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1. UVOD

Uzgoj borovnice u Hrvatskoj dozivio je znacajan porast u posljednje tri godine, potaknut sve
vec¢om potraznjom na domacem i inozemnom trziStu. Ovaj trend prati globalne promjene u
potroSackim navikama, gdje se borovnica sve vise prepoznaje kao "supervoce" zbog svojih
nutritivnih i zdravstvenih prednosti. Hrvatska je zabiljezila znacajno povecanje povrsina pod
nasadima borovnice, posebno u kontinentalnom dijelu zemlje, gdje su klimatski uvjeti
pogodni za njen uzgoj. Podruc¢ja poput Slavonije, Zagorja i Gorskog kotara postaju sve
popularnija za uzgoj ove kulture. Uzgoj borovnice zahtijeva specificne uvjete, ukljucujuci
kisela tla i1 sustave za navodnjavanje. Proizvoda¢i u Hrvatskoj podizu nasade s
visokokvalitetnim kultivarima koji su trazeni na trzistu, odnosno uzgajaju kultivare koje daju
krupnije plodove i1 dulje sezonsko razdoblje berbe koje je klju¢no za povecanje
konkurentnosti na trziStu. Hrvatska vlada 1 Europska unija kroz razne programe subvencija
1 potpore potic¢u nove ili buduce proizvodace borovnice.

Takoder posljednjih godina doslo je i do povecanja znanstveno-istrazivackog interesa
vezanog za uzgoj borovnica, posebno u kontekstu otpornosti na klimatske promjene,
poboljsanja kvalitete plodova i1 optimizacije tehnika uzgoja. Istrazivacke institucije u
Hrvatskoj provode studije koje se bave inovacijama u mikropropagaciji, tehnologijama

uzgoja i nutritivnoj vrijednosti borovnica.

Efektivni  mikroorganizmi  (EMO) predstavljaju  mjeSovite kulture  korisnih
mikroorganizama, a primarno se koriste u poljoprivredi 1 hortikulturi u razne svrhe,
ukljucujuc¢i poboljSanje zdravlja tla i otpornosti biljaka. Njihova primjena u kulturi biljnog
tkiva in vitro nije uobicajena niti Siroko istrazena. Razlog tome je specificna priroda in vitro
tehnika koja =zahtijeva strogo kontrolirane 1 asepticne uvjete gdje prisutnost

mikroorganizama, ukljucujuéi i korisne moze biti vrlo Stetna.

Cilj ovog diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje primjena EMO u fazi rizogeneze 1
aklimatizacije borovnice (Vaccinium corymbosum L.) iz in vitro u ex vitro uvjete. U
posljednjoj fazi mikropropagacije, odnosno u fazi aklimatizacije na ex vitro uvjete EMO
mogu imati znac¢ajnu ulogu. Prilikom premjestanja biljaka iz sterilnog okruzenja (in vitro) u
tlo, EM mogu doprinjeti poboljSanju bioloskih karakteristika supstrata, odnosno mikrobnom
okruzenju oko korijena, poboljsati razvoj korijena, povecati dostupnost i apsorpciju

hranjivih tvari i zastitu od patogena, itd.



U prvom dijelu diplomskog rada kroz pregled literature iznesene su novije spoznaje o
globalnoj proizvodnji borovnice (Vaccinium corymbosum L.), fazama razvoja korijena te
prilagodbe biljke na ex vitro uvjete, kao i o primjeni efektivnih mikroorganizama u kulturi
biljnog tkiva. Kroz poglavlje materijali i metode detaljno je opisan nacin provodenja
istrazivanja, primijene tretmana i mjerenja promatranih parametara. Analiza rezultata i
rasprava omogucile su donoSenje zaklju¢ka o uspjeSnosti pokusa, odnosno moguénosti i
utjecaju primjene efektivnih mikroorganizama u fazi rizogeneze i aklimatizacije borovnice

(Vaccinium corymbosum L.) in vitro.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Borovnica — Vaccinium corymbosum L.

Rod Vaccinium broji oko 450 vrsta. Medu njima se najviSe istice americka borovnica
(Vaccinium corymbosum L.) kao heterozigotna i poliploidna vrsta. Jedna je od vodecih
Vaccinium vrsta koje su kultivirane u 20. stoljec¢u (Song, 2015.). Porijeklom je iz Sjeverne
Amerike 1 isto¢ne Azije. lako se uzgaja malo viSe od 100 godina, po godiSnjoj proizvodnji,
od bobicastih kultura, samo jagode biljeze vece brojke (Zhang i sur., 2021.). Svjetska
proizvodnja borovnica je u konstantnom porastu. Najveci proizvodaci su zemlje americkih
kontinenata kao $§to su: SAD, Kanada, Cile, Peru i Meksiko. One ¢&ine 80,7 % ukupne

svjetske proizvodnje (Grafikon 1.).
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Grafikon 1. Svjetska proizvodnja borovnice (1999. —2022.)
(Izvor: FAOSTAT, 2024.)

Na Europu otpada samo 16,1 % proizvodnje kojoj najvise pridonose Spanjolska, Francuska,
Poljska i Njemacka. Kultivare mozemo podijeliti u 2 grupe: ,,highbush* ili visokogrmolike
americke borovnice (zahtijevaju period 800 — 1000 sati hladnih vremenskih uvjeta) 1
»lowbush* niskogrmolike (150 — 800 sati). Neki od znacajnijih kultivara su: Bluecrop,
Chandler, Bluegold, Liberty, Duke, Spartan, Aurora, Patriot, Toro, itd.

(https://www.tecnologiahorticola.com/variedades-arandanos/). Vrijedi napomenuti da su svi

navedeni kultivari americke borovnice (visokogrmoliki tip). Ova biljka ima Siroki spektar



primjene. Osim §to se koristi u kulinarstvu (Song i Sink, 2006.), nalazi primjenu u medicini
1 ukrasavaju okoliSa (Debnath i sur., 2020.). Lako se prepoznaje po malim, okruglim i
mesnatim plodovima koji sadrzavaju visoke razine antioksidativnih spojeva poput fenola,
tanina i1 flavonoida. Takoder sadrze antocijane i karotenoide koji su zasluzni za boju ploda
(Debnath i sur., 2020.). S nutricionistickog stajalista, borovnice su bogate vodom i Se¢erima,
posebice glukozom i fruktozom, iako drugi Seceri poput galaktoze i ramnoze mogu biti
prisutni, naj¢es¢e su u obliku Se¢ernih komponenti povezanih s fenolnim spojevima
(Schuchovski 1 Biasi, 2019.). Od istrazivanog voc¢a i povrca, borovnica je prepoznata kao
jedan od najbogatijih izvora antioksidansa (Litwinczuk, 2013.). Razine antocijanina se kre¢u
od 387 do 487 mg/100 g svjezeg ploda (Kalt i sur., 2020.). Slijedom navedenog, dolazi do
ekspanzije u trzistu borovnice te se biljezi povecana potraznja za americkom borovnicom 1
njenim kultivarima tijekom zadnjih nekoliko desetlje¢a (Cappai i sur., 2020.). Borovnica
takoder ima utjecaj na regulaciju Secera u krvi, smanjenje oksidativnih procesa - stresa, ima

protuupalno djelovanje te pomaze u prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Kalt i sur., 2020.).

In vitro tehnika razmnoZzavanja je vrlo u¢inkovita za brzu i masovnu proizvodnju visoko
kvalitetnog sadnog materijala i ocuvanje genfonda Vaccinium vrsta (Ostroluckd i sur.,
2007.). Borovnica se tradicionalno vegetativno razmnozava tehnikom iz reznica
(Harutyunyan 1 sur., 2022.), ali zbog niskog postotka ukorjenjivanja ova metoda nije
prikladna za sve kultivare. Stoga se ne smatra optimalnom za brzo razmnoZzavanje poc¢etnog
materijala ili uvodenje novih kultivara u komercijalnu proizvodnju (Fan i sur., 2017.).
Prednost ovog nacina ocituje se u dobivanju jednolikog sadnog materijala genetski
identicnog maticnoj biljci (Mazurek 1 sur., 2023.). Pored toga, navedena metoda ima 1
odredena ograni¢enja. Mazurek i sur., (2023.) iznose da su tradicionalne metode propagacije
spore, zahtijevaju puno rada i ovise o vremenskim uvjetima i godiSnjem dobu. Utjecaj
vanjskih vremenskih prilika (klima — mraz, tu¢a, izmrzavanja, poplave i dr.) moze uvelike
nastetiti cjelogodiSnjoj proizvodnji sadnica i sprijeCiti proizvodnju. In vitro tehnikom
stvaramo biljke koje imaju pojacan rast i grananje dok tradicionalno razmnozene jedinke
stvaraju plodove s ve¢im razinama antioksidativnih spojeva (Jamieson i Nickerson, 2003.;
Mazurek i sur., 2023.). Miller i suradnici (2006.) su zakljucili da je mikropropagacija
najbolja metoda razmnozavanja borovnica s aspekta uspjeSnosti rizogeneze. Medutim,
mikropropagacija zahtijeva znacajno vecu cijenu proizvodnje (Jamieson i Nickerson, 2003.).
Uzimajuéi sve navedeno u obzir, izbor metode razmnozavanja ¢e ovisiti o specificnom cilju

uzgoja i pozeljnim karakteristikama vocke.



Mikropropagacija je jedna od najboljih metoda za brzo razmnozavanje biljaka (Litwinczuk,
2013.) i smatra se najucinkovitijom za masovnu produkciju novih klonova tijekom cijele
godine (Mazurek 1 sur., 2023.). Pojedina istrazivanja na mikropropagaciji borovnice iz
aksilarnih izdanaka (Fan 1 sur., 2017.; Schuchovski i Biasi, 2019.; Cappai i sur., 2020.;
Hernéndez 1 sur., 2024.) iznose da su biljke nastale ovom tehnikom (mikropropagacija) u
usporedbi s tradicionalnom metodom (Shi i sur., 2017.) rezultirale boljom rizogenezom i
ve¢im prinosom. Kulturom tkiva, mikropropagacijom razmnozavanje biljaka odvija se u
kontroliranim uvjetima kojim minimaliziramo rizik u prenoSenju patogena, odnosno
omogucujemo lakSu proizvodnju zdravog sadnog materijala (Litwinczuk, 2013.;

Schuchovski i Biasi, 2019.; Cappai i sur., 2020.).

