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1. UVOD 
 

Borovnica (Vaccinium corymbossum L.) predstavlja voćnu vrstu od iznimnog ekonomskog, 

nutritivnog i zdravstvenog značaja u Republici Hrvatskoj. Uslijed rastuće potražnje za 

njenim plodovima, kako na domaćem tako i na međunarodnom tržištu, uzgoj borovnice 

postaje sve popularniji u našoj zemlji. Ova voćka bogata je vitaminima, mineralima i 

antioksidansima, što je čini izrazito cijenjenom među potrošačima, a zbog tih kvaliteta često 

se svrstava u kategorije "supervoća" i "funkcionalne hrane".  Borovnica nije samo nutritivno 

vrijedna, već predstavlja i značajan ekonomski resurs te predmet intenzivnih znanstveno-

istraživačkih studija. 

U znanstveno istraživačkoj praksi, naglasak se stavlja na razne metode i modele 

razmnožavanja, tehnologije uzgoja te ispitivanje nutritivne vrijednosti i utjecaja na zdravlje. 

Jedna od ključnih biotehnoloških metoda u razmnožavanju borovnice je mikropropagacija, 

koja omogućava brzu i masovnu proizvodnju klonova u kontroliranim i aseptičnim uvjetima. 

Ova metoda ne samo da zadovoljava tržišne potrebe, već doprinosi očuvanju genetskih 

resursa i poboljšanju svojstava biljaka. Mikropropagacija borovnice predstavlja jedan od 

ključnih modela u komercijalnoj proizvodnji ove voćne vrste, odnosno ovom metodom vrlo 

brzo i masovno proizvodimo visokokvalitetni i fitosanitarno ispravnih sadni materijal. 

Uvođenje nanobiotehnologije u kombinaciji s tekućim imerznim (TIB/TIS) sustavom 

predstavlja suvremeni pristup koji dodatno unapređuje proces mikropropagacije. Tekući 

imerzni sustavi bioreaktora TIB/TIS sustavi, (TIB – eng. Temporary Immersion Bioreactor 

i TIS – eng. Temporary Immersion System) u usporedbi s klasičnim metodama koje koriste 

polučvrsti medij (agar), omogućuju dinamičnu modifikaciju parametara uzgoja, optimalnu 

raspodjelu hranjivih tvari i kisika te smanjenje kontaminacije. Ove prednosti doprinose 

povećanoj stopi multiplikacije, boljoj kontroli uzgojnih uvjeta te smanjenju troškova 

energije i ljudskog rada. 

Nanobiotehnologija, primjenom nanočestica i nanomaterijala, poboljšava biološke procese 

biljaka. U kontekstu mikropropagacije, nanočestice mogu ubrzati apsorpciju hranjivih tvari, 

stimulirati rast i razvoj biljaka, te povećati otpornost na bolesti i stresne uvjete. 

Kombinacijom imerznog sustava s nanobiotehnologijom možemo značajno unaprijediti 

mikropropagaciju biljnih vrsta. Tekućim imerznim sustavom omogućena je ravnomjerna 

distribucija nanočestica kroz hranjivu otopinu, što ujedno osigurava veliku dostupnost 

nanočestica biljkama.  
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Silicij (Si), drugi najzastupljeniji element na Zemlji, poznat je po pozitivnim učincima na 

rast biljaka i otpornost na biotičke i abiotičke stresore. 

Ovaj diplomski rad usmjeren je na istraživanje utjecaja nanočestica silicijevog dioksida 

(SiO2) na anatomske značajke lista borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u tekućem 

imerznom sustavu bioreaktora SETIS™. Istraživanje je provedeno na Fakultetu 

agrobiotehničkih znanosti Osijek (FAZOS), Katedra za voćarstvo, vinogradarstvo i 

vinarstvo, u in vitro laboratoriju za voćarstvo. U prvom dijelu diplomskog rada detaljno se 

opisuje borovnica (Vaccinium corymbosum L.), uključujući porijeklo, biološku klasifikaciju, 

morfološke karakteristike, ljekovita svojstva te razmnožavanje isključivo tehnikom in vitro. 

