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1. UVOD

U rasadnickoj proizvodnji vaznu ulogu predstavlja kontinuirano uvodenje suvremenih in
vitro metoda klonskog razmnozavanja reprodukcijskog materijala. Poncirus trifoliata Raf.
je najzastupljenija i najvaznija podloga mandarine UnSiu (C. unshiu) u Hrvatskoj i drugim
proizvodnim zemljama svijeta. Razmnozavanje podloga agruma u rasadnicima veéinom je
bazirano na proizvodnji sadnica nucelarnom tehnikom. Mikropropagacija je u pojedinim
zemljama svijeta postala uobiCajena metoda koja osigurava masovnost u proizvodnji uz

prevladavanje nedostataka nucelarnog tipa razmnozavanja.

Potencijal konvencionalnih metoda u oplemenjivaékom programu limitiran je fizioloskim
¢imbenicima kao $to su: heterozigotnost, inbreeding, nucelarna poliembrionija i
juvenilnost. U takvim uvjetima napredna tehnika kulture tkiva in vitro osigurava masovnu
proizvodnju rezistentnih potomaka elitnih genotipova agruma. Mikropropagacija podloga
agruma je zahtjevna, a uspjeh ovisi o nekoliko ¢imbenika: genotip, starost eksplantata,
hranjiva podloga i koncentracija biljnih regulatora rasta koji utjeéu na sposobnost

regeneracije.

U svijetu postoji vise vrsta, odnosno klonova Poncirus trifoliata Raf. pa s toga prevladava i
velika diversifikacija sadnog materijala u rasadnicima. Proizvodnja podloga za agrume u
Hrvatskoj ne postoji te se ona uglavnom bazira na uvozu gotovog sadnog materijala iz

etabliranih rasadni¢arskih kuéa Italije, Francuske, Spanjolske, itd.

Tijekom izrade ovog zavrSnog rada, odnosno pretraZzivanjem Internet baze nije pronadeno
niti jedno domace istrazivanje na ovu temu $to ujedno ovaj rad ¢ini jedinstvenim i prvim u
nasoj zemlji.

Istrazivanje je provedeno na Fakultetu agrobiotehni¢kih znanosti Osijek (in vitro
labaratorij za vocarstvo) tijekom 2020. godine. Cilj ovog zavrSnog rada usmjeren je na
ispitivanje  mogucnost proliferacije i organogeneze nodijalnih eksplantata, odnosno
mikropropagacije vegetativne podloge agruma Poncirus trifoliata Raf. upotrebom

razli¢itih biljnih regulatora rasta (citokinina i auksina) na MS hranjivoj podlozi.



1.1. Porijeklo i rasprostranjenost Poncirus trifoliata Raf.

Poncirus trifoliata (L.) Raf. porijeklom je iz Centralne Kine, gdje je poznata vise od 4000
godina. Na kineskom jeziku zove se ,,Chih®, te ujedno prvi put opisana i ilustrirana u Kini
1108. godine. Ve¢ 1712. godine spominje se u Kaemferovoj knjizi. Nedugo zatim, 1763.
godine opisao ju je Karl Linne kao trolisnu naranc¢u (Citrus trifoliata). De Candole svrstao
ju je urod Aegle i nazvao Aegle sepiaria. Sadasnje ime nadjenuo joj je Rafinesk. Uzgaja se
u Centralnoj i Sjevernoj Kini, Europi, Sjevernoj i Juznoj Americi, te u Japanu gdje je
poznata pod imenom ,,Karataci“. Nije poznato kada je uvezena u Hrvatsku. Medu prvim
stablima nalazi se onaj koji je prije I. svjetskog rata uzgajan i razmnozavan u Arboretumu
Trsteno. Plod sadrzi dosta smolastih tvari i glikozid Ponciridin koji nisu za jelo, ve¢ se
koriste sjemenke za proizvodnju sjemenjaka — podloga za Citruse. Kinezi suhe plodove

koriste u ljekarske svrhe.

1.2. Upotreba Poncirus trifoliata Raf. u voéarskoj proizvodnji

Poncirus trifoliata Raf. je najzastupljenija i najvaznija podloga mandarine Unsiu u svijetu,
te ujedno i kod nas. U zapadnim zemljama poznato je nekoliko vrijednih selekcioniranih
klonova Poncirusa, a neki od njih su: Rusk, Christian, Flying, Dragon i Yamaguski.
Razlike izmedu ovih klonova su u veli€ini cvijeta, rastu i razvoju, zdravstvenom stanju
(virus free). Kao podloga za mandarinu UnSiu, u Hrvatsku su uvezeni neki od ovih

klonova.

U Japanu je registrirano oko 18 klonova Poncirus trifoliate, a najznacajniji su oni
patuljastog rasta te su stabla niskog uzgojnog oblika. U Rusiji postoje brojne selekcije s
obzirom na morfoloske osobine i ritam rasta. RaSireni su tipovi: Skoroplodna ili Poncirus
duge cvatnje, Skorospjelka ili poncirus kratkog vegetacijskog perioda, Karlik ili patuljasti,
te Tetraploid No.2. Za navedene tipove karakteristi¢an je bujan i1 patuljast rast. Po kvaliteti
rasta javljaju se: diploidne (2n=18), tetraploidne (2n=36) i poliploidne forme poncirusa.
Razlike izmedu formi mogu se priblizno to¢no uociti tek tre¢e godine po intenzitetu rasta.

Iz proizvodnji se iskljucuju svi sjemenjaci zaostali u rastu jer su oni nosioci slabog rasta i
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razvoja buduceg stabla. Kako se Poncirus trifoliata razmnozava sjemenom, u svijetu se

poklanja velika paznja u odabiranju kvalitetnih mati¢nih stabala.