2.2. In vitro — faza rizogeneze/ukorjenjivanje

In vitro rizogeneza predstavlja jednu od klju¢nih faza mikropropagacije. U ovoj fazi koju
odlikuju asepticni uvjeti 1 velika dostupnost hraniva dolazi do kontrolirane proliferacije
biljnih stanica/tkiva koje je popra¢eno indukcijom i formiranjem korijena u cilju lakse
aklimatizacije i1 kasnijeg prenoSenja u polje. Na proces ukorjenjivanja utjeCe nekoliko
faktora: hranjivi medij, vrsta i koncentracije auksina, fizioloSki status izdanaka te okoliSni
uvjeti poput vlage, temperature 1 svjetlosti (Jagietto-Kubiec 1 sur., 2021.). Ludwig-Miiller,
2000. iznosi da su najcesc¢i koristeni auksini u in vitro poticanju i razvoju korijena: Indol-3-
octena kiselina (IAA) i Indol-3-masla¢na kiselina (IBA). Koncentracije auksina u hranjivom
mediju potrebno je pazljivo prilagoditi kako bi postigli Zeljeni ucinak i izbjegli negativne
utjecaje poput pretjerane formacije kaulsa ili deformacije korijena (Ludwig-Miiller, 2000.).
Ex vitro rizogeneza/ukorjenjivanje moze se provesti bez uporabe auksina ili prethodnog
uranjanja u otopinu IBA. Takav nacin rada smanjuje troskove, ali ovaj proces je ¢esto sporiji
u odnosu na in vitro gdje je smanjen rizik od bolesti i1 utjecaja okoli$nih stresora (Georgieva

1 Kondakova, 2021.).

Napredak u kulturi tkiva tijekom posljednjih godina ukazuje na razvoj novih pristupa s
ciljem povecanja u€inkovitost in vitro rizogeneze. Pojedina istrazivanja govore o koristenju
rizobakterija koje pospjesSuju razvoj korijena (Koyama 1 sur., 2019.; Che 1 sur., 2023.),
primjenjuju se biostimulatori 1 poboljSivaci rasta (Debnath, 2009.) te se manipulira
mikrookoliSem oko eksplantata kako bi se optimizirala indukcija i razvoj korijena (Che 1
sur., 2023.). Mikrobi koje su povezani s korijenom borovnice imaju klju¢nu ulogu u

prilagodbi na kisela tla i ogranicavanju unosa hraniva iz tla. To¢nije, simbiotske reakcije s



mikoriznim gljivama olakSavaju unos hranjivih elemenata iz tla kao Sto je fosfor ¢iji je unos
Cesto ogranicen u kiselim tlima (Che i sur., 2023.). Enagbonma i sur. (2023.) pronalaze da
rizosferne bakterije takoder pridonose rastu biljaka i otpornosti na stresne uvjete kroz
mehanizme kao $to su fiksacija dusika, proizvodnja fitohormona i suzbijanje patogena koji

se prenose tlom (Slika 1.).

Otapanje i transport Ni P iz tla W Antibiotici
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% 1 E
=) / &

Povecanje unosa minerala ’ o Natjecanje s vlastitim resursima

Proizvodnja fitohormona =« - | Inducirana obrana

Mikrobi povezani s korijenom

Slika 1. Interakcija mikroba s korijenom

(prilagodeno po Enagbonma i sur., 2023.)

2.3. In vitro — faza aklimatizacije

Aklimatizacija predstavlja kriticnu fazu u mikropropagaciji kako borovnice, tako i drugih
biljnih vrsta. Ona podrazumijeva prilagodbu biljaka nastalih u kontroliranom okolisu
laboratorija (in vitro) na nekontrolirane uvjete polja ili staklenika (ex vitro). Tijekom ove
faze, bilj¢ice se postupno izlazu ambijentalnom svjetlu, vlazi, temperaturi i drugim
¢imbenicima koji ¢e pomoc¢i u adaptaciji i napretku u novoj okolini (Meneses i sur., 2022.).
Pazljivo upravljanje i pra¢enje navedenih parametara nuzni su za uspjesnost i prezivljavanje
biljaka. Cimbenici kao §to su uéestalo zalijevanje, koncentracije hraniva i mjere suzbijanja

patogena moraju se prilagoditi u cilju optimalnog rasta i razvoja biljaka (Meneses 1 sur.,



2022.; Wang i sur., 2023.). Takoder pozeljno je osigurati odgovarajucu zasjenu i zastitu od
vremenskih nepogoda kako bi smanjili stres na biljni materijal (Litwinczuk i Wadas, 2008.;
Meneses i sur., 2022.; Wang 1 sur., 2023.).

Meneses 1 sur., (2022.) iznose pozitivne ucinke treseta na fazu aklimatizacije V. floribundum
(Slika 2.), odnosno biljke koje su bile uzgajane na tresetnom supstratu rezultirale su

najve¢om stopom prezivljavanja (100 %) dok su one uzgajane u ,,paramo* crnici imale 70

% prezivjelih jedinki.
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Slika 2. V. floribundum u ex vitro uvjetima nakon 1 dana (A) i 6 mjeseci (B)

(preuzeto iz Meneses i sur., 2022.)

Nadalje, Cobo 1 sur., (2018.); Meneses 1 sur., (2022.) iznose da su biljke u tresetnom
supstratu imale dvostruko veci porast od onih u ,,pdramo* crnici. Fizikalna i kemijska
svojstva treseta, poput fine strukture, male teZine, poroznosti i neutralnog pH vjerojatno

pridonose pravilnijem rastu i razvoju korijenovog sustava (Cobo i sur., 2018.; Georgieva i

Kondakova, 2021.; Meneses i sur., 2022.). Wang 1 sur. (2023.) iznose pozitivne ucinke
»Sphagnum‘ mahovine u aklimatizaciji borovnice. Tretman u ,,sphagnum‘ mahovini je imao
najveci prosjecni broj korjencica te je znaCajno nadmasio ostale tretmane (treset, perlit,
treset-perlit (2:1), ,,sphagnum‘ mahovina-perlit (2:1), perlit-treset-vermikulit (3:3:1)).
Tretman treset-perlit rezultirao je znacajno ve¢om prosjecnom duzinom korijena, a tretman
s tresetom znacajno ve¢om svjezom i suhom masom korijena. Meneses 1 sur. (2022.) iznose

kako unos hranjivih tvari moZze biti potencijalno ograni¢en kod in vitro biljaka koje imaju



nerazvijen korijenov sustav, a isti ¢e rezultirati i sporijim rastom kultura. Slijedom
navedenog, autori istiCu vaznost optimizacije protokola za razvoj korijena i predlazu

dodavanje hranjivih tvari kako bi osnazili biljke i poboljsali njihova svojstva.

Mikropropagacija sadrzava dvije potpuno razlicite faze: in vitro i1 ex vitro. U in vitro fazi,
materijal koji se razmnozava nalazi se u zatvorenom sterilnom prostoru, na hranjivoj podlozi
u to¢no odredenim i strogo kontroliranim uvjetima. Nakon prijenosa iz ovih uvjeta zapocCinje
ex vitro faza. U takvom okruzenju, biljke moraju prijeci s heterotrofne na autotrofnu ishranu
koja je povezana sa strukturnom transformacijom organizma u novim uvjetima. Ovdje se
biljke prilagodavaju na promjenjive ¢imbenike okoline. Prijelaz s laboratorijskih na poljske
uvjete je u vecini slucajeva kriti¢an 1 podrazumijeva odumiranje, odnosno smrt odredenog
postotka biljaka. Proucavanjem strukturnih osobina i razlika izmedu biljaka u in vitro i ex
vitro uvjetima mozemo pridonijeti boljem razumijevanju situacije te minimiziranju gubitaka.
Brainerd i sur. (1981.) proveli su istrazivanje na anatomiji liS¢a 1 vodnom stresu kod biljaka
uzgajanih u in vitro i ex vitro uvjetima. Autori iznose da biljke dobivene in vitro kulturom
tri puta brze gube vodu u usporedbi s ex vitro biljkama iz staklenika. Debljina palisadnog
parenhima takoder je bila puno manja kod in vitro biljaka nastalih u asepti¢nim uvjetima za
razliku od ex vitro biljaka iz staklenika ili polja. Struktura puci i njihovo neregularno
funkcioniranje smatraju se ¢imbenicima koji pridonose prekomjernom gubitku vode kod
biljaka (Hazarika i sur., 2006.). Istrazivanja na SEM mikroskopu pokazala su da se struktura
puci kod nekih vrsta kultiviranih biljaka znacajno razlikuje od strukture biljaka koje se

uzgajaju u staklenicima ili u polju (Slika 3.).

Slika 3. Elektronski mikrograf puci u listovima: biljke uzgojene u stakleniku ex vitro (A) i

in vitro biljke (B), (preuzeto iz Hazarika, 2006.)



Biljkama iz laboratorija (in vitro) nedostaje vosak na listovima, a puci funkcioniraju
djelomicno ili uopce ne funkcioniraju (Grout, 1975.; Sutter i Langhans, 1979.). Narusen im
je mehanizam otvaranja i zatvaranja. Sli¢no pronalaze i drugi autori (Brainerd 1 Fuchigami,
1982.; Wardle 1 Short, 1983.; Lee 1 sur., 1988.). Na razvoj puci utjecu i faktori poput
koncentracije CO», vodnog rezima i razine prisutnih hormona (Penfound, 1931.; Biinning i
Sagromsky, 1947.; O'Leary i Knecht, 1981.). Puci biljaka u in vitro uvjetima obi¢no su
otvorene (Slika 3.) za razliku od puci u ex vitro uvjetima (Brainerd i Fuchigami, 1982.;

Wetzstein i Sommer, 1982., 1983.).