Poglavlje „Materijali i metode“ pruža detaljan opis postavljanja istraživanja, korištenih 

tretmana, promatranih parametara te načina obrade podataka. Na kraju rada, kroz analizu 

rezultata i raspravu, donosi se zaključak o uspješnosti pokusa, odnosno mogućnosti i utjecaju 

nanočestica silicijevog dioksida na anatomske značajke lista borovnice (Vaccinium 

corymbosum L.) u tekućem imerznom sustavu bioreaktora. 
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2. PREGLED LITERATURE 

2.1. Borovnica (Vaccinium ssp.)  

 
Borovnica (Vaccinium ssp.) (Slika 1.) pripada obitelji Ericaceae koja sadrži oko 450 

različitih vrsta (Luby i sur., 1991.). Smatra se da je većina ovih vrsta udomaćena u 20. 

stoljeću (Lyrene i sur., 2003.). Većina vrsta ovog bobičastog voća nastanjuje područja s 

kiselim tlima u hladnijim područjima sjeverne hemisfere (Luby i sur., 1991.). Biljke roda 

Vaccinium razlikuju se po habitusu i variraju od epifita, puzavih formi do većih grmova s 

bobicama. Neke od vrsta mogu formirati krošnju, dok druge mogu proizvoditi nove izdanke 

direktno iz svojih rizoma (Luby i sur., 1991). 

  

Slika 1. Borovnica – Vaccinium corymbosum L. (Izvor: www. grandflora.stores.jp) 

 

Botanički, taksonomija roda tradicionalno se klasificira u dva podroda, Oxycoccus (2 sekcije 

- brusnice) i Vaccinium (21 sekcija - borovnice), iako nova filogenetska analiza sugerira da 

trenutno priznata taksonomija Vaccinium vjerojatno nije monofiletska (Kron i sur., 2002.). 

Najvažnije kultivirane vrste roda Vaccinium nalaze se u sekcijama Corymbosum, Oxycoccus, 
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Vitis-idaea, Myrtillus i Vaccinium. Rasprostranjenost roda Vaccinium u Republici Hrvatskoj 

možemo vidjeti u Tablici 1. 

 

Tablica 1. Rasprostranjenost roda Vaccinium u Hrvatskoj (preuzeto iz Dujmović Purgar i 
sur., 2007.). 

 

 

Komercijalna proizvodnja borovnice većinom uključuje vrste visokog i niskog grma. 

Kultivari visokogrmolike američke borovnice (V. corymbosum L.) (2n = 2x = 24 i 4x = 48) 

(Camp, 1945.) najvažniji su u proizvodnji iz roda Vaccinium. Prema slici 2.,  visokogrmolike 

borovnice uzgajaju se u 37 država SAD-a, u šest kanadskih provincija, te u Australiji, Čileu, 

Argentini, Novom Zelandu i nekoliko zemalja Azije i Europe (Strik i Yarborough, 2005.). 

Borovnica je značajno povećala svoju popularnost tijekom posljednjeg desetljeća. Tijekom 

1990. godine ove su se bobice uzgajale u oko 10-ak zemalja širom svijeta (Slika 2.), dok se 

u 2011. godini uzgoj komercijalno prakticirao u 27 zemalja (Michalska i Łysiak, 2015.).  

  

Slika 2. Američka borovnica proizvodnja u svijetu 2020. i 2021. godine (Izvor: 

www.gardenerspath.com i International Blueberry Organization (IBO)) 
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2.2. Uzgoj borovnice u RH 

 
Kao intenzivna kultura borovnica u RH nema veliku tradiciju, a intenziviranje njenog uzgoja 

započinje tek u zadnjem desetljeću (Bošnjak, 2022.). Rod Vaccinium obuhvaća relativno 

velik broj vrsta, ali u Hrvatskoj su samo tri vrste autohtone: V. myrtillus (šumska borovnica), 

V. vitis-idaea (brusnica) i V. uliginosum (močvarna borovnica). Četvrta „pridošla“ vrsta je V. 

corymbosum (američka borovnica) (Slika 3.) koja se uvozi i kultivira zbog svojih bobica. 