1.3. Morfoloske karakteristike i razmnoZavanje Poncirus trifoliata Raf.

Poncirus trifoliata je listopadni grm ili stablo iz porodice Ruta (Rutaceae). Dosegne visinu
do pet metara tvorec¢i grane prekrivene dugac¢kim trnovima. Listovi su naizmjeni¢ni, mali,
trodijelni, elipti¢nih lisaka nazubljenih rubova (Slika 1.). Kada se smrve medu prstima,
mirisni su. Cvjetovi su krupni, ¢ine ih pet bijelih, medusobno razmaknutih latica. Imaju
mnogobrojne prasnike. Vrijeme cvatnje je mjesec travanj i svibanj. Plodovi su okrugli,
promjera 3 — 4 cm (Slika 1.). U pocetku su zeleni, te dozrijevanjem u listopadu postanu

Zuti. Na stablu mogu ostati i tokom zime (Bakari¢, 1983.).

Slika 1. Poncirus trifoliata Raf. (1zvor: https://futureforests.ie/)



Na temelju provedenih istrazivanja i provjerenih podloga Poncirus ima karakteristike koje
se najpozitivnije odrazavaju na bioloska i gospodarska svojstva mandarine UnS$iu. Povoljni
utjecaji Poncirusa na mandarinu UnSiu potjeCu iz genetskih, citoloSkih, anatomsko —
morfoloSkih osobina, budu¢i da je listopadna biljka. Rijetko je u vocarstvu da na
listopadnoj podlozi uspjesno i ekonomski isplativo raste zimzelena plemka. Iz izrazitih
razlika ovih dvaju individua javlja se utjecaj na veliku korist covjeka. Velika prednost
Poncirusa trifoliate proizlazi iz toga $to kao listopadna biljka rano zavrSava vegetaciju i
prelazi u period dosta dugog zimskog mirovanja. Za taj su period karakteristicni jako
smanjeni zivotni procesi i funkcije nadzemnog i podzemnog dijela, za razliku od zimzelene
mandarine UnSiu. U fazi se mirovanja putem korijena vrlo slabo snabdijeva nadzemni dio
(kroSnja), Sto dovodi do slabe ili onemogucene funkcije stabla. Upravo taj proces i
odgovaraju¢e smanjenje vode u cijelom stablu dovodi do pravovremenog dozrijevanja
mladih dijelova krosnje, $to ujedno pojacava opcu otpornost na niske temperature, bez

kvalitetno strukturiranih izmjena u stanicju podloge i1 plemke (Bakari¢, 1983.).

Podloga Poncirus trifoliata utjece na slabiji rast vegetacije, Sto se ocituje u tome da stabla
mandarine UnSiu ostaju niskog rasta, te ujedno ima niz prednosti u uspjeSnijem uzgoju.
Podloga Poncirusa pospjesuje zriobu i povecava kvalitetu ploda. Veliki znacaj podloge
Poncirus izrazava se u vecoj otpornosti na bolesti 1 Stetnike u odnosu na druge podloge.
Otporna je na opasne gljivicne bolesti (Gumozu i Phytophthoru), virusne bolesti (Trystezu
i Xyloporosis), te napad nematode na korijenov sustav. Podloga Poncirusa ima i odredene
nedostatke, nije posve idealna za svaku priliku. Veoma je osjetljiva na vece koli€ine
aktivnog vapna te sadrzaj klorida u tlu. Sadnja mandarine UnS$iu nije pozZeljna na ovoj
podlozi ukoliko u tlu ima vise od 10% aktivnog vapna. Podloga Poncirus trifoliata trazi
dosta humusa u tlu, dok ne podnosi izrazito kamenita, pjeskovita i glinasto mocvarna tla,
suha, plitka i teska tla, te tla na kojima lezi voda u toku vegetacije. Najbolji uvjeti za uzgoj
Poncirus trifoliate su na pjeskovito — ilovastim, prozra¢nim i humusnim tlima s blago
luznatom reakcijom (pH 7.5 — 8.5). Najveci nedostatak je visoka osjetljivost na virus

Exocortis (Bakari¢, 1983.).

Na podlozi Poncirus trifoliata mandarine UnS$iu stvaraju manje deblo od podloge.

Starenjem stabla razlika u debljini postaje sve veca, a nastaje kao posljedica vece bujnosti



podloge od plemke Unsiu (Slika 2. A i B). Suvremena rasadnicka proizvodnja temelji se na
proizvodnji sadnica u posudama (kontejnerima). Nastoji se Sto visSe radova mehanizirati

kako bi se olaksao rad ¢ovjeka, te ujedno smanjila cijena sadnica (Bakari¢, 1983.).

Slika 2. Stvaranje veéeg debla od strane podloge (Izvor: https://www.researchgate.net)

Prema provedenim istrazivanjima utvrdeno je da je podloga Poncirus trifoliata do sada
dala najbolje rezultate za uzgoj mandarine UnSiu. Dokazano je da je velika vremenska
razlika od zametanja plodova do tehnoloske zrelosti plodova mandarine UnSiu razlicita
ovisno o podlogama. Na Poncirusu to iznosi 116 dana, Citranzu 162 dana, a na vlastitom
korijenu 166 dana. 1z toga se moze zakljuciti da Poncirus ima najviSe prednosti kod uzgoja

mandarine UnS$iu kod nas (Bakari¢, 1983.).