Kutas i Ogorodnyk (2015.) smatraju kako je to i ocekivano uslijed kontroliranih uvjeta u
kultivacijskim posudama u kojima je konstantno vrlo visoka vlaga (> 90 %), a kod
temperature i1 intenziteta osvjetljenja nema radikalnih promjena. Dode li do bilo kakve
promjene stanja u posudi s kulturom, puci ¢e reagirati kao odgovor na promjenu. Autori
takoder navode da je uslijed prethodno iznesenog jasan neuspjeh znanstvenika koji
pokusavaju u pokusima ometati rad puci koje reagiraju na uvjete u kojima se nalaze. Npr.
uporaba antitranspiranata tijekom prijenosa biljaka iz in vitro u ex vitro uvjete narusila je
rast biljaka Sto je rezultiralo smanjenjem stope fotosinteze (Danies i Kozlowski, 1974.).
Prema istrazivanjima Fabbrija i Suttera (1986.), grada lista Sumske jagode formirane in vitro
je okarakterizirana po relativno tankoj lisnoj plohi, nerazvijenim palisadnim parenhimom,
velikim zra¢nim Supljinama u mezofilu te slabo razvijenoj kutikuli. S druge strane, list
Sumske jagode formiran u prirodnim uvjetima diferenciran je na palisadno i spuzvasto tkivo
s pravilno razvijenom kutikulom. Sli¢ne rezultate iznose Donnelly i Vidaver (1984.)
proucavajuci listove maline in vitro. Waldenmaier 1 Schmidt (1990.) primijetili su razlike u
tkivima listova in vitro i ex vitro rododendrona. /n vitro listovi su imali nedostatak porusa i
slabo strukturiran mezofil. Prelaskom na ex vitro uvjete, njihova anatomska struktura se
mijenja. Debljina im je porasla, broj slojeva epiderme i palisadnog tkiva se povecao te se
pojavila kutikula. Aklimatizacija niskom stopom vlaznosti rezultirala je jasnom

diferencijacijom tkiva u palisadni i spuzvasti mezofil.

2.4. Upotreba efektivnih mikroorganizama u Kkulturi biljnog tkiva

Upotreba efektivnih mikroorganizama u biotehnologiji i kulturi tkiva postala je vrlo znac¢ajna
uslijed mnogih prednosti koje ovi organizmi nude. Efektivni mikroorganizmi (Effective

microorganisms — EMO) predstavljaju specificnu mjeSavinu od priblizno 80 razli¢itih



mikroorganizama koji pozitivno utjecu na okolis. Prirodnog su porijekla i nisu genetski
modificirani, ve¢ su kultivirani zajedno na specifican nacin koji omogucava njihov
sinergi¢ni uc¢inak (Ezeagu i sur, 2023.). Njihova je primjena u kulturi tkiva vrlo korisna.
PoboljSana je regeneracija biljaka, povefava se otpornost na patogene 1 dolazi do
optimizacije usvajanja hranjivih tvari (Higa i1 Parr, 1994.). Usprkos kontroverzama koje
postoje oko znanstvenih tvrdnji o EMO tehnologiji, njena primjena u poljoprivredi je
temeljito istrazena (Ezeagu i sur, 2023.). Osim S§to nalazi primjenu u kompostiranju,
poboljsanju strukture i produktivnosti tla, takoder se koristi i u druge svrhe kao §to je
recikliranje ostataka hrane. Primjena EMO se pokazala korisnom i u uzgoju Zivotinja,
gospodarenju okoliSem te zdravlju i preventivnoj medicini (Ezeagu i sur, 2023.). Glavne
komponente efektivnih mikroorganizama cine bakterije mlijecne kiseline, fotosintetske
bakterije, aktinomicete, kvasci 1 fermentacijske gljivice (Hidalgo 1 sur., 2022.). Bakterije
mlijecne kiseline (Lactobacillus spp.) su zasluzne za inhibiranje razvoja patogenih bakterija
putem proizvodnje mlije¢ne kiseline koja ima jaki antiseptic¢ki u¢inak (Golec i sur., 2007.).
Fotosintetske bakterije (Rhodopseudomonas spp.) proizvode korisne tvari kao Sto su
aminokiseline, nukleinske kiseline i1 vitamine koji pospjesSuju rast biljaka. Sintetiziraju
korisne tvari nastale iz izluevina korijena, organske tvari i Stetne plinove koriste¢i suncevu
svjetlost i toplinu tla kao izvor energije (Ezeagu 1 sur, 2023.). Kvasci (Saccharomyces spp.)
sintetiziraju antimikrobne i druge korisne supstance nastale od fotosintetskih bakterija,
organskih tvari i korijena. Takoder se stvaraju hormoni i enzimi koji poti¢u diobu stanica.
Nastali spojevi su korisni kao supstrat za bakterije mlijecne kiseline i aktinomicete (Du 1
sur., 2020.). Fermentacijske gljive obuhvacaju rodove Aspergillus i Penicillium. One
razgraduju organske tvari do alkohola, estera i antimikrobnih supstanci koje sprjecCavaju
infekciju Stetnim insektima (Talaat, 2019.). Aktinomicete su zasluzne za suzbijanje Stetnih
gljiva 1 bakterija. U uporabi je najceSce rod Streptomyces. Navedeni rod istie se po
produkciji sekundarnih metabolita koji imaju antibakterijsko, antigljivi¢no, antivirusno i
imunosupresivno djelovanje (Patzer i Braun, 2010.). Pored toga, oslobadaju enzime,
fiksiraju dusik, otapaju fosfor te stimuliraju biljke u produkciji regulatora rasta kojim se
poboljsava proizvodnja usjeva (Younas i sur., 2022.). Koriste¢i bakterije rizosfere, Pandey 1
sur. (2000.) iznose uspjesnu ex vitro prilagodbu biljaka ¢ajevca uzgojenih u in vitro kulturi.
Bakterijski izolati Bacillus subtilis, Pseudomonas corrugata 1 1 P. corrugata 2 kao mikrobni
inokulanti brzo su kolonizirali tlo 1 pokazali pozitivni u€inak na prezivljavanje i rast biljaka,
a posebice na duljinu izdanaka 1 broj listova ¢ajevca. Trivedi i Pandey (2007.) takoder iznose

da je inokulacija mikroizdanaka Picrorhiza kurrooa trima rizobakterijama koje poticu rast
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biljaka (Bacillus megaterium, B. subtilis i Pseudomonas corrugata) bila vrlo u¢inkovita
rezultirajuc¢i pove¢anom stopom preZivljavanja biljaka nakon prijenosa u tlo. Bibi i suradnici
(2023.) utvrduju da odredeni rodovi rizobakterija kao Sto su Rhizobium, Baccilus,

Pseudomonas 1 Azotobacter pridonose razvoju biljaka kroz direktne i indirektne mehanizme

djelovanja (Slika 4.).

Proizvodnja antibiotika

Proizvodnja hidrolitickih enzima

Fiksacija dusika

Solubilizacija fosfata

Solubilizacija cinka

Proizvodnja Stjecanje hranjivih
metabolita tvari
Proizvodnja siderofora Solubilizacija kalija
Proizvodnja egzopolisaharida Proizvodnja siderofora
) Proizvodnj; : :
Inducirana sustavna rezistencija QOdgovori na stres ﬁtohormor’l: Proizvodnja IAA

Proizvodnja citokinina i
giberelina

ejsel aflueonod Bz weziueysw IUABIZION
Izravni mehanizmi za poticanje rasta

Uginci na okoli§

{ l 1

Retencija vode Sekvestracija ugljika Stabilizacija tla

Slika 4. Mehanizmi rizobakterija — poboljSanje rasta i razvoja

(preuzeto i prilagodeno iz Bibi i sur., 2023.)

U svrhu poboljsanja aklimatizacije, osim bakterija, takoder se koriste i endofitne gljive. One
uspostavljaju mutualisticke simbiotske veze u supstratu u kojem se nalaze (Alam 1 sur.,
2021.). Definirane su kao mikroorganizmi koji provedu cijeli ili ve¢inu vlastitog Zivotnog
ciklusa kolonizirajuéi tkiva domacina bez nanoSenja Stete (Galindo-Solis i Fernandez,
2022.). Jedan rod gljiva koji se ¢esto koristi u navedene primjene jest Trichoderma. Sojevi
gljiva iz ovog roda poznati su po svojim razli¢itim benefitima kao §to su prevencija zaraze
patogenima (Sudha 1 sur., 2016.), stimulacija rasta stabljike i1 razvoj korijena, otpornost na
bolesti, stvaranje sekundarnih metabolita koji inhibiraju odredeni patogen ili druge endofitne
gljive koje se natjeCu za prostor i nutrijente (Tseng i sur., 2020.; Tyskiewicz i sur., 2022.).

Istovremeno, poboljSava unos fosfora, nitrofiksaciju 1 produkciju hormona poput auksina,
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giberelina i indol-3-octene kiseline koji povecavaju otpornost na okolisni stres i reguliraju

rast biljke (Firdkova i sur., 2007.).

2.4.1. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. je jedan od prevladavajucih rodova kultiviranih gljiva koje nalazimo u
vise vrsta tala. Sposobne su kolonizirati korijenje biljaka 1 biljne ostatke. Sojevi unutar
navedenog roda su genetski raznoliki 1 pokazuju velik raspon ucinaka (Harman i sur.,
2004a). Rijetko uzrokuju bolesti na domacinima (Gams i Bissett, 2002.), a sasvim suprotno
koriste se za suzbijanje razvoja patogena. Imaju antagonisticko djelovanje prema
patogenima putem jednog ili viSe mehanizama: antagonizam, kompeticija i/ili parazitizam
(Sofo i sur., 2010.). Trichoderma povecava dostupnost vlage u tlu (stvara povoljne uvjete za
zdrav razvoj biljaka), $to rezultira ve¢om masom korijena kako u navodnjavanim tako i u
suhim uvjetima (Pani i sur., 2021.).