Ove vrste rastu na kiselim i tresetnim tlima, preferirajući svijetle šume, rubove šuma, 

krčevine i čistine (Purgar i sur., 2007.). Borovnica (V. myrtillus) je najrasprostranjenija u 

Hrvatskoj, kao sezonsko šumsko voće. U prirodi, borovnica raste u nizinskim i gorskim 

krajevima Hrvatske, u crnogoričnim i bjelogoričnim šumama.  

 

Slika 3. V. corymbosum - Američka visokogrmolika borovnica (Izvor: 

www.cabidigitallibrary.org) 

Kultivirana američka visoko grmolika borovnica (V. corymbosum) uspješno se uzgaja u 

našoj zemlji, a najčešći sortiment proizvodnih nasada čine kultivari: Duke, Bluecrop, 

Chandler, Spartan, Legacy, Darrow, Early blue, Elliot, Patriot i drugi. Sami kultivari 

američke borovnice mogu se svrstati u više kategorija ovisno o vremenu dozrijevanja, te su 

tako prisutni kultivari ranog, srednjeg i kasnog dozrijevanja.  

Uzgoj borovnice zahtijeva značajna znanja i financijska ulaganja, što čini intenzivni 

plantažni uzgoj borovnice vrlo izazovnim. Pored prisutnog problema introdukcije ove nove 

voćne vrste te nepoznavanja tehnologije proizvodnje, ograničavajući faktor njenog širenja u 

Hrvatskoj predstavlja vrlo mali areal pogodnih lokaliteta s adekvatnim agroekološkim 

uvjetima (Bošnjak, 2022.). U Hrvatskoj je pod borovnicom oko 213 hektara (Agencija za 
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plaćanja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju, APPRRR 2019.). Unatoč rastu 

površina u RH, uzgoj borovnice još nije na razini koja bi zadovoljila potražnju potrošača. 

Proizvodnja borovnice najzastupljenija je u zapadnoj i sjeverozapadnoj Hrvatskoj, gdje se 

većina plantaža i nalazi. Trenutna ekspanzija rasta proizvodnih površina uz medijsko 

eksponiranje podiže svijest potrošača o nutritivnoj vrijednosti borovnice (Bošnjak, 2022.). 

Danas, borovnica se predstavlja kao funkcionalna hrana, odnosno „supervoće“ s vrlo 

povoljnim učinkom na ljudsko zdravlje (Bošnjak, 2022.). 

 

2.3. Nutritivna vrijednost i utjecaj na ljudsko zdravlje 

Ova ukusna bobica stekla je popularnost diljem svijeta, a ta popularnost raste posljednjih 

godina, ne samo u vidu svježe konzumacije ploda, nego i u vidu prerade borovnica u druge 

proizvode koji promiču ljudsko zdravlje. Ove ukusne bobice konzumiraju se kao voće 

(svježe, sušene, konzervirane ili zamrznute), te kao punjenje za voćne pite i pekarske 

proizvode diljem svijeta. Prerađeni proizvodi od borovnica, kao što su džemovi, sirupi, voćni 

sokovi, napitci i koncentrati, također su vrlo popularni. Trenutno postoje brojna nezavisna 

istraživanja koja ukazuju na pozitivnu korelaciju između konzumacije ovih bobica i 

prevencije, odnosno odgađanja i početka razvoja kroničnih bolesti poput raka, 

kardiovaskularnih poremećaja i dijabetesa (Agustinah i sur., 2016; Flores i sur., 2013; 

Khanal i sur., 2012). 

Svježi plodovi (bobice) predstavljaju bogat izvor polifenola, posebice antocijanina poznatog 

po svom antioksidativnom učinku (Huntley, 2009.; Louis i sur., 2014.). Borovnice su 

prepoznate kao voće bogato antioksidansima, suzbijaju oksidativni stres, smanjuju upale, 

reguliraju ekspresiju gena povezanih s procesima različitih bolesti te moduliraju 

makromolekularne interakcije (Neto, 2007). Plodovi također sadrže i vitamine, minerale u 

tragovima, mikroelemente, enzime i vlakna, flavonoide i triterpenoide (Slika 4.) (Patel, 

2014.; Seeram i sur., 2006.; Neto, 2007.).  