U plodu Poncirus trifoliate mogu se na¢i od 20 - 45 sjemenki Sto ga ¢ini bogatim
sjemenkama. Plod mora potjecati s mati¢nih stabala, te treba biti zdrav, normalno razvijen i
posve zreo. Ukoliko je plod nezreli i nedovoljno razvijen ne daje dobre i klijave sjemenke.
Nakon §to plod otpadne sa stabla, skuplja se i ¢uva dok se ne po¢ne kvariti, truliti ili
pljesniviti. Plod se treba skladistiti u suhim i prozra¢nim prostorijama. lako je sjemenke

najbolje Cuvati u plodu do same sjetve, u vecini slucajeva to nije moguce (Bakari¢, 1983.).

Da bi se sprijeCila pojava gljivica Phytophthora, sjemenke se iz ploda oslobadaju

ispiranjem hladnom vodom. Prilikom ispiranja sve se Sture i nepravilno razvijene sjemenke
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odstranjuju. Kako bi sprijecili pojavu bolesti koje se prenose sjemenkama, sjemenke se
mogu prije suSenja mociti u toploj vodi (50 °C) u trajanju od 10 minuta, ili vodi u kojoj je

izmijeS$an neki od fungicida na bazi Tirama ili Kvintozena (Bakari¢, 1983.).

Poncirus trifoliata ima najveci postotak klijavog sjemena kada se uzima iz zrelog ploda.
Sjemenke su najosjetljivije na isusivanje, te za razliku od drugih vrsta podloga za agrume,
najbrze gube klijavost. Ukoliko su sjemenke samo jedan sat izlozene suncu, ili pak u
hladovini vise nego S§to treba, klijavost se znatno smanji. Iz tog razloga je pozeljno
sjemenke ostavljati u plodu sto je dulje moguce, po moguénosti do same sjetve. Nakon
ispiranja pozeljno je da se sjemenke suse u hladovini na prozra¢nom mjestu, ali se u tome
ne smije pretjerivati. SuSenje se prekida kada se utvrdi da su sjemenke dobile svoju

karakteristi¢nu svijetlo — sivu boju, te kada se primijeti da su na povrsini suhe.

Dobar nain cuvanja sjemena je stratificiranje. Stratificiranje je radnja kojom se
naizmjenicno redaju slojevi pijeska i sjemenki do oko 30 cm ukupne debljine. Temperatura

cuvanja sanduka sa stratificiranim sjemenkama je od 4 — 7 °C.

Sjemenke Poncirusa trifoliata mogu se Cuvati do sjetve u zatvorenim polietilenskim
vre¢icama u hladnjacama na temperaturi od 3 — 7 °C, uz poviSenu vlaznost (Bakaric,

1983.).

Citrusi se mogu razmnoZavati:
e cijepljenjem (kalemljenjem)
e polaganjem
e reznicama
e sjemenom
Trenutacno je u rasadnicima najzastupljenije razmnoZavanje cijepljenjem, i to okuliranjem.

Za podloge se obi¢no uzimaju gorka naranca (igaradia, Citrus aurantium) i Poncirus
(Poncirus trifoliata). Za razliku od gorke narance, Poncirus je mnogo otporniji na niskim
zimskim temperaturama. Pozitivne osobine ove podloge su: velika Sirina prilagodenosti,

lako razmnozavanje, te srednje bujan rast cijepa (kalema), koji dobro i dugo raste na
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podlozi. Sjeme se sije u ozujku i travnju u sjemeniste koje je dobro pripremljeno na isti

nacin kao 1 za drugo vo¢no sjeme.

Cijepljenje je proces unosenja vegetativnih dijelova — plemki s pupovima u podlogu. Prije
nego S$to se zapocne sezona cijepljenja nuzno je napraviti plan na¢ina i vremena cijepljenja,
te nabavku plemki kako bi se izbjeglo troSenje vremena ili suvisna, odnosno nedovoljna
berba plemki. Nuzno je unijeti sorte i klonove koji ¢e se 1 u koje vrijeme, te u kolikom
broju cijepiti. Takoder je potrebno pripremiti sav potreban pribor i pomo¢ni materijal za

cijepljenje te uskladiti organizaciju rada.

Nacini cijepljenja ovise o cilju, godiSnjem dobu i vrsti podloge. Cijepljenje podloge
Poncirus trifoliata provodi se u vrijeme kada ima dovoljno sokova, odnosno kada se bez
teSko¢a moze odvojiti kora od drveta. Najcesce je to u slobodnoj prirodi u proljece i jesen
kada ima dovoljno zrelih pupova — plemki za navrtanje. U zatvorenim prostorima
(staklenici 1 plastenici), cijepljenje je moguce tijekom cijelog vegetacijskog perioda, jer su

Klimatski i zemlji$ni uvjeti optimalni (Bakari¢, 1983.).

1.3.1. Okuliranje

Okuliranje na podlozi Poncirus trifoliata najuspjesnije je u jesen ili prolje¢e. Jedan od
naj¢es$¢ih 1 najuspjesnijih okuliranja u nas je okuliranje u obliku slova ,,T*. U tom se
procesu cijepljenja na podlozi rasijece kora u obliku slova ,,T* 1 u uzduZni procijep unose
pod koru pup s kratkim dijelom peteljke lista. Ako je doslo do uspjeSnog prijema pupa,
peteljka pozuti i uz lagani dodir opada nakon 8 — 10 dana. Ukoliko prijem nije bio
uspjesan, peteljka se zajedno s pupom osusi dobivaju¢i tamno — smedu boju. Moze se
dogoditi da peteljka nakon laganog dodira opadne, a pup jo$ neko vrijeme ostane zelen, da
bi se poslije toga posve osusio. Ukoliko se utvrdi da se pup poceo susiti ili se ve¢ osusio,
odmah se ponavlja okuliranje na suprotnoj strani. Strana svijeta na kojoj se okulira nije od

posebne vaznosti. Prevladava obicaj da se okuliranje obavlja s juZne strane.

