 0.25  Myo-inositol 100.00
NHsNO3 1650.00 CuSO4 x 5H,0 0.025 Nikotinska kis. 0.50
CoCl;x 6 H.O 0.025 Piridoksin HCI 0.50
Kl 0.83  Tiamin HCI 0.10
FeNaEDTA 36.70 BAP 0.8 ml/l
IBA 0.01 ml/I
pH 5.8

Tablica 2. Sastav hranjive podloge DKW, (lzvor: Duchefa catalogue, 2010-2012.)

CaCl; 11250 CuSO, x 5H,0 0.25 Agar 6300.00
Ca(NOs), x 2H,0 1664.64 H,BO3 480 Saharoza 30000.00
KH,PO4 265.00 MnSO4x H.0 33.80 Glicin 2.00
K2SO4 1559.00 Na;MoO4 x 2H.0 0.39  Myo-inositol 100.00
MgSO4 361.49  ZnSO, x TH20 17.00 Nikotinska kis. 1.00
NH4NO3 1416.00 FeNaEDTA 44.63 Tiamin HCI 2.00
BAP 0.8 ml/l
IBA 0.01ml/I
pH 5.8

Svi tretmani ukljucivali su 25 eksplantata u dvije repeticije (ukupno 8 teglica po 25 eksplantata
= 200 eksplantata). Nakon inicijacije eksplantata u sterilnim uvjetima laminarne komore, svi

tretmani (teglice) postavljeni su u rezim svjetlosti 16/8 1 temperaturu od 24 °C kroz 30 dana
(Slika 6.).

Slika 6. Uvjeti klima komore, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)
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Nakon 30 dana pristupilo se mjerenju morfoloskih parametara (Slika 7.) i evaluaciji pojedinih

tretmana u istrazivanju.

Mjereni su morfoloski parametri:

v’ broj izdanaka
v’ broj listova

v duzina izdanaka
v

broj nodija

Slika 7. Mjerenje morfoloskih parametara, FAZOS (lIzvor: Kosuti¢, 2020.)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Nakon 30 dana svi tretmani uspjeli su bez kontaminacije inicirati dovoljnu biomasu potrebnu
za morfoloSka mjerenja. Nije zabiljezen stresni utjecaj podloge ili uvjeta klima komore kroz

period organogeneze (Slika 8.).

Slika 8. Eksplantati na MS hranjivoj podlozi nakon 30 dana, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)

3.1. Razlike izmedu podloga u organogenezi eksplantata Gisela 5

Tretman na DKW mediju koji je uklju¢ivao baze izdanaka rezultirao je ve¢om visinom izdanaka
(1.95), brojem nodija (3.12) i brojem listova (8.7) dok je broj izdanaka (3.04) bio podjednak na
oba koristena medija (Grafikon 2.). Tretman koji je uklju¢ivao eksplantata s pojedina¢nim
izdancima (Grafikon 3.) takoder je na istoj podlozi (DKW) rezultirao ve¢im brojem novih
izdanaka (2.36), visinom izdanaka (1.65) i brojem nodija (3.24). U kona¢nici DKW hranjiva
podloga rezultirala je ne$to boljim morfolo§kim parametrima na oba tipa eksplantata. Produkcija
vecih i brojnijih izdanaka DKW podloge daje joj prednost pri izboru hranjivog medija, $to je i

pozeljno ukoliko nam se namece daljnja faza rizogeneze, a takoder i daljnja multiplikacija
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biljnog materijala. Na MS podlozi jedino je broj listova na tretmanu s pojedinacnim izdancima
(8.15) bio nesto veci (Grafikon 3.).
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Grafikon 2. Razlike izmedu podloga (MS i DKW) u organogenezi baza izdanaka
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Grafikon 3. Razlike izmedu podloga (MS i DKW) u organogenezi pojedina¢nih izdanaka
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3.2. Razlike izmedu tipa eksplantata u organogenezi Gisela 5