Istraživanja ukazuju na potencijal ovog voća (antioksidacijska aktivnost, antibakterijska, 

antivirusna i antiangiogena svojstva, detoksikacija, poboljšanje imunološkog sustava i 

metabolizma hormona, smanjenje hipertenzije, itd) u preventivnom učinku na pojedine 

bolesti (Freitas i sur., 2008.; Howell, 2008.; McLeay i sur. , 2012.; Patel, 2014.). 
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Slika 4. Nutritivne karakteristike borovnice (Izvor: www.herbazest.com) 

 

2.4. Mikropropagacija borovnice (in vitro kultura biljnog tkiva)  
 

Biljna biotehnologija jedna je od najvažnijih znanstveno-tehnoloških dostignuća ovog 

stoljeća te ima izuzetnu ulogu u razvoju suvremene poljoprivrede i hortikulture (Bošnjak, 

2022.). Mikropropagacija biljaka in vitro (Slika 5.) predstavlja vrlo važnu granu biljne 

biotehnologije.  

 

Slika 5. Mikropropagacija - in vitro izdanci borovnice, (Izvor: www.airellesdesfreres.com) 
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Masovnost proizvodnje fitosanitarno ispravnog te visokokvalitetnog reprodukcijskog 

biljnog materijala u brzom ciklusu, osigurana je upravo upotrebom tehnologije 

mikropropagacije in vitro u aseptičnim uvjetima (Bošnjak, 2022.). U svijetu je još uvijek 

najzastupljeniji konvencionalni model in vitro mikropropagacije biljnog materijala na 

čvrstom i polučvrstom mediju (Bošnjak, 2022.). 

Moderna znanstveno istraživačka praksa razvijenih članica Europske unije oslanja se na 

upotrebu suvremene biotehnologije (mikropropagacija, kultura tkiva in vitro). Reprodukcija 

biljaka in vitro (kultura tkiva, mikropropagacija) predstavlja suvremeni biotehnološki proces 

masovne proizvodnje genetski identičnih, fiziološki uniformnih i zdravih biljaka (Bošnjak, 

2022.). 

Kultura tkiva in vitro predstavlja aseptičnu kulturu biljnih stanica, tkiva, organa ili cijele 

biljke (Slika 6.) u kontroliranim uvjetima najčešće za klonsku proizvodnju biljaka (Thorpe 

T., 2007.). Dobiveni klonirani biljni materijal predstavlja vjerni tip ishodišnog genotipa. 

Kontrolirani uvjeti uzgoja pružaju kultivaru okruženje pogodno za idealni rast i razvoj. Ti 

uvjeti uključuju odgovarajuću opskrbu hranjivim tvarima, stabilni pH medija, odgovarajuću 

temperaturu i ostale okolišne parametre (Hussain A. i sur., 2012.). 

 

 

Slika 6. Prikaz razmnožavanja, razvoja kalusa i uvođenja borovnice u kulturu tkiva; a. i d. 

– razvoj izdanka, b. i e. –  formiranje i rast nodijalnih izdanaka, c. i f. – stvaranje kalusa 

(preuzeto iz Qiansheng i sur., 2021.) 
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Tehnologija mikropropagacije ima velik potencijal u proizvodnji visoko kvalitetnog biljnog 

materijala, izolaciji korisnih genotipovima s boljom otpornošću na bolesti i tolerantnosti na 

stresne uvjete (Brown i Thorpe, 1995.). 

U klonskoj reprodukciji vrsta iz roda Vaccinium, mikropropagacija predstavlja moćan alat 

za brzo umnažanje novonastalih kultivara, te za uspostavljanje in vitro banke gena Vaccinium 

spp. In vitro tehnika kod ove voćne vrste u početku se koristila za brzo umnažanje novih 

kultivara uslijed njenog sporog umnožavanja tradicionalnim konvencionalnim tehnikama - 

reznice (Lyrene, 1978., 1980.; Reed i AbdelnourEsquivel, 1991.; Wolfe i sur., 1993.).  