Kada se okuliranje obavlja u proljece (travanj — svibanj) na tjeraju¢i pup, tada se
odsijecanje dijela krosnje podloge izvodi 10 — 15 dana nakon okuliranja. Prilikom
jesenskog okuliranja (kraj kolovoza i pocetak rujna) na spavajuéi pup, ova se radnja
obavlja u proljece, kojeg karakterizira pocetak kretanja vegetacije. Ostavlja se 10 — 12 cm

podloge iznad primljenog pupa, koji sluzi za vezivanje i uspravljanje mladog izbojka —



okulanta. Popustanje veza kojima je pup bio pri¢vrséen za podlogu obavlja se nakon 10 —
15 dana poslije proljetnog okuliranja te 30 — 40 dana poslije jesenskog okuliranja. Kao vez
koristi se plasti¢na traka — polietilenska ili polivilinska vrpca Sirine 1 cm, a debljine 0,1
mm. Okuliranje 1 drugi nacini cijepljenja obavljaju se u ranim jutarnjim ili popodnevnim
satima. Veliku ulogu u uspjehu okuliranja igra stanje i kvaliteta podloge. Najpovoljnija
visina na kojoj se obavlja okuliranje je izmedu Sest i deset centimetara od razine tla.

Sadnice na siromasnim tlima i visoko okulirane zaostaju u rastu i rodnosti (Bakari¢, 1983.).

1.3.2. Cijepljenje na isjecak

Ima prednosti $to se moze dulje vrijeme tijekom godine izvoditi i $to nije potrebno puno
soka u podlozi i plemci kao kod okuliranja u obliku slova ,,T“. Izvodi se tako §to se na
dijelu podloge ucini kosi rez duzine tri centimetra kojim se zahvaca tanki dio drva, a
ostavlja kosi isje¢ak duljine 1 — 1,2 cm. Identi¢an rez napravi se na plemki s tankim
dijelom drva i unosi na podlogu. Nuzno je da su iste debljine plemka i podloga. Nakon
toga se radi vezivanje s polietilenskom trakom. Daljnji proces rada jednak je kao i kod
okuliranja (Bakari¢, 1983.).

1.3.3. Cijepljenje sa strane pod koru

U Japanu se tradicionalno mandarina UnSiu naj¢eSce cijepi sa strane pod koru pravljenjem
ureza na podlozi u obliku slova ,, T, ili zasijecanjem u drvo. Obavlja se u proljece prije
kretanja vegetacije, ali u vrijeme kada se kora podloge lako odvaja od drva. MozZe se
provoditi ili krajem ljeta kada se obavlja cijepljenje na slovo ,,T. Cijepljene pod koru sa
strane (postrano navrtanje) provodi se tako da se kora na podlozi rasijece u obliku slova
,»T“ Na donjem dijelu plemke koso se odreze duzina oko 5 — 7 cm (plemka koja ima
obi¢no 2 — 4 pupa). Kada se plemka uvukla pod koru obavlja se vezivanje i premazivanje
cijepilnim voskom. Ovaj nacin cijepljenja ima prednosti kao §to su prvoklasne sadnice
tijekom jedne vegetacijske sezone 1 to Sto se koristi veliki dio plemke. Kod nas se ovaj
nacin cijepljenja u rano proljeCe moze provoditi samo u zatvorenim prostorima gdje su
osigurani povoljni temperaturni uvjeti. Takoder cijepljenje sa strane nije najprikladnije ni

krajem ljeta na otvorenim povr§inama, jer postoji moguénost da u ekstremno hladnijim



godinama dode do stradavanja plemki. Ovaj nacin je proSiren u Japanu gdje su znatno

povoljni mikroklimatski uvjeti i u toku zime (Bakari¢, 1983.).

1.3.4. Cijepljenje na most

Cijepljenje na most zapocinje se tako $to se koso u pravcu debla posadi 6 — 8 dobro
razvijenih podloga. Najcesce se obavlja tijekom proljeca. Na kori debla napravi se rez u
obliku obrnutog slova ,,T* u koje se uvlaéi prekinuti vrh podloge, te se ¢vrsto veze i
premaze cijepilnim voskom. Nuzno je ne dozvoliti da se na podlozi razviju novi izbojci.

Cijepljenjem na most moguce je starija stabla joS dugo Cuvati i koristiti.

U proizvodnji sadnica kod nas mogu se koristiti svi opisani nacini cijepljenja. Medutim,
koji ¢e se od nacina koristiti ovisi o sposobnosti i navikama proizvodaca. Kako bi se dobilo

Sto vise kvalitetnih sadnica trebali bi se koristiti svi nacini cijepljenja (Bakari¢, 1983.).

1.4. Virus tristeza (CTV virus) i simptomatologija

Virus CTV inficira sve vrste, sorte i hibride agruma (Dolja i sur., 2006.). Replicira se u
stanicama floema (Dawson i sur. 2015). S obzirom da se CTV ne prenosi sjemenom,
domacinske biljke koje rastu na vlastitom korijenu, tj. sjemenjaci, uglavnom ne pokazuju
simptome infekcije (Moreno i sur., 2008.). Rasprostranjenost virusa CTV u prirodi je
posredovana vektorima kukcima/lisnim uSima, dok je Sirenje infekcije na velike
udaljenosti uglavnom posljedica dva faktora, razvoja transporta brodovima i cijepljenja
inficiranog sadnog materijala na podlogu zbog osjetljivosti komercijalnih sorti citrusa na
gljivicu Phytophthora (Bar-Joseph i sur., 1979a., Moreno i sur., 2008.). S pocetka XIX
stoljeca, prijenos citavih biljaka, od kojih su neke bili asimptomatski nosioci virusa iz
podru¢ja podrijetla komercijalnih sorti agruma, doveo je do Sirenja virusa CTV (Dawson i
sur., 2015., Roistacher, 1981.). Bolest tristeza pocinje se biljeziti s pocetkom komercijalne
proizvodnje agruma, kada se radi povecanja produktivnosti i ublazavanja simptoma
infekcija gljiviénim patogenima, agrumi cijepe. Prve epidemija zabiljezena je 1930. godine
u Argentini, 1937. godine u Brazilu, zbog ¢ega je bolest dobila ime tristeza, §to na
portugalskom znaci tuga (Moreno i sur., 2008., Bar-Joseph i sur., 1979b.). Ova bolest ne