Eliyanti i sur. (2023.) uspjesno su aklimatizirali biljke banane koriste¢i supstrat u kojem su
se nalazile razliCite koncentracije Trichoderme 1 arbuskularno mikoriznih gljiva . Kroz
period aklimatizacije od 8 tjedana, zabiljezena je 100 %-tna stopa prezivljavanja biljaka.
Upotreba Trichoderme i arbuskularne mikorize u razli¢itim koncentracijama rezultirala je
pozitivnim ucinkom na aklimatizaciju. Utvrdeno je kako je kompost na bazi Trichoderme
imao znacajan utjecaj na visinu sadnice, duljinu i broj listova, dok na Sirinu lista 1 promjer
»pseudostabljike nema utjecaja. Najbolji rast zabiljezen je u tretmanu s omjerom 2:1 zemlje
i komposta na bazi Trichoderme. Pojedina istrazivanja ukazuju da je soj Trichoderma
harzianum T-22 jedan od najefektivnijih te je sposoban kolonizirati korijenje vec¢ine biljnih
vrsta u razli¢itim vrstama supstrata (Harman 1 sur., 2004a). U istrazivanju na biljkama
kukuruza, nekoliko mjeseci nakon tretmana s 7. harzianum T-22, korijen biljke bio je
dvostruko ve¢i u usporedbi s netretiranim kontrolnim biljkama (Harman i sur., 2004b).
Gljive djeluju tako da se natjeCu za nutrijente s patogenima, ispustaju hidroliticke enzime te
proizvode sekundarne metabolite koji su toksic¢ni za patogene u niskim koncentracijama
(Mathivanan i sur., 2008.). T. harzianum proizvodi antimikrobne peptide koji se zovu
peptaiboli, a djeluju na stanicne membrane patogena inhibiraju¢i njihov rast (Rebuffat i sur.,
1995.). Morrell (1990.) otkriva da navedeni soj produkcijom takvih antibiotika inhibira
razvoj trulezi i ostale gljivicne patogene do 60 %.

Trichoderma se Cesto koristi u rasadnicima kao inokulant s ciljem poboljSanja faze

ukorjenjivanja i aklimatizacije (Ellouze i sur., 2008.). U komercijalnoj proizvodnji, voc¢ke se
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takoder razmnozavaju i cijepljenjem, odnosno spajanjem podloge i plemke. Podloga diktira
bujnost, produktivnost, otpornost na bolesti i Stetnike te adaptibilnost na okolis.

Mikropropagacija predstavlja suvremeni nacin razmnozavanja vo¢nih podloga kojima se
osigurava produkcija odredenih poZeljna svojstva. Problem u mikropropagaciji predstavljaju
gubitci tijekom posljednje faze, faze aklimatizacije kada su biljke vrlo osjetljive na patogene.
Radi brzeg razvoja korijena i nadzemnog dijela, supstrat se inokulira s 7. Harzianum u
koli¢ini od 1 kg/m?® 1 do 4 dana prije presadivanja podloge (Harman i sur., 2004a).
Inokulacija se takoder moze vrsiti 1 u fazi ukorjenjivanja (rizogeneze), kada su biljke
kultivirane u sterilnim in vitro uvjetima. Ovom metodom se moze izbjeci konkurencija 7.
Harzianum s drugim mikroorganizama tla te bi se tako omogucila poboljSana interakcija s
novonastalim korijenjem, a ista bi rezultirala i ve¢im rastom biljaka (Sofo 1 sur., 2010.).
Pored navedenog soja, u nekim pripravcima nalaze se i sojevi Trichoderma koningii.
Kombinacijom navedenih sojeva, osigurava se djelovanje Sirokog spektra jer zajedno

pokrivaju veéi raspon temperatura (www.cedar-agro.hr/szb_ponuda/Proeco-katalog.pdf).

El-Zahabi 1 Belal (2008.) u pokusu suzbijaju bijelu trulez koriste¢i 7. Harzianum, te
pronalaze da je optimalna temperatura za razvoj micelija navedene gljive 30 °C (Grafikon

2.). Pri vecoj testiranoj temperaturi od 40 °C, micelij nije rastao.
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Grafikon 2. Utjecaj temperature na razvoj 7. Harzianum

(preuzeto i prilagodeno iz El-Zahabi 1 Belal 2008.)

Sankaranarayanan i sur. (1997.) koriste¢i 7. Harzianum 1 T. Koningii ubijaju 100 %
nematoda (Meloidogyne incognita 1 M. javanica) u tretiranim uzorcima unutar 24 sata, §to

ukazuje na efektivnost ovih mikroorganizama u suzbijanju biljnih patogena.
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2.5. Perspektiva kultivacije borovnice in vitro

Mikropropagacija u kulturi biljnog tkiva pojavila se kao svestrana i nezamjenjiva tehnika za
razli¢ite primjene u biljnoj biotehnologiji. Pored svoje svrhe u komercijalnom
razmnozavanju biljaka, igra klju¢nu ulogu u istrazivackim podrucjima koja su usmjerena na
genetsko unaprjedenje, oCuvanje genotipa, poSumljavanje i medicinske svrhe. Ucinkoviti
prijelaz s uzgoja u vanjskim uvjetima (ex vitro, in situ) na kulturu tkiva in vitro vrlo je vazan
u osiguranju visokokvalitetnog biljnog materijala. Napredak u tehnikama ili metodama
mikropropagacije je neophodan s ciljem daljnje optimizacije novih protokola poput
proliferacije 1 regeneracije tkiva i/ili eksplantata borovnice. Navedeno nam omogucuje
krioprezervaciju, in vitro selekcije novih genotipova, hibridizaciju 1 geneticku
transformaciju. Kultura tkiva sluzi i kao alat za ocuvanje bioloske raznolikosti, odnosno
Cuvanja genetskog resursa. Takoder, pomaze 1 u zastiti endemskih i1 ugrozenih vrsta od
izumiranja. Ovaj sveobuhvatni pristup ne samo da olakSava razmnozavanje biljaka nego 1
podrzava nacela molekularnih, antifungalnih i kemijskih istrazivanja Sto pridonosi napretku
1 odrzivosti uzgoja borovnice. Buduce perspektive u istrazivanju na kulturi tkiva borovnice
ukljucuju istrazivanja somaklonskih varijacija. Ovaj koncept se odnosi na genetske varijacije
koje se javljaju medu biljkama dobivenim putem kulture tkiva, to¢nije iz nereproduktivnih
(somatskih) stanica. Pojava moZze rezultirati biljkama borovnica s poZeljnim osobinama, kao
Sto je povecan prinos ili otpornost na bolesti, ali kontrastno moze proizvesti 1 nepozeljne
karakteristike (negativne mutacije). Pored toga, istrazivanja koja su usmjerena na
molekularne mehanizme 1 metabolite upucuju na otkrivanje biokemijskih procesa/puteva
uklju¢enih u rast i razvoj borovnice te odgovora na stres. Razjasnjavanjem ovih
mehanizama, znanstvenici mogu identificirati ciljeve za genetsku manipulaciju i/ili
poboljsanja uzgoja borovnice kroz povecanje kvalitete 1 otpornosti na okoliSne ¢imbenike.
Stalni napredak u istrazivanjima na kulturi tkiva borovnice dodatno ¢e unaprijediti
razumijevanje o vrijednosti ove voc¢ne vrste i1 pridonijeti njenom odrzivom uzgoju.
Integriranjem tehnologije 1 automatizacijom u budu¢im istraZivanjima mogla bi se
potencijalno povecati produktivnost, te smanjiti troSak mikropropagacije borovnice

pogotovo za proizvodace sadnog materijala koji bi imali velike koristi od ovih napredaka.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Cilj istraZivanja i opis laboratorija

Cilj ovog diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje mogucnosti poboljSanja rizogeneze 1
aklimatizacije in vitro izdanaka na tri kultivara visokogrmolike americke borovnice
(Vaccinium  corymbosum L.) Bluecrop, Legacy 1 Duke primjenom efektivnih
mikroorganizama (EMO).

Pokus je postavljen u laboratoriju za vocarstvo na Katedri za vocarstvo, vinogradarstvo 1
vinarstvo, Fakulteta agrobiotehnic¢kih znanosti Osijek (FAZOS). U laboratoriju se provode
in vitro istrazivanja na raznim voénim vrstama kao $to su lijeska, vi$nja, kupina, malina,
orah, tresnja, razne vegetativne voéne podloge, aromati¢no, cvjetno i1 hortikulturno bilje. U
laboratoriju se prvenstveno obavlja obrazovanje i edukacija studenata te znanstveno
istrazivacki rad usko vezan za kulturu biljnog tkiva in vitro.

Od opreme, laboratorij je uistinu suvremeno opremljen, a raspolaze s dva autoklava,
laminarima, magnetnim mijeSalicama, preciznim vagama, pH-metrima, skalpelima,
pincetama, razliitim oblicima tikvica, epruveta i posuda za kulturu biljnog tkiva. Takoder
posjeduje 1 kontrolirani suvremeni imerzni sustav bioreaktora SETIS™ (TIB/TIS), odnosno
sustav koji koristi tekuéi hranjivi medij i komore za rast u kojima se reguliraju pojedini uvjeti

svjetlost 1 temperature neophodni za uspjesan rast i razvoj biljnih kultura in vitro.

3.2. Biljni materijal u istrazivanju

U istrazivanju su koriStena tri aktualna kultivara ameri¢ke visokogrmolike borovnice
(Vaccinium corymbosum L.): ,.Bluecrop®, ,,Legacy* i ,,Duke* uvedenih u in vitro kulturu
prijasnjih godina.

Kultivar ,,Bluecrop“ predstavlja jednog od najrasprostranjenijih kultivara americke
borovnice (Slika 5a.). Ima srednje kasno vrijeme dozrijevanja koje je obi¢no u srpnju
(Tablica 1.). Poznat je po svojoj velikoj produktivnosti i visokom prinosu. Plodovi kultivara
Bluecrop srednje su veli¢ine, okruglog oblika, tamnoplave boje, a odlikuje ih slatko-

kiselkasti okus. (https://njaes.rutgers.edu/fs419/ ;https://minnetonkaorchards.com/bluecrop-

blueberry/ )
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Kultivar ,,Legacy“ isti¢e se svojim krupnim plodovima i visokim udjelom antioksidansa
(Slika 5b.). Plodovi imaju izvrstan okus i visoke su nutritivne vrijednosti, §to ga Cine
popularnim medu potroSa¢ima koji traze ,,zdrave* proizvode. Plodovi kultivara Legacy su
tamnoplave boje, ovalnog oblika, socni i mesnati.