U recentnim istraživanjima na mikropropagaciji borovnice najčešće se koriste WPM (Woody 

Plant Medium, Lloyd i McCown, 1980.) i MS (Murashige i Skoog, 1962.) hranjivi mediji te 

njihove razne modifikacije i kombinacije koncentracija i/ili pojedinih elemenata medija 

(Song i Sink, 2004.; Tetsumura i sur., 2008.; Debnath, 2009.; Liu i sur., 2010.; Ruzic i sur., 

2011.; Lyrene, 1978., 1980.; Reed i Abdelnour Esquivel, 1991.; Wolfe i sur., 1993.; 

Tetsumura i sur., 2008.).  

 

2.5. Suvremeni TIB/TIS imerzni sustav bioreaktora 

 
Potreba korporativnog rasta, povećanja učinkovitosti i automatizacije, odnosno globalne 

masovnosti proizvodnje i opskrbe nameće uporabu imerznih TIB/TIS sustav bioreaktora 

nove generacije (TIB, eng. Temporary Immersion Bioreactor; TIS, eng. Temporary 

Immersion System) kao neophodno tehnološko rješenje u suvremenoj biotehnologiji 

(Bošnjak, 2022.). 

Bošnjak, (2022.) navodi prednosti ovog sustava koje se očituju kroz smanjenje potreba za 

manipulativnim prostorom, kratkim vremenskim intervalom proizvodnje, manjom 

količinom inicijalnog baznog početnog biljnog materijala, dugog čuvanja klonskog biljnog 

materijala, prenošenja, itd. Konvencionalni model mikropropagacije biljnog materijala in 

vitro ograničen je uporabom agara (zgušnjivač za čvrsti ili polučvrsti hranjivi medij = gel) 

koji ujedno i poskupljuje samu proizvodnju za razliku od suvremenog imerznog sustava 

bioreaktora (TIB/TIS),  (Bošnjak, 2022.). 

Sustav se sastoji od fizički odvojenih posuda s biljkama (Slika 7.) te posuda s hranjivim 

medijem. Hranjivi medij pomoću pneumatike i kontrolne jedinice (CPU i software) u 

zadanom ciklusu povremeno potapa biljni materijal s ciljem podmirenja svih životnih 
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potreba. Jedna od važnih komponenti TIB/TIS sustava je računalna kontrolna upravljačka 

jedinica – CPU te pneumatska jedinica (kompresor). Pneumatska jedinica mora stvarati vrlo 

čisti i ne kontaminirani (sterilni) suhi zrak. Veza između pneumatskih elemenata i 

upravljačke jedinice mora biti savršena kako bi rad bioreaktora bio vrlo precizan i 

kontroliran. 

 

Slika 7. Mikropropagacija borovnice u SETIS™ bioreaktoru (preuzeto iz Clapa i sur., 

2019.) 

 

2.6. Silicij i nano silicij 
 

Silicij (Si) je najzastupljeniji element za zemlji nakon kisika. Ipak, uloga silicija u biologiji 

nije dovoljno shvaćena jer se Si ne smatra esencijalnim elementom. Sadržaj Si u biljci može 

doseći razine makroelemenata (Epstein, 1994.; 1999.). Neke biljne vrste akumuliraju Si od 

0,1 do 10 % stvarne koncentracije (Cherif i Belanger, 1992.). Nano strukturni silicijev 

dioksid (SiO2) nakon apsorpcije (Slika 8.) može stvoriti film na stjenkama stanica te na taj 

način može smanjiti transpiraciju, povećati otpornost na bolesti i poboljšati rast biljaka u 

stresnim uvjetima visoke temperatura i zaslanjenosti tla (Gillman i sur., 2003.; Lim i sur., 

2012.; Locarno i sur., 2011.; Shetty i sur., 2012.; Stamatakis i sur., 2003.). Također, nano 

struktura silicijevog dioksida može povećati tvrdoću stanične stjenke (Lin Bao i sur., 2004.). 
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Slika 8. Pozitivan utjecaj nano čestica silicija na biljku i tlo  

(preuzeto i prilagođeno iz Jyoti Mathur i sur., 2022.) 