ubija drvece, ali dovodi do krzljanja i smanjenog prinosa kultivara na svim podlogama
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(Dawson i sur., 2015.). S virusom CTV povezuje se i sindrom zutice sjemenjaka (seedling
yellows) koji se javlja kod sadnica gorke narance, grejpfruta i limuna (McClean i Van der
Plank, 1955.). Smatra se da je danas svako uzgojno podrucje agruma u svijetu potencijalno

ozbiljno ugrozeno bolescu tristeza.

U Europi je prisutnost virusa CTV najznacajnija na podruc¢ju Mediterana (Bar-Joseph i
sur., 1983.). Virus je detektiran u Turskoj, Spanjolskoj, Izraelu, Francuskoj i drugim
uzgojnim podrué¢jima (Slika 3.). CTV je u Hrvatskoj prvi put dokazan 1986. godine u
plemkama mandarine Un$iu - C. unshiu (Davino i Catara, 1986.), komercijalno
najinteresantnije vrste u naSim uzgojnim uvjetima. SeroloSke analize provedene 1990.
godine potvrdile su visoku ucestalost inficiranosti stabala iz mati¢énog nasada agruma
(Sari¢ i Duli¢, 1990.). Veéina agruma u Hrvatskoj je cijepljena na podlogu Poncirus
trifoliata (L.) Raf., zbog Cega je infekcija uglavnom asimptomatska, pa se virus nesmetano
rasprostranjivao u sva uzgojna podruja juzne i srednje Dalmacije razmjenom i
cijepljenjem inficiranog materijala (Cerni 2009.). Uvjeti koji su bili prisutni na nasem
podrucju (pojava smede usi agruma, blagi CTV genotipovi, cijepljenje na podloge koje su
osjetljive na infekciju, potencijalno velika varijabilnost hrvatskin CTV izolata) pogodovali
su rasprostranjivanju virusa i procjena je da bi virusne varijante prisutne na nasim
prostorima mogle predstavljati ozbiljnu prijetnju nasadima agruma u mediteranskim

zemljama.

Citrus tristeza virus (CTV000

Slika 3. Geografska distribucija virusa CTV
(Izvor: https://gd.eppo.int/taxon/CTV000/distribution).
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Sindrom brzog propadanja i smrti stabala (bolest tristeza u uZem smislu), rezultira brzim
propadanjem i smréu brojnih komercijalno znacajnih vrsta agruma. Zarazeno drvo
pokazuje gubitak korijenske mase, zaustavljanje ili slab rast, odumiranje, klorozu listova,
smanjenu veli¢inu ploda, gubitak listova, simptome deficita minerala i na kraju propada.
izrazeniji je kod starijih stabala, dok mlade biljke obi¢no ostaju slabo razvijene (Slika 4., A
i B). Kod mladih agruma obi¢no se javlja zutica sjemenjaka, generalno u visokom postotku
u staklenicima i kod vr$no cijepljenih biljaka na terenu (Harper i sur., 2014., Wallace i
Drake, 1972.). Poslije nekoliko mjeseci, drvece s manje teskim simptomima moze nastaviti

normalan rast.

Slika 4. Sindrom brzog propadanja i smrti stabala (Izvor: https://www.researchgate.net/)

Kod jamicavosti (Slika 5., G) uzrokovano virusom CTV, ispod izoliranih, ulegnutih
podrucja kore, jamicavost uzrokuje razvoj dubokih jamica u drvu biljke, $to kroni¢no
ograniCava rast 1 razvoj agruma, izaziva znacajnu redukciju snage biljke, izrazen je
patuljasti rast i nizak prinos plodova neadekvatnih za trziSte. Jamicavos¢u izazvan
neprofitabilan rast razli¢itih komercijalnih sorti agruma obi¢no ne uzrokuje smrt stabla, ve¢

velike ekonomske gubitke (Dawson i sur., 2015., Harper i sur., 2014.).

Prosvjetljenje lisne nervature povremeno se moze Vidjeti na poljima, ali je Cesta
karakteristika na koju se nailazi tijekom bioloSkih analiza CTV izolata u staklenicima
(Dawson i sur., 2015.). Intenzitet simptoma je ve¢i kod mladih listova i smanjuje se kako
ojaCavaju. Intenzivno prosvjetljenje lisne nervature ponekad je praceno oplutnjavanjem,
smanjenjem veli¢ine lista i zuticom cijelog lista (Slika 5., F i H).
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Slika 5. Simptomi jamicavosti i prosvjetljenje lisne nervature

(Izvor: https://www.researchgate.net/)

1.5. Mikropropagacija agruma — kultura tkiva in vitro

RazmnoZavanja podloga za agrume u rasadnicima vec¢inom je bazirano na proizvodnji
nucelarnih biljaka. Posljednjih 20 godina dosta se paznje pridodaje moguénosti
razmnozavanja pojedinih podloga pomoéu reznica. Mikropropagacija je u pojedinim
zemljama svijeta postala uobi¢ajena metoda jer pruza potencijal u masovnoj proizvodnji uz

prevladavanje nedostataka nucelarnog razmnozavanja.