(https://www.oblueberry.com/variety/legacy/)

Kultivar ,,Duke* je raniji kultivar borovnice (Slika 5c. 1 Tablica 1.) poznat po svojoj
adaptibilnosti na klimatske uvjete i brzom rastu. Plodovi su srednje veli¢ine do krupni,
tamnoplave boje, okruglog oblika te imaju slatkasti okus s trpkim notama. Ovaj kultivar je
vrlo produktivan 1 moZze brzo posti¢i punu zrelost plodova, §to ga €ini idealnim za uzgoj u
hladnijim podruc¢jima ili na ve¢im nadmorskim visinama. Ovaj kultivar pokazao je 1 dobru
adaptaciju na razli¢ite tipove tla. (https://www.shrubhub.com/Shop-Plants/Blueberry-
Bushes/Duke-Blueberry/14719)

Slika 5. Kultivari u istrazivanju: a. Bluecrop, b. Legacy, c. Duke

(Izvor: https://www.gardeners.com, https://ncblueberryjournal.blogspot.com 1

https://www.gurneys.com, Bizi¢, 2024. )

Svaki od ovih kultivara ima svoje jedinstvene karakteristike 1 prednosti, koje uzgajivaci

uzimaju u obzir prilikom odabira sorte za svoje nasade. Odabir sorte ovisi o Zeljama
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potrosaca, lokalnim klimatskim uvjetima, agroekoloSkim faktorima te ciljevima

proizvodnje.

Tablica 1. Dijagram dozrijevanja kultivara u istrazivanju (Izvor: https://njaes.rutgers.edu)

Sorte Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz

Duke
Bluecrop

Legacy

3.3. Postavljanje pokusa i tretmani u istraZivanju

U naSem istrazivanju koristen je gotovi Florimo supstrat za Rhododendrone (Slika 6.) s

tresetom koji je sadrzavao drvena vlakna, vapno, glinu te imao dodatak NPK hraniva.

Slika 6. KoriSteni supstrat u istrazivanju (Izvor: https://www.flintstone.co.rs)

Pri izboru supstrata bila je vrlo vazna i niza pH vrijednost koja odgovara optimalnom uvjetu
uzgoja borovnice:

e dusik NH4 + NO3 130 mg/1 (CaCly)

e fosfor P2Os 150 mg/l (CAL)
e kalij K20 170 mg/l (CAL)
e pH 5,4 (4,5 CaCly)
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Tretman T1 (Tablica 2.) sadrzavao je pet vrsta mikroorganizama: 7richoderma,
Pseudomonas, Streptomycetes, Bacillus 1 mikoriza s 9 simbiotskih spojeva endomikorize.
Proizvodac istiCe kako ovo sredstvo pridonosi biljkama tako Sto povecava iskoristivost
hraniva iz tla, povecava vitalnost biljke, doprinosi boljem razvoju korijena, a

mikroorganizmi se razmnoZzavaju u supstratu i na korijenu.

Tablica 2. Tretmani u istrazivanju

Tretman  Kultivar Koncentracija EMO Sastav EMO
(po L dH:0)

Bluecrop

K Legacy 0 Bez EMO

(kontrola) Duke

Bluecrop Trichoderma, Pseudomonas,

n Legacy >8 Streptomycetes, Bacillus, endomikoriza
Duke
Bluecrop Trichoderma koningii

2 Legacy le Trichoderma harzianum
Duke
Bluecrop

T3 Legacy 0+ NAA Bez EMO + NAA
Duke
Bluecrop Trichoderma, Pseudomonas,

T4 Legacy 5g+NAA Streptomycetes, Bacillus, endomikoriza
Duke + NAA
Bluecrop Trichoderma koningii

T5 Legacy 1 g+NAA Trichoderma harzianum
Duke + NAA

Tretman T2 (Tablica 2.) takoder je klasificiran kao ojacivac bilja, a sastojao se od sojeva
Trichoderme koningii (3 x 107 / g suhe tvari) i Trichoderme harzianum (2 x 107 /g suhe
tvari). Kao §to je u pregledu literature spomenuto 7richoderma vrste proizvode enzime i
hormone koji pospjesuju rast biljke. Povecavaju otpornost na bolesti i toleranciju na losije
uvjete tla. Gljive koje se razviju u podru¢ju korijena istovremeno konkuriraju za hranu 1

prostor uzro¢nicima bolesti kao §to su Sclerotinia, Phytium, Fusarium, Botrytis, itd.
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Istrazivanje je ukljucivalo postavljanje 5 tretmana (T) s efektivnim mikroorganizmima
(EMO) 1 jednog kontrolnog tretmana (K), dakle ukupno 6 tretmana (Tablica 2.). Svaki
tretman postavljen je na sva 3 kultivara borovnice (Bluecrop, Legacy 1 Duke) s po 25
izdanaka po kultivaru (25 izdanaka x 3 kultivara = 75 izdanaka po tretmanu). Prva dva
tretmana T1 i T2 ukljucivali su upotrebu EMO bez dodatka NAA, dok su tretmani T3, T4 1
T5 ukljucivali upotrebu EMO i auksinskog fitostimulatora u prahu za ozivljavanje zeljastih
reznica koji je sadrzavo amidni derivat Ciste NAA (1-naftalenoctene kiseline).

Na kontrolnom tretmanu (K), EMO nisu koristeni. Sam proces vlazenja i aplikacije EMO
zapoceo je prebacivanjem supstrata u posudu (Slika 7.) te vlazenjem istog s destiliranom
vodom (dH20) u koju su bili aplicirani navedeni tretmani EMO (Tablica 2). Tretman T1
apliciran je u destiliranu vodu u koncentraciji od 5 g/LL dH>O, a tretman T2 u koncentraciji
od 1 g/l dH»0. Navedene koncentracije EMO bile su preporucene od strane proizvodaca,
odnosno dobavljaca. Svi tretmani prethodno su paZzljivo i precizno izvagani na

laboratorijskoj vagi KERN KB 360-3N (Slika 8.).

Slika 7. Mijesanje supstrata (Bizi¢, 2024) Slika 8. Vaganje EMO (Bizi¢, 2024.)

Nakon §to je supstrat adekvatno natopljen dH>O s EMO, isti je prebacene u aklimatizacijske
plasti¢ne posude (propagatore, mini-plastenike/staklenike). Supstrat se prilikom punjenja
ravnomjerno rasporeduje kako ne bi imali rupa 1 neravnina u aklimatizacijskoj posudi.
Takoder, prilikom punjenja uklanjaju se sve necistoce iz supstrata kao $to su preveliki drveni

ostaci, kamenci¢i ili druge rezidue koje naruSavaju strukturu supstrata. Po zavrSetku punjenja

19



aklimatizacijske posude ista je podijeljena na 3 dijela pomocu drvenih ili aluminijskih

Stapica, a svaki dio je bio predodreden za jednog kultivara borovnice (Slika 11.).

Biljni materijal se vadi direktno iz in vitro posuda (staklenih teglica, Slika 9.) zajedno s
kalusom te njezno ispire pod vodom od ostatka gela. Skarama se kalus (baza) disecira od

izdanaka (Slika 10.) te se odbacuje, a dobiveni izdanci su spremni za presadivanje u supstrat.

Slika 9. Biljni materijal in vitro Slika 10. Disekcija kalusa i izdanaka
(Bizi¢, 2024.) (Bizi¢, 2024.)

Slijede¢i korak je izrada adekvatnih rupa u supstratu pomocu drvenih Stapi¢a (Slika 11a.) u
koje se ulaze disecirani in vitro izdanak borovnice. Na tretmanima koji su ukljucivali
aplikaciju auksina (T3, T4 1 T5) u ovoj fazi baza izdanka bila je umocena u prah s NAA (1-
naftalenoctene kiseline), a potom ulozena u supstrat (Slika 11b.). Po postavljanju izdanka u
pripremljenu rupu laganim pritiskom prstiju uspostavlja se potrebni kontakt supstrata s

bazom izdanka (Slika 11c.).

Po zavrSetku punjenja aklimatizacijskih posuda s izdancima, supstrat i izdanci dodatno su
navlazeni s dH20 pomoc¢u ru¢nog mini rasprsivaca. Sve aklimatizacijske posude zatvorene
su transparentnim poklopcem te sigurnosno omotane celofanskom folijjom s ciljem
prevencije i izolacije biljnog materijala od nezeljenih vanjskih utjecaja i kontaminacije. Svi
tretmani smjeSteni su u klima komoru pod kontrolirane uvjete, odnosno rezim svjetlosti

16/8, intenzitet svjetlosti oko 3500 Lux-a i temperaturi 23 °C + 0,5 °C.
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Slika 11. Inicijacija izdanaka u aklimatizacijske posude: a. priprema rupa za izdanke, b.

aplikacija tretmana s NAA, c. umetanje izdanka u sadno mjesto, d. konac¢ni izgled tretmana

(Bizi¢, 2024.)