 

Iako je Si kvantitativno glavni anorganski sastojak viših biljaka, element se ne smatra 

hranjivom za biljke i nije uključen u formulacije kulturnih otopina koje se koriste u 

istraživanjima na biljkama. Biljke siromašne silicijem često su strukturno slabe, imaju 

abnormalan rast i razvoj, te su osjetljivije na abiotičke i biotičke stresove (Rafi i sur., 1997.). 

Dodavanjem Si u medij za kulturu tkiva povećava se stabilnost stanica, tkiva i organa biljaka 

(Sivanesan i Park, 2014.). Rast biljaka in vitro, biomasa i anatomija biljaka poboljšana je 

dodavanjem Si u oblicima kao što su: natrijev silikat (Na2SiO3 - 1 ppm) kod jagode 

(Fragaria x ananassa Duch.), (Braga i sur., 2009.), kalcijev silikat (CaSiO3 - 1000 ppm) kod 

banane (Musa sp. Maçã (Silk) banana), (Asmar i sur., 2013.) i kalijevog silikata (K2SiO3 - 

200 ppm) kod begonije i maćuhice (Begonia semperflorens Link et Otto i Viola × 

wittrockiana Hort.), (Lim i sur., 2012.). Regulacija rada puči ili poboljšanje transpiracije 

kroz puči ukazuje da Si snažno utječe na vodni režim biljke (Ming i sur., 2012.). 

Polimerizacija Si u stanicama epiderme utječe na integritet stanične stijenke (Dakora i 

Nelwamondo, 2003.) i njihovu strukturnu stabilnost tijekom stresnih uvjeta (Tripathi i sur., 

2016.).  
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2.7. Nanotehnologija 
 

Biotehnologija ima ključnu ulogu u masovnoj proizvodnji poboljšanih biljnih genotipova (in 

vitro kultura tkiva, klonsko razmnožavanje). Ona može pomoći i u razmnožavanju biljnih 

vrsta koji sadrže korisne biološke aktivne tvari (aditive za hranu, pigmente, farmaceutske 

proizvode, biopesticide, itd.).  

Nanotehnologija, predstavlja važno područje u istraživanju temeljeno na modernim 

materijalima – nanočesticama (NP). Ovi materijali specifični su po svojim: veličinama, 

oblicima i distribuciji. Primjene korištenja nanomaterijala i NP se vrlo brzo razvija (Jain i 

sur., 2009). Nanočestice su pokazale svoju važnost u različitim granama biljne 

biotehnologije. Dokazana je njihova učinkovitost u mnogim istraživanjima, od pojedinih 

faza kulture tkiva (dezinfekcija, diferencijacija kalusa), stvaranja somaklonalnih varijacija, 

dobivanja genetski modificiranih organizama do ostalih oblika primjene kao što je 

produkcija sekundarnih metabolita (Kim i sur., 2017.). U kulturi biljnog tkiva, postoji 

nekoliko istraživanja temeljenih na nanotehnologiji, a posebice upotrebi NP u klijanju 

sjemena (Slika 9.), poboljšanju rasta biljaka, genetičkim modifikacijama biljaka, zaštiti bilja, 

itd. (Siddiqui i Al-Whaibi, 2013; Wang i sur., 2016; Ruttkay-Nedecky i sur., 2017). 

 

Slika 9. Aplikacija nano-silicija i utjecaj na klijavost sjemena rajčice (preuzeto iz Siddiqui i 

Al-Whaibi, 2013.) 
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2.8. Puči 

Biljke za svoj rast i transpiraciju (disanje) koriste ali i gube puno vode. Kada je dostupnost 

vode ograničena, jedan od brzih odgovora biljaka je u vidu zatvaranja puči, mikroskopskih 

pora koje se obično nalaze u epidermi lista i zeljastih izdanaka (He J., Liang Y., 2018.).  

Puči su evolucijski vrlo stare, a pronađene su na fosilima starim više od 400 milijuna godina. 

Iako su se veličina, broj i raspored puči te njihove okolne stanice diversificirale, morfologija 

pojedinačnog kompleksa puči ostala je uglavnom nepromijenjena. Središnja pora omeđena 

je parom stanica zapornica koje potječu iz iste matične stanice, a ispod njih se nalazi 

substomatalna šupljina smještena na mezofilnim stanicama (He J., Liang Y., 2018.). 