Agrumi predstavljaju jednu od vaznih skupina voca diljem svijeta, a razmnozavaju se vrlo
teSko. Vegetativno razmnozavanje citrusa danas se uglavnom izvodi cijepljenjem pupova
na odredenu podlogu. Uslijed velikih gubitaka zbog Phytophthore, virusa tristeza (CTV),
povecao se interes oplemenjivaca u iznalaZenju rezistentnih podloga za citrusa. Potencijal
konvencionalnih metoda u oplemenjivatkom programu limitiran je fizioloskim
¢imbenicima kao §to je heterozigotnost, inbreeding, nucelarna poliembrionija i juvenilnost.
U takvim uvjetima napredna tehnika kulture tkiva in vitro pruza alternativu za masovnu

proizvodnju rezistentnih potomaka elitnih genotipova podloga za agrume.

Mikropropagacija podloga agruma je zahtjevna, a uspjeh ovisi o nekoliko ¢imbenika:
genotip, starost eksplantata, hranjiva podloga i koncentracija biljnih regulatora rasta koji

utjecu na sposobnost regeneracije.

Najbolji rezultati proliferacije uglavnom se postizu koriStenjem pocetnog eksplantata
(inicijalni, bazni materijal) s biljke u juvenilnoj fazi. Vecina protokola in vitro
organogeneze pojedinih podloga za agrume razvijeno je iz epikotila ili nodijalnih
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segmenata nastalih upravo s juvenilnih eksplantata (Molina i sur., 2007.; Tong i sur.,
2009.; Germana i sur., 2011.; Marques i sur., 2011.).

Eksplantati u mikropropagaciji agruma su najceSc¢e: nodijalni segmenti (Kumar i sur.,
2014.), aksilarni izdanci (Tallon i sur., 2012.), vrh izdanka (Sharma i sur., 2009.), zreli
pupoljak stabljike (Kanwar i sur., 2013.), dijelovi korijena (Sim i sur., 1989.) i lista
(Yelenosky, 1987.). Rezultati uspjeSnosti pojedinih tipova eksplantata variraju ovisno o

genotipu.

Fitohormoni ili biljni regulatori rasta imaju vrlo vaznu ulogu u regeneraciji, multiplikaciji i
rizogenezi biljaka in vitro. Citokinini kao $to su BAP, Kinetin, TDZ, 2iP, najées¢e se
koriste u fazi multiplikacije i indukcije izdanaka, dok se u indukciji rizogeneze koriste
auksini NAA, IBA, 1AA i 2.4-D. BAP je vrlo stabilan i jeftin citokinin te se najcesce
upotrebljava u in vitro organogenezi podloga za agrume (Costa i sur., 2004.; Germana i

sur., 2008.). Optimalna koncentracija takoder varira ovisno o genotipu.

Benefiti bilo koje metode mikropropagacije mogu biti potpuno realizirani uspjeSnim
transferom biljaka iz in vitro u ex vitro okolisne uvjete. Sterilni supstrat i uvjeti visoke
vlage unutar staklenika s temperaturom 25 — 27 °C uspjesni su u aklimatizaciji (Starrantino
i Caruso, 1987.). Murkute i sur., (2008.) iznose uspje$nu aklimatizaciju na kokosovim
vlaknima, Sen i Dhawan, (2008.) na mjeSavini supstrata i agropa, a Sharma i sur., (2009.)

supstrata i pijeska.

Iz iznesenih podataka vidljiv je napredak u in vitro razmnozavanju podloga za agrume.
Medutim, potrebno je izna¢i preinake u cilju smanjenja troSkova proizvodnje i rizika u
varijabilnosti proizvedenih biljaka. Ekonomska analiza i/ili benefiti biljaka nastalih
mikropropagacijom u literaturi nisu poznati. Procjenjuje se da faza ukorjenjivanja in vitro
¢ini 35 do 75 % ukupnih troskova mikropropagacije. Stoga je potrebno dati prednost onim
sustavima koji koriste jedan, odnosno istodobnu fazu rizogeneze i aklimatizacije koje bi
znatno smanjilo troSkove mikropropagacije. Ovakva rjeSenja leZe u koriStenju suvremenih
imerznih bioreaktora (TIB sustavi) nove generacije koji su trenutno vrlo aktualna

istrazivacka tematika diljem svijeta.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. Opis labaratorija i cilj istrazivanja

Istrazivanje u cilju mikropropagacije vegetativne podloge agruma Poncirus trifoliata Raf.
provedeno je u in vitro labaratoriju za voéarstvo na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti
Osijek (FAZOS) tijekom 2020. godine.

U laboratorija se vrSe mnoga in vitro istrazivanja na raznim voénim vrstama (malina, orah,
borovnica, paulovnija, lijeska, vegetativne podloge za tresnju, viSnja, goji, itd.). Katedra se
bavi razvijanjem i poboljsanjem protokola u cilju razvoja oplemenjivackog i selekcijskog
rada u vocarstvu, edukacijom studenata, proizvodnjom sadnog materijala i sekundarnih
metabolita. Labaratorij posjeduje svu opremu potrebnu za uspje$no provodenje
mikropropagacije (laminarni stol/kabinet — slika 6., autoklav, mijesalica, pH metar,
sterilizator, pincete, skalpeli, teglice, TIB SETIS® sustav bioreaktora, itd.), mati¢ni biljni
materijal (mati¢njak — prijavljen u centru za rasadni¢arstvo HAPIH), prostor za
aklimatizaciju i klima komoru s kontroliranim uvjetima potrebnim za razvoj biljaka u

pojedinim fazama mikropropagacije.