3.4. Mjerenja u istraZivanju

Nakon 30 dana kulture, pristupilo se pazljivom vadenju biljnog materijala iz supstrata i

mjerenju sljede¢ih promatranih parametara:

Mjerenja su ukljucivala slijede¢e parametre:

e Duzina izdanaka na pocetku aklimatizacije (cm)
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e Duzina izdanaka na kraju aklimatizacije (cm)

e Stopa odumiranja izdanaka (broj nezivih izdanaka na kraju pokusa)
e Broj pravih listova (> 0,5 cm)

¢ Broj korjencica

e Duzina korjenci¢a (cm)

3.5. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podatci analizirani su pomoc¢u Microsoft Office Excel 2013. 1 SAS Software 9.3.
statistickog paketa. Od statistickih metoda korisStena je ANOVA, a razlike izmedu

primijenjenih tretmana ispitane su Fisherovim LSD testom (p < 0,05).
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4. REZULTATI

Prilikom postavljanja pokusa izmjerena je duzina svih izdanaka u istrazivanju. Prema tablici
3. prosje¢na duzina izdanaka na kontrolnom tretmanu (K) po kultivaru kretala se u rasponu
2,45 cm (LGY), 2,46 cm (D) i 2,51 cm (BC), odnosno prosjecno za sve kultivare u
kontrolnom tretmanu 2,47. Na tretmanu T1 prosjecne duzine su iznosile 2,14 cm (D), 2,79
cm (BC) 13,12 cm (LGY), tj. prosjek tretmana iznosi 2,68 cm. Kod tretmana T2, kultivar
Legacy biljezi najvecu prosjecnu duzinu izdanka od 4,31 cm, prati ga Bluecrop s 3,58 cm po
izdanku, a zadnji je Duke s izmjerenih 3,14 cm. Prosjek tretmana iznosi 3,68 cm. U tretmanu
T3 najmanju prosje¢nu duzinu izdanka ima Legacy (2,59 cm), zatim Duke (2,77 cm) i
Bluecrop (3,06 cm). Prosjek cijelog tretmana je 2,81 cm. Kod tretmana T4 prosje¢ne duzine
izdanaka se kre¢u od 2,85 cm (BC), 2,86 cm (D) 1 3,17 cm (LGY). Prosjek tretmana iznosi
2,96 cm. Tretman TS5 biljezi prosjeéne duzine od 2,28 cm (LGY), 2,60 cm (D) i 2,88 cm
(BC), dok prosjek svih kultivara u tretmanu je 2,59 cm. Konacno, prosjecna duzina izdanka

cijelog pokusa bila je 2,86 cm (Tablica 3.).

Tablica 3. Prosje¢na duzina izdanaka po kultivaru, tretmanu i na razini pokusa

ey K 2,45 2,47
K 2,46

Yy | T 3,12 2,68
Tl 2,14

- T2 3,58

ey ™ 431 3,68
T2 3,14

- T3 3,06 =

Y | T3 2,59 2,81
T3 2,77

- T4 2,85

ey 3,17 2,96
T4 2,86

ey | TS 2,28 2,59

- TS 2,60
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Nakon 30 dana kulture svi prezivjeli izdanci su prebrojani te je utvrdena stopa prezivljavanja
izdanaka za svaki kultivar 1 tretman (Tablica 4.). Na kontrolnom tretmanu (K) stopa
prezivljavanja kretala se u rasponu od 16 % kod kultivara Legacy (LGY), 28 % na Bluecrop
(BC) 144 % Duke (D). Prosje€na stopa zivih izdanaka na kontrolnom tretmanu (K) iznosila
7€ 29,3 %. Kod tretmana T1 stopa prezivjelih izdanaka se kretala od 20 % (LGY), 28 % (BC)
do 40 % (D). Prosjecna stopa prezivjelih izdanka tretmana T1 iznosila je 29,3 %. Kod
tretmana T2 najmanju stopu Zivih izdanaka biljezi kultivar Legacy (8 %). Vise od dvostruko
vece vrijednosti zabiljeZene su na kultivaru Bluecrop (20 %), dok je najuspjesniji bio Duke
s 68 % zivih izdanaka. Prosjek tretmana T2 je 32 % prezivjelih izdanaka borovnice. U
tretmanu T3 stope prezivjelih izdanaka su 8 % (LGY 1 D) i 12 % (BC). Prosjek tretmana T3
je 9,3 %. Kod tretmana T4 na kultivaru Legacy nije zabiljeZen niti jedan prezivjeli izdanak
(0 %), dok Bluecrop biljezi 16 %, a Duke 60 % Zivih izdanaka. Prosjek tretmana T4 iznosi
25,3 %. Tretman T5 biljezi iste rezultate glede kultivara Legacy s 0 % prezivjelih jedinki,
dok Bluecrop ima stopu od 4 %, a Duke 40 %. Prosjecna stopa zivih izdanaka ovog tretmana

je 14,7 %. Na razini cijelog pokusa, stopa Zivih izdanaka iznosila je 23,3 % (Tablica 4.).

Tablica 4. Broj i stopa (%) prezivjelih izdanaka u pokusu

|

- K 4 16 293
K 11 44

- Tl 7 28

- T1 5 20 293
Tl 10 40

. .

- T2 2 8 32
T2 17 68

- T3 3 12 =

- T3 2 8 9.3
T3 2 8

- T4 4 16

- T4 0 0 25,3
T4 15 60

L p—

- T5 0 0 14,7

- T5 10 40
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Prema Tablici 5. na kontrolnom tretmanu (K) duzina izdanaka kretala se u rasponu od 3,48
cm na kultivaru LGY, kultivaru D 3,85 cm 1 4,17 cm na kultivaru BC. Broj pravih listova
kretao se u rasponu 2,14 (BC), 2,25 (LGY) do 3,73 (D). Broj korjencic¢a iznosio je prosjecno
2 kod kultivara BC, 3 kod LGY i 2,45 kod D. DuzZina korjenci¢a bila je najmanja kod
kultivara LGY (1,07 cm), zatim BC (1,61 cm), a najveéa kod kultivara D (2,39cm).

Tablica 5. Prosjecna duzina izdanaka, broj pravih listova, broj i duzina korjenci¢a u

istrazivanju (*ND — no data, nema podataka)

BC K 417 2,14 2,00 1,61
ey K 3,48 2,25 3,00 1,07

K 3,85 3,73 2,45 2,39
- Tl 330 0,57 1,43 1,00
ey o 3,66 ND 1,60 0,74

Tl 2,59 ND 1,80 1,49
- ™ 5,00 0,60 1,00 1,74
ey 3,90 ND 1,00 1,25

™ 3,73 0,47 2,06 145
- ™ 323 ND 1,33 1,28
Yy o 325 ND 1,00 0,55

™ 2,95 ND 1,00 0,85
- T4 333 0,75 2,00 0,85
ey 1y ND ND ND ND

T4 2,97 0,40 2,33 1,22
- T5 3,00 ND 1,00 0,60
ey 15 ND ND ND ND
- TS 2,55 0,20 2,40 0,99

U tretmanu T1 (Tablica 5.) duzina izdanaka je iznosila 2,59 cm (D), 3,30 cm (BC) i 3,66 cm
(LGY). Kod kultivara Legacy i Duke nisu zabiljeZeni pravi listovi dok kod Bluecrop-a broj
listova iznosio je 0,57. Broj korjenci¢a se kretao u rasponu od 1,43 (BC), 1,60 (LGY) 1 1,80
(D). Prema duzini korjenci¢a, najbolje rezultate biljezi Duke (1,49 cm), iza njega je Bluecrop
(1), a posljednji je Legacy s prosje¢nom duzinom korjenci¢a od 0,74 cm. Kod tretmana T2
prosjecna duzina izdanaka se kretala u rasponu od 3,73 cm (D), 3,90 cm (LGY) i 5 cm (BC).
Kod kultivara Legacy nije zabiljeZen niti jedan novi pravi list dok kod kultivara Duke 1
Bluecrop broj listova iznosi 0,47, odnosno 0,60. Kultivari Bluecrop i Legacy biljeze po 1
korjenci¢, dok Duke mjeri 2,06. Prema prosjecnoj duzini korjenci¢a najboljim kultivarom se

iskazao Bluecrop s 1,74 cm, zatim Duke s 1,45 cm te Legacy s 1,25 cm. U tretmanu T3
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duzina izdanaka se kre¢e od 2,95 cm (D), 3,23 cm (BC) i 3,25 cm (LGY). Kod sva tri
kultivara nije zabiljezen nijedan pravi list. Broj korjenci¢a kod LGY i D prosjecno je iznosio
1, dok kod kultivara BC iznosi 1,33. Prosje¢na duzina korjenci¢a se kretala od 0,55 cm
(LGY), 0,85 cm (D) 1 1,28 cm (BC). Kod tretmana T4 prosje¢ne duzine izdanka izdanka su
2,97 cm (D) 1 3,33 cm (BC). Broj pravih listova kod kultivara Duke je 0,40, a kod Bluecrop-
aje 0,75. Prosjecni broj korjencica iznosio je 2 (BC) i1 2,33 (D). Prosje¢na duzina korjencica
jebila 0,85 cm (BC) 11,22 cm (D). Na ovom tretmanu (T4) kultivar Legacy nije dao nikakve
rezultate zbog suSenja i odumiranja svih izdanaka. Kod tretmana TS5 prosjecne duZzine
izdanaka su iznosile 2,55 cm (D) 1 3 cm (BC). Pravi listovi su zabiljezeni samo kod kultivara
Duke s prosjekom od 0,2. Prosjecan broj korjenciéa je iznosio 1 (BC) i 2,40 (D). Prosjec¢na
duzina korjencica je bila 0,60 cm (BC) 1 0,99 cm (D). Uslijed potpunog susenja kultivara

Legacy u ovome tretmanu, nije zabiljezen niti jedan od parametara (Tablica 5.).
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5. RASPRAVA

5.1. Razlike izmedu primijenjenih tretmana EMO

Nakon 30 dana aklimatizacije vizualno su uo¢ena velika odstupanja u stupnju prezivljavanja

izdanaka izmedu primjenjenih tretmana.

Prema grafikonu 3. najveca stopa prezivljavanja na razini cijelog pokusa dobivena je na
tretmanu T2 — 32 % (Trichoderma koningii 1 Trichoderma harzianum) koja je bila veca u
odnosu na kontrolni tretman K (29,3). Tretman T1 (7richoderma, Pseudomonas,
Streptomycetes, Bacillus, endomikoriza + NAA) rezultirao je prezivljavanjem u rangu
kontrolnog tretmana sa 29,3 %. Ostali tretmani (T3, T4 i T5) rezultirali su nizom stopom

prezivljavanja u odnosu na kontrolu (Grafikon 3.).