Tretman koji je ukljucivao baze izdanaka na obije hranjive podloge rezultirao je ve¢im brojem
(3.04 DKW i MS) i visinom izdanaka (MS — 1.72 i DKW - 1.95) u odnosu na tretman s
pojedinac¢nim izdancima (Grafikon 4. 1 5.). Jedino je broj nodija (3.24) na DKW podlozi i broj

listova (8.15) na MS podlozi bio ve¢i na tretmanu s pojedina¢nim eksplantatima.
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Grafikon 4. Razlike izmedu eksplantata (baze i pojedinac¢ni izdanci) na MS podlozi
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Grafikon 5. Razlike izmedu eksplantata (baze i pojedinac¢ni izdanci) na DKW podlozi
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3.3. Ulinkovitost primijenjenih tretmana u organogenezi eksplantata Gisela 5

Na razini cijelog pokusa (Grafikon 6.) najve¢i broj izdanaka (3.04) nastao je na eksplantatima s
bazama izdanaka, a najmanje na eksplantatima s pojedina¢nim izdancima (1.60) na MS mediju.
Najveci broj listova (8.71) zabiljeZen je na tretmanu DKW s bazama izdanaka, a najmanji na
tretmanu DKW s pojedina¢nim izdancima (7.57). Visina izdanka na tretmanu DKW s bazama
izdanaka (1.95) bila je najveca, dok je najmanja visina zabiljeZena na tretmanu MS s
pojedinacnim izdancima (1.39). Broj nodija bio je najveci na tretmanu DKW s pojedinacnim

izdancima (3.24), a najmanji na MS takoder s pojedina¢nim izdancima (2.43).
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Grafikon 6. U¢inkovitost tretmana na razini cijelog pokusa

Iz dobivenih rezultata organogeneze vidljiva je prednost DKW podloge i tipa eksplantata koji
ukljucuje baze izdanaka (Slika 10.). MS podloga takoder je inicirala povoljnu biomasu bez
vidljivih stresnih znakova na biljni materijal (Slika 9.). Ukoliko nam je cilj daljnja multiplikacija
ili rizogeneza tada je upravo DKW podloga bolji izbor. Daljnja istraZivanja trebalo bih usmjeriti
na odredivanje koncentracija pojedinih regulatora rasta (hormona) citokinina i auksina ili
primijene drugih vrsta poput zeatina, tidiazurona, 2iP, itd. Takoder, uofena je i1 blaga
vitrifikacija (hiperhidriranost) listova pri bazi eksplantata na svim tretmanima ali je bila u

granicama. Daljnja istrazivanja usmjeriti i na mogucnost sprjecavanja nepozeljne vitrifikacije.
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Slika 10. Eksplantati nakon 30 dana na DKW podlozi, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)
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4. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata zaklju¢ujemo sljedece:

v

Postoji mogucnosti organogeneze oba tipa eksplantata (pojedinacni izdanci i baze

izdanaka) Gisela 5 na obije koriStene hranjive podloge (DKW 1 MS).

Svi tretmani uspjeli su bez kontaminacije inicirati dovoljnu biljnu masu potrebnu za

morfoloska mjerenja nakon 30 dana.

Nije zabiljeZen stresni utjecaj hranjive podloge ili uvjeta klima komore kroz period

organogeneze.

Tretman na DKW mediju koji je uklju¢ivao baze izdanaka rezultirao je ve¢om visinom

izdanaka, brojem nodija i brojem listova.

Tretman koji je ukljucivao eksplantata s pojedina¢nim izdancima na istoj podlozi

(DKW) rezultirao je ve¢im brojem novih izdanaka i nodija te ve¢om visinom izdanaka.

U kona¢nici DKW hranjiva podloga rezultirala je neSto boljim morfoloskim

parametrima na oba tipa eksplantata.

Biljke nastale iz eksplantata baza izdanaka na obije hranjive podloge inicirale su veci

broj i visinu izdanaka u odnosu na tretman s pojedina¢nim izdancima.

Produkcija vecih i1 brojnijih izdanaka DKW podloge daje joj prednost pri izboru
hranjivog medija, §to je 1 poZeljno ukoliko nam se namece daljnja faza rizogeneze, a

takoder 1 daljnja multiplikacija biljnog materijala.

Daljnja istraZivanja usmjeriti i na moguénost sprjeCavanja nepozeljne vitrifikacije i

primijene drugih vrsta i koncentracija regulatora rasta (hormona).
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