Slika 6. Laminarni kabinet - asepti¢ni uvjeti, FAZOS (Izvor: Bosnjak, 2020.)
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2.2. Postavljanje istraZivanja, sterilizacija i tretmani u pokusu

S mati¢nih biljaka Poncirus trifoliata Raf. koje se nalaze u atriju Fakulteta (Slika 7.) uzete

su grancice koje su prenesene u labaratorij na daljnju disekciju i sterilizaciju.

Slika 7. Mati¢njak voénih vrsta, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)

U labaratoriju je izvrSena disekcija grancica na nodijalne segmente s aksilarnim pupom

veli¢ine oko 2 cm (Slika 8.), nakon ¢ega je uslijedilo uspostavljanje asepti¢ne kulture.

SO

Slika 8. Disekcija nodijalnih eksplantata, FAZOS (lzvor: Horvat, 2020.)
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Sterilizacija biljnog materijala obavila se prema sljede¢em protokolu:

v
v

\

ispiranje eksplantata 10 minuta pod teku¢om vodom

uranjanje eksplantata u mjeSavinu antibiotika kasugamicin 1 ml/l + amoksicilin 0.1
g/l kroz 15 minuta (magnetna mijesalica)

uranjanje eksplantata u mjeSavinu fungicida fosetil/folpet 3 g/l + kaptan 3 g/l kroz
15 minuta (magnetna mijesalica)

uranjanje eksplantata u Previcur 5% kroz 30 minuta (magnetna mijeSalica)
uranjanje eksplantata u etanol 70% na jednu minutu

uranjanje eksplantata u NaOCI (10% cekina) + Tween 80 (2 kapi) kroz 15 minuta
(magnetna mijesalica)

ispiranje u tri sterilne vode (sterilni uvjeti laminarne komore)

uvodenje (inicijacija) u sterilne epruvete s hranjivim medijem (sterilni uvjeti

laminarne komore)

U istraZivanju je koriStena hranjiva podloga MS (Murashige i Skoog, 1962.) proizvodaca

Duchefa Biochemie B.V., Nizozemska. Detaljan sastav hranjive podloge u istrazivanju

nalazi se u tablici 1.

Tablica 1. Sastav hranjive podloge MS, (Izvor: Duchefa catalogue, 2010-2012.)

MICRO ELEMENTS

mgy (1)
CoCl.&H,0 0.025 0.11
EuSCL.S-I-i:D 0.025 0.10
FeMaEDTA 3670 100.00
H_BO. 620 100.27
Kl 0.83 5.00
MnS0,. HO 16.90 100.00
Ma,Mo0, 2H.0 0.25 1.03
InS0,. TH,O B.60 2091

MACRO ELEMENTS

mgy mid
Call, 332.02 2.99
KH, PO, 170.00 1.25
KM, 190000 18.79
Mgs0, 180.54 1.50
WH,ND, 165000 20061

Total concentration Micro and Macno elements: 420209 mgd

WVITAMINS
mgy (1)
Glycine 2.00 2664
miyo-Inositol 100.00 L5404
Micotinic acid 0.50 406
Pyridoxine HCI 0.50 2.43
Thiamine HCI 0.10 0.20
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Svi tretmani obuhvacali su podjednaku koncentraciju uévrséivaca agara (6.3 g/l), a pH

vrijednost medija prije autoklaviranja je podesena na 5.8.
Tretmani (T) su se razlikovali po vrsti i koncentraciji dodanih biljnih hormona:

» T1=MS+1mg/l BAP +0.1 mg/l IBA
= T2=MS+ 1mg/l Zeatin
= T3=MS+0.5GA;3

Svaka epruveta sadrzavala je 10 ml hranjivog medija, a svaki tretman ukljucivao je 10
eksplantata (ukupno 30 eksplantata/epruveta). Svi tretmani su autoklavirani na 120 °C,
kroz 20 min. pri tlaku od 1.2 bara. Nakon inicijacije eksplantata u sterilnim uvjetima
laminarne komore (Slika 9.), svi tretmani (epruvete) postavljeni su u kontrolirane uvjete

klima komore na rezim svjetlosti 16/8 i temperaturu od 24 °C kroz 30 dana.

Slika 9. Inicijacija eksplantata u pokusu, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)

2.3. Mjerenja u istraZivanju

Nakon 30 dana kulture pristupilo se mjerenju ucinkovitosti pojedinih tretmana (biljnih
hormona) na uspjesnost proliferacije (organogeneze), mjerena je stopa kontaminacije i
testirana najidealnija kombinacije u daljnjoj fazi - multiplikaciji.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. U¢inkovitost tretmana u proliferaciji (organogeneza) nakon 15 dana

Nakon 15 dana kulture pristupilo se mjerenju stope proliferacije, jake proliferacije i
kontaminacije po pojedinim tretmanima (Tablica 2.).

Tablica 2. Rezultati uspjesnosti proliferacije nakon 15 dana kulture

T1 (BAP + IBA) T2 (Zeatin) T3 (GAs)
Proliferacija 90 % 80 % 50 %
Kontaminacija 30 % 50 % 10 %
Jaka proliferacija 30 % 10 % 0%

Iz tablice 2. i slike 10. vidljivo je da je T1 (BAP + IBA) rezultirao najve¢om stopom
proliferacije od 90 %, a vrlo jaka proliferacija zabiljezena je na 30 % eksplantata.

Kontaminacija je zabiljeZena takoder na 30 % eksplantata.