T2 |, 32
T1 [ — 29,3
K — 29,3
T4 |, 25,3

75 N 14,7

T3 N 9.3

0 5 10 15 20 25 30 35

Grafikon 3. Razlike u stopi prezivljavanja na razini pokusa izmedu primijenjenih tretmana

Analizom recentnih studija nismo utvrdili sli¢na istrazivanja utjecaja EMO na stopu
prezivljavanja biljaka ex vitro. Ve¢inom se radi o utjecaju EMO na razlicite fizioloske
parametre poput sadrzaja klorofila, transpiracije i1 fotosintetske aktivnost (Ayan i sur.,
2022.), ublazavanja solnog stresa, jacanja mikrobioloske populacije u tlu (Li i sur., 2024.),

ali 1 suzbijanju patogena te poboljSanju kruzenja hranjivih tvari, prinosa 1 kvalitete usjeva.

27



Na osnovu iznesenih rezultata mozemo zakljuciti da je tretman T2 s dva soja Trichoderma
(Trichoderma koningii i Trichoderma harzianum) utjecao na poboljSanje, odnosno povecanu

stopu prezivaljavanja u odnosu na kontrolu.

Prema tablici 6. nisu utvrdene statisticke razlike izmedu kontrole (K) i primijenjenih
tretmana EMO (T1, T2, T3, T4 i T5) u duzini izdanaka (p = 0,1143), broju korjencica (p =
0,34971) 1 duzini korjenci¢a (p = 0,0838). Znacajna razlika utvdena je jedino za parametar
broj pravih listova (p <,0001) gdje je kontrolni tretmnan K razvio zna¢ajno veci broj pravih listova
vecih od 0,5 cm. Za pretpostaviti je da EMO nemaju utjecaj na razvoj listova jer nije uocena razlika
u broju pravih listova izmedu primijenjenih tretmana. Prema tablici 6. ali i grafikonu 4. tretman T2
rezultirao je najve¢im izdancima (4,21*) na kraju pokusa, takoder i duzina (1,48®) te broj korjencica
(1,35) bili su veéi u odnosu na ostale tretmane (Tablica 6.). Andrzejak i Janowska (2022.) te
Mahmoodian i sur., (2022.) iznose stimulativne u¢inke Trichoderma spp. na formiranje listova i
izduzivanje stabljika i korijena kod ukrasnog bilja i biljkama graha. Dobiveni podaci u nasem
istrazivanju sugeriraju na mogucnost utjecaja Trichoderma spp. na povecanje duzine izdanaka te
broja i duzine korjenci¢a ali za potvrdu ove teze potrebno je obaviti dodatno istrazivanje utjecaja

drugih koncentracija primjenjenog tretmana s ovim sojevima Trichoderma spp.

Tablica 6. Statisticke razlike izmedu tretmana na razini cijelog pokusa za promatrane

parametre duZina izdanka, broj pravih listova, broj korjencic¢a 1 duzina korjencica.

Tretman Duzina izdanaka  Broj pravih listova Broj Duzina korjenci¢a
(cm) > 0,5cm) korjenci¢a (cm)
K 3,834B 2,714 2,49 1,694
T1 3,184B¢ 0,198 1,61 1,0848B¢
T2 4,214 0,368 1,35 1,4848
T3 3,14ABC 0,008 111 0,894B¢
T4 2,108¢ 0,388 1,44 0,695¢
T5 1,85¢ 0,078 1,13 0,53¢
F - test 2,26 16,81 1,24 2,57
p 0,1143 <,0001 0,3497 0,0838
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Grafikon 4. Razlike izmedu tretmana u visini izdanaka na pocetku (0 dan) i na kraju

ciklusa aklimatizacije (30 dan).

5.2. Razlike izmedu ispitivanih kultivara

Najveca stopa prezivljavanja na razini cijelog pokusa od 68 % zabiljezena je kod kultivara
Duke na tretmanu T2 koji je ukljucivao primjenu dva soja Trichoderma koningii 1
Trichoderma harzianum (Grafikon 5.). Na istom kultivaru tretman T4 s kombinacijom
Trichoderma, Pseudomonas, Streptomycetes, Bacillus, endomikoriza + NAA rezultirao je sa
60 % prezivjelih izdanaka. Na ostalim tretmanima kod ovog kultivara prezivljavanje se
kretalo u rasponu od 44 % - K, 40 % - T1 1 TS te najamnje na T3 od svega 8 %. Prema
grafikonu 6. prosjecna stopa prezivjelih izdanaka bez obzira na tretmane bila je najveca na

ovom kultivaru, a iznosila je 43,4 %.

Kultivar Bluecrop po pitanju prezivljavanja izdanaka zauzima srednje drugo mjesto s
vrijednostima u rasponu od 4 % (T5), 12 % (T3), 16 % (T4), 20 % (T2) 1 najvec¢ih 28 % (K
1 T1). Dakle, niti jedan od primjenjenih tretmana nije bio uc¢inkovitiji od kontrolnog tretmana
na stopu prezivljavanja. Jedino je tretman T1 s kombinacijom Trichoderma, Pseudomonas,
Streptomycetes, Bacillus 1 endomikoriza rezultirao identicnim postotkom prezivljavanja kao
1 kontrolni tretman. Na razini cijelog pokusa bez obzira na primijenjene tretmane kultivar

Bluecrop rezultirao je s 18 % prezivjelih izdanaka (Grafikon 6.).
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Stopa prezivljavanja (%) Stopa prezivljavanja (%) Stopa prezivljavanja (%)

Duke (D) Bluecrop (BC) Legacy (LGY)
T2 T4 K T1 T5 T3 K T1 T2 T4 T3 T5 Tl K T2 T3 T4 T5
0 0 0
1 " 11
10 10 I I 4 10 I
8 8 8
20 20 6 2 20 16
20 20
30 30 30
28 28
40 40 40
40 40
50 44 50 50
60 60 60
60
70 70 70
68

80 80 80

90 90 90
100 100 100

Grafikon 5. Stopa prezivljavanja nakon 30 dana kulture po kultivarima (D, BC 1 LGY) i
tretmanima (K, T1, T2, T3, T4, T5).

Najlosija stopa prezivljavanja utvrdena je kod kultuvara Legacy, a ista se kretala u rasponu
0d 0% (T41T5),8% (T21T3),16 % (K)120 % (T1). Ovaj kultivar rezultirao je najmanjom
stopom prezivljavanja na razini cijelog pokusa od 8,7 % (Grafikon 6.). Iako je tretman T1 s
kombinacijom Trichoderma, Pseudomonas, Streptomycetes, Bacillus 1 endomikoriza
rezultirao ve¢om stopom prezivjelih (20 %) u odnosu na kontrolu (16 %), ova razlika je bila
vrlo mala te ne mozemo tvrditi da je kombinacija ovih EMO u tretmanu utjecala na bolju

stopu prezivljavanja izdanaka (Grafikon 5.).

50.0
45.0
40.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0

0.0

43,3

Stopa prezivjelih %

ED mBC mLGY

Grafikon 6. Stopa prezivljavanja nakon 30 dana kulture po kultivarima na razini cijelog

pokusa
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Na osnovu dobivenih rezultata stope prezivjelih izdanaka kultivar Duke rezultirao je
najve¢om stopom zivih u odnosu na ostala dva kultivara (Bluecrop i Legacy). Sukladno
tome, mozemo rec¢i da je kultivar Duke najbolje podnio primijenjene tretmane EMO ali 1
ostale okoliSne uvjete tijekom aklimatizacije (vlaga, svjetlost, supstrat, itd.). Tretman s
primjenom dva soja Trichoderma spp. (T2 - Trichoderma koningii 1 Trichoderma
harzianum) kod kultivara Duke pokazao se vrlo efikasnim kako na stopu prezivljavanja

izdanaka tako i na ostale promatrane parametre (Grafikon 5.,Tablica 6., Slika 12.1 13.).

Prema dobivenim rezultatima stope prezivljavanja na ostalim kultivarima (Bluecrop i
Legacy) moguce je da su primijenjene koncentracije EMO koje su bile preporucene od strane
proizvodaca djelovale kontra efikasno, odnosno da su pojedini tretmani i njihove
koncentracije djelovale toksi¢no na biljni materijal u istrazivanju jer se na tretmanima T3,
T4 1 TS5 nakon 30 dana pojavilo posmedenje i naglo odumiranje izdanaka, a posebice kod
kultivara Legacy (kronologija je vidljiva na slikama u Prilozima).

Takoder, moguci je i negativni sinergijski toksi¢ni utjecaj primijenjene koncentracije NAA
na tretmanima T3, T4 1 T5 koji su sadrzavali EMO, a $to je takoder vidljivo posebice kod
kultivara Legacy 1 Bluecrop. Naftil octena kiselina (NAA) je sintetski auksin koji se Cesto
koristi za poticanje rasta korijena i regulaciju rasta biljaka. Prema dostupnim istrazivanjima,
NAA obi¢no ne djeluje toksicno na sojeve Trichoderme kada se koristi u odgovaraju¢im
koncentracijama. Na primjer, studije su pokazale da Trichoderma spp. moze rasti i
funkcionirati u prisutnosti auksina poput NAA, a da se pritom ne smanjuje njezina
ucinkovitost (Gamalero i Glick, 2015.). Medutim, u¢inak NAA na Trichodermu moze
varirati ovisno o koncentraciji i specificnim vrstama 7richoderme. Visoke koncentracije
NAA mogle bi imati inhibicijski u€inak na rast i aktivnost Trichoderme, iako takvi slucajevi
nisu dokumentirani. Standardne koncentracije NAA koje se koriste u poljoprivredi ne

smatraju se toksicnima za Trichodermu (Vinale 1 sur., 2008).