Puči (jednina, puč), ponekad je anglizirana kao ''stoma'', što na grčkom znači 'usta', jer 

nalikuje sićušnim ustima okruženu natečenim usnama. Puči su zapravo par zaštitnih stanica, 

koje mogu nabubriti da se otvore ili smanjiti oticanje kako bi zatvorili središnju poru kroz 

koju voda kao para prolazi u atmosferu. Biljke koriste puči za simultanu regulaciju unosa 

CO2 i gubitka vode, te izravno utječu na stopu asimilacije CO2 i transpiracije (Raven, 2002.; 

Ruszala i sur., 2011.). 

Najvažnija karakteristika puči je da se mogu otvarati i zatvarati, a promjena veličine otvora 

regulira izmjenu plinova (Jones i sur., 2003.; Doblin i sur., 2010.; Amsbury i sur., 2016.). 

Otvaranje puči, proces koji je ovisan o energiji i citoplazmi, također proizlazi iz transporta, 

nakupljanja i otpuštanja osmotski aktivnih otopljenih tvari (Santelia i Lawson, 2016.). 

Biljke bez korijena često se uzgajaju in vitro gdje je atmosfera vrlo vlažna, a protok vođen 

razlikom u potencijalu vode posljedično je smanjen. Unatoč tome, čini se da u kulturi tkiva 

još uvijek postoji dovoljan protok vode (Beruto i sur., 1999.) koji može utjecati na puči koje 

budu konstantno otvorene (De Klerk i Wijnhoven, 2005.). Međutim, treba napomenuti da su 

u kulturi tkiva puči uvijek otvorene na dijelu eksplantata koji je izložen plinovitoj fazi (De 

Klerk i Wijnhoven, 2005.), a isto se može odnositi i na tkiva koja su izložena polukrutom ili 

tekućem mediju. 

Što je više puči po jedinici površine (gustoća puči), to se više viška vode oslobodi, a CO2 

primi. Ravnoteža između ova dva procesa ovisi o odgovoru puči na unutarnje i vanjske 

podražaje te zahtjevu mezofila prema CO2 (Lawson i Blatt, 2014.). 
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Slika 10. Fenotipovi i raspodjela puči: a, c (puči u obliku bućice kod biljke Setaria viridis, 

tipične za trave), b, d  (puči u obliku bubrega, tipične za biljke poput Commelina 

communis), e (puči kod trava su strogo raspoređene u nizovima stanica s identičnom 

orijentacijom), f (puči kod C. communis su raspoređene raštrkano i anizotropno), (preuzeto 

iz He J., 2018.). 

 

Postoje dvije različite vrste stanica zapornica, u obliku bućice i u obliku bubrega, 

predstavljene biljkama Setaria viridis (Slika 10. a, c i e) i Commelina communis (Slika 10. 

b, d i f). Trenutni dokazi podržavaju tezu da su puči sa stanicama zapornicama u obliku 

bućice evolucijski naprednije i fiziološki učinkovitije, jer njihove stanice zapornice 

zahtijevaju manje otopljenih tvari i manje vode za postizanje određenog povećanja otvora 

(Raschke, 1975; Hetherington i Woodward, 2003).  

Pore puči također se mogu aktivno zatvoriti kako bi se spriječio ulazak mikroba te na taj 

način zaštititi biljku od infekcija patogenima (Melotto i sur., 2006.). Puči mogu imati veliki 

utjecaj na globalne cikluse ugljika i vode, kao i na konkurentnost biljaka i nutritivnu 

vrijednost poljoprivrednih proizvoda. Taj utjecaj dodatno se pogoršava zbog trenutnih 

klimatskih promjena, osobito povećanja razine CO2 u atmosferi (Hetherington i Woodward, 

2003; Myers i sur., 2014). 

Otvor i broj puči na površini fotosintetskih organa zajednički kontroliraju genetika i okolišni 

faktori kako bi se 'postavile' stope izmjene plinova u skladu s