Slika 10. Organogeneza eksplantata - tretman T1 (BAP+IBA), FAZOS
(Izvor: Horvat, 2020.)
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Tretman T2 (Zeatin) inicirao je proliferaciju na 80 % eksplantata, a samo na jednom (10
%) vrlo jaku proliferaciju. Kontaminacija je iznosila 50 % (Tablica 2., Slika 11.).

Slika 11. Organogeneza eksplantata - tretman T2 (Zeatin), FAZOS (lzvor: Horvat, 2020.)

Tretman koji je uklju¢ivao GAsz (T3) uspio je inicirati proliferaciju na 50 % eksplantata, s
najmanjom kontaminacijom od svega 10 % (jedan eksplantat). Na tretmanu T3 nije

zapazena jaka proliferacija eksplantata (Tablica 2, Slika 12.).

Slika 12. Organogeneza eksplantata - tretman T3 (GA3), FAZOS (lzvor: Horvat, 2020.)
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3.2. U¢inkovitost tretmana u proliferaciji (organogeneza) nakon 30 dana

Nakon 30 dana pristupilo se zavrSnom mjerenju ucinkovitosti pojedinih tretmana u
organogenezi eksplantata. U narednith 15 dana doSlo je do odumiranja pojedinih
eksplantata uslijed kontaminacije ili drugih stresnih uvjeta (medij, hormoni, okolis$ni uvjeti,

itd.) tijekom kulture.

Tablica 3. Rezultati uspjesnosti proliferacije nakon 30 dana kulture

T1 (BAP + IBA) T2 (Zeatin) T3 (GA3)
Kontaminacija 70 % 80 % 90 %
Zivo 70 % 20 % 10 %
Nezivo 30 % 80 % 90 %
Zdravo 30 % 20 % 10 %

Prema tablici 3. najbolji rezultati zabiljezeni su na tretmanu T1 koji je ukljucivao
kombinaciju citokinina BAP i auksina IBA (Slika 13.). Na ovom tretmanu zabiljezena je
najmanja stopa kontaminacije od 70 % i stopa odumrlih eksplantata od samo 30 %.
Uspjesnost tretmana iznosi 30 %, odnosno na kraju ciklusa imali smo 3 zdrava eksplantata

s dovoljno inicirane biomase (izdanaka) za daljinu multiplikaciju.

Ostala dva tretmana (T2 i T3) uspjeli su takoder inicirati jedan (10 % - T3) i dva (20 % -
T2) zdrava eksplantata sposobna za daljnju multiplikacija. Na Zalost na oba tretmana
zabiljezena je velika smrtnost eksplantata nakon 30 dana kulture (T2 — 80 % i T3 — 90 %)
pretpostavljamo uslijed visoke stope kontaminacije.

Slika 13. Zdravi eksplantati - T1 tretman nakon 30 dana, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)
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3.3. Multiplikacija eksplantata

Inicirani i zdravi eksplantati tretmana T1 ukljuceni su u daljnju fazu multiplikacije na istoj

podlozi i s istim koncentracijama hormona — BAP i IBA (Slika 14.).

Slika 14. Eksplantati tretmana T1 ukljuceni u daljnju fazu multiplikacije, FAZOS
(Izvor: Bosnjak, 2020.)

Nakon 30 dana kulture svi eksplantati inicirali su dovoljno biomase potrebne za daljnju
multiplikaciju ili fazu rizogeneze. Multiplikacija je iznosila 3.7, odnosno od jednog
eksplantata nakon 30 dana kulture nastala su 4 nova eksplantata. Nakon nekoliko uspje$nih
ciklusa multiplikacije stvoren je zavidan broj novih biljaka na kojim ¢e se obavljati druga

tematska istrazivanja (Slika 15.).

Slika 15. In vitro kultura Poncirus trifoliata Raf., FAZOS (lIzvor: Bosnjak, 2020.)
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3. ZAKLJUCAK

Na osnovi iznesenih rezultata istrazivanja, mozemo zakljuciti sljedece:

» U rasadnic¢koj proizvodnji vaznu ulogu ima kontinuirano uvodenje suvremenih in

vitro metoda klonskog razmnozavanja reprodukcijskog materijala.

= Poncirus trifoliata Raf. je najzastupljenija i najvaznija podloga mandarine UnSiu u

Hrvatskoj i drugim proizvodnim zemljama svijeta.

* Tretman T1 koji je uklju¢ivao kombinaciju citokinina BAP (1mg/l) i auksina IBA
(0.1 mg/l) rezultirao je najve¢om stopom proliferacije nakon 15 dana (90 %), vrlo

jaka proliferacija zabiljeZena je na 30 % eksplantata.
= U narednih 15 dana (kraj ciklusa) doslo je do odumiranja pojedinih eksplantata
uslijed kontaminacije ili drugih stresnih uvjeta tijekom kulture (T3 — 90%

kontaminacija).

= Nakon 30 dana kulture na tretmanu (T1) zabiljezena je najmanja stopa

kontaminacije (70 %) i najmanje odumrlih eksplantata (30 %).

= Zdravi eksplantati T1 tretmana ukljuceni su u daljnju fazu multiplikacije.

* Nakon nekoliko uspjeSnih ciklusa multiplikacije dobiven je dovoljan broj novih

zdravih biljaka na kojim ¢e se obavljati brojna druga istraZivanja.
= Kombinacija citokinina BAP i auksina IBA sa sigurno$¢u mozemo reéi da je vrlo

ucinkovita u organogenezi nodijalnih eksplantata, odnosno daljnjoj in vitro

multiplikaciji vegetativne podloge agruma Poncirus trifoliata Raf.
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