Neka istrazivanja su pokazala da Trichoderma ne samo da poboljSava solubilizaciju
hranjivih tvari u tlu (Kashyap i sur., 2017), ve¢ takoder povecava povrsinu tla dostupnu biljci
povecanjem duljine korijena i broja korijenovih dlacica koje apsorbiraju hranjive tvari
(Zhang 1 sur., 2013). Rezultati u naSem istrazivanju djelomi¢no potvrduju ove navode. U
naSem istrazivanju nije utvrden znacajan ucinak Trichoderma spp. na povecanje duljine i
broja korjenci¢a u tretmanu T2 ali su biljke na ovom tretmanu razvile duze izdanke te broj 1
duzinu korjenci¢a od svih ostalih primjenjenih tretmana (Tablica 6. i Slika 13.). Osim toga,

mehanizam poticanja rasta koji se pripisuje Trichodermi smatra se da je povezan s
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povecanjem proizvodnje biljnih hormona (indol-3-octena kiselina, citokinin, giberelini,
zeatin, itd.), (Gravel i sur., 2007.; Zhang i sur., 2013.; Lopez-Coria 1 sur., 2016.). Za
detaljnije zakljucke potrebno je obaviti daljnja istrazivanja utjecaja nizih ili visih

koncentracija primijenjenih EMO koji su sadrzavali sojeve Trichoderma spp..

Kontrola K | Tretman T2

Slika 12. Razlike izmedu kontrolnog tretmana K i tretmana T2 po kultivarima: a.
Bluecrop, b. Legacy i c. Duke (prezivljavanje i izgled izdanaka) nakon 30 dana
aklimatizacije (Bizi¢, 2024.)

Kontrola K " R Tretman T2

Slika 13. Izgled korijena na izdanku kontrolnog tretmana K i tretmana T2 — kultivar Duke
(Bizi¢, 2024.)
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6. ZAKLJUCAK

Efektivni  mikroorganizmi (EMO) predstavljaju mjeSovite  kulture  korisnih
mikroorganizama, a njihova primjena u kulturi biljnog tkiva in vitro nije uobi¢ajena niti
Siroko istrazena.

Na temelju dobivenih rezultata u ovom diplomskom radu mozemo zakljuciti sljedece:

e Na kraju aklimatizacije (30 dana) vizualno su uocCena velika odstupanja u stopi
prezivjelih izdanaka izmedu primjenjenih tretmana ali 1 kultivara.

e Analizom recentnih istrazivanja nisu utvrdena sli¢na istrazivanja utjecaja EMO na stopu
prezivljavanja biljaka ex vitro.

e Najveca stopa prezivjelih izdanaka na razini cijelog pokusa dobivena je na tretmanu T2
— 32 % (Trichoderma koningii i Trichoderma harzianum) = veca u odnosu na kontrolni
tretman K (29,3 %).

e Ostali tretmani u istrazivanju rezultirali su nizom stopom prezivjelih izdanaka u odnosu
na kontrolu.

e Nisu utvrdene statisticke razlike izmedu kontrole i primijenjenih tretmanan EMO (u
duzini izdanaka, broju korjencica i duzini korjencica.

e Znacajna razlika utvrdena je jedino za parametar broj pravih listova gdje je kontrolni
tretman razvio znacajno veci broj pravih listova (vecih od 0,5 cm).

e Za pretpostaviti je da EMO nemaju utjecaj na razvoj listova jer nije uocena razlika u
broju pravih listova izmedu primijenjenih tretmana.

e Nije utvrden znacajan ucinak Trichoderma spp. na povecanje duljine i broja korjenci¢a
u tretmanu T2 ali su biljke na ovom tretmanu razvile duze izdanke te broj 1 duzinu
korjenci¢a od svih ostalih primjenjenih tretmana.

e Dobiveni podaci u nasem istrazivanju sugeriraju na mogucénost utjecaja Trichoderma
spp. na povecanje duzine izdanaka te broj i duzinu korjenci¢a ali za potvrdu ove teze
potrebno je obaviti dodatno istrazivanje utjecaja drugih koncentracija primjenjenog
tretmana s ovim sojevima Trichoderma spp.

e Najveca stopa prezivljavanja na razini cijelog pokusa od 43,4 % zabiljeZena je kod
kultivara Duke

e Kultivar Bluecrop rezultirao je vrlo loSe sa svega 18 % prezivjelih izdanaka, a kultivar

Legacy s 8,7 %.
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Kultivar Duke najbolje je podnio primijenjene tretmane EMO ali 1 ostale okoliSne uvjete
tijekom aklimatizacije (vlaga, svjetlost, supstrat, itd.).

Tretman s primjenom dva soja Trichoderma spp. (T2 - Trichoderma koningii i
Trichoderma harzianum) kod kultivara Duke pokazao se vrlo efikasnim kako na stopu
prezivljavanja izdanaka tako i na ostale promatrane parametre.

Prema dobivenim rezultatima, moguce je da su primijenjene koncentracije EMO s ili bez
NAA preporucene od strane proizvodaca, imale suprotan u¢inak na stope prezivljavanja
kod ostalih kultivara (Bluecrop 1 Legacy).

Neki tretmani i njihove koncentracije vjerojatno su djelovali toksi¢no na biljni materijal
u istrazivanju, jer su na tretmanima T3, T4 1 TS5 nakon 30 dana uocCena posmedenja i
naglo odumiranje izdanaka, §to je bilo posebno izrazeno kod kultivara Legacy.
Pretpostavljamo da postoji mogucénost i sinergijskog toksi¢nog ucinka primijenjenih
koncentracija NAA u tretmanima T3, T4 i TS5, koji su sadrzavali EMO, §to je posebno
vidljivo kod kultivara Legacy i Bluecrop.

Visoke koncentracije NAA mogle bi imati inhibicijski u¢inak na rast i aktivnost
Trichoderme, iako takvi slucajevi nisu dosad dokumentirani.

Za detaljnije zakljucke potrebno je obaviti daljnja istrazivanja utjecaja nizih ili visih

koncentracija primijenjenih EMO koji su sadrzavali sojeve Trichoderma spp.
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8. SAZETAK

Efektivni  mikroorganizmi  (EMO) predstavljaju mjeSovite  kulture  korisnih
mikroorganizama, a njihova primjena u kulturi biljnog tkiva in vitro nije uobicajena niti
Siroko istrazena. Na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS), u okviru
laboratorija za vocarstvo, provedeno je istrazivanje s ciljem ispitivanja primjene EMO
tijekom faza rizogeneze i aklimatizacije borovnice (Vaccinium corymbosum L.) prilikom
prijelaza iz in vitro u ex vitro uvjete. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su znacajne razlike
u stopama prezivljavanja izmedu primijenjenih tretmana i kultivara nakon aklimatizacije.
Najveca stopa prezivljavanja zabiljeZena je kod kultivara Duke (43,4 %), dok su Bluecrop
(18 %) 1 Legacy (8,7 %) imali znatno nize stope. Tretman T2 (Trichoderma koningii i
Trichoderma harzianum) pokazao se kao najdjelotvorniji, s 32 % prezivjelih izdanaka,
nadmasivsi kontrolu (29,3 %), dok su ostali tretmani rezultirali nizim stopama
prezivljavanja. Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u duljini izdanaka, broju
korjencica ili duljini korjenci¢a izmedu tretmana, osim u broju listova (> 0,5 cm), gdje je
kontrola pokazala bolje rezultate. lako Trichoderma spp. nije imala znacajan utjecaj na broj
1 duljinu korjenci¢a, tretman T2 dao je bolje rezultate s tim parametrima u usporedbi s
ostalim tretmanima. Visoke koncentracije EMO i NAA vjerojatno su imale toksi¢an u¢inak
na kultivare Bluecrop i Legacy, uzrokuju¢i posmedenje i odumiranje izdanaka, osobito kod
kultivara Legacy. Potrebna su daljnja istrazivanja s razli¢itim koncentracijama EMO i NAA

kako bi se ovi ucinci bolje razumjeli.
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9. SUMMARY

Effective Microorganisms (EMO) represent mixed cultures of beneficial microorganisms,
and their application in in vitro plant tissue culture is neither common nor widely researched.
At the Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek (FAZOS), within the fruit growing
laboratory, a study was conducted with the aim of examining the application of EMO during
the rhizogenesis and acclimatization phases of blueberry (Vaccinium corymbosum L.) from
in vitro to ex vitro conditions. The results of this study revealed significant differences in
survival rates between the applied treatments and cultivars after acclimatization. The highest
survival rate was recorded in the Duke cultivar (43.4 %), while Bluecrop (18 %) and Legacy
(8.7 %) exhibited significantly lower rates. Treatment T2 (7richoderma koningii and
Trichoderma harzianum) proved to be the most effective, with 32 % of surviving shoots,
outperforming the control (29.3 %), while other treatments resulted in lower survival rates.
No statistically significant differences were found in shoot length, root number, or root
length between treatments, except in the number of leaves (> 0.5 cm), where the control
showed better results. Although Trichoderma spp. did not have a significant effect on root
number and length, treatment T2 showed better results in these parameters compared to other
treatments. High concentrations of EMO and NAA likely had a toxic effect on the Bluecrop
and Legacy cultivars, causing browning and shoot dieback, particularly in the Legacy
cultivar. Further research with different concentrations of EMO and NAA is needed to better

understand these effects.
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10. PRILOZI

KONTOLNI TRETMAN K

Kontrolni tretman K (bez EMO) kronologija: 0 dan — 15 dan — 30 dan (BiZzi¢, 2024.)
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TRETMAN T1

PE— 7 - — .

Tretman T1 (Trichoderma, Pseudomonas, Streptomycetes, Bacillus, endomikoriza) kronologija: 0 dan — 15 dan — 30 dan (Bizi¢, 2024.)
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TRETMAN T2

Tretman T2 (Trichoderma koningii i Trichoderma harzianum) kronologija: 0 dan — 15 dan — 30 dan (Bizi¢, 2024.)
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TRETMAN T3

Tretman T3 (Bez EMO + NAA) kronologija: 0 dan — 15 dan — 30 dan (Bizi¢, 2024.)




TRETMAN T4

Tretman T4 (Trichoderma, Pseudomonas, Streptomycetes, Bacillus, endomi. + NAA) kronologija: 0 dan — 15 dan — 30 dan (Bizi¢, 2024.)
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TRETMAN T5

Tretman T5 (Trichoderma koningii i Trichoderma harzianum + NAA) kronologija: 0 dan — 15 dan — 30 dan (Bizi¢, 2024.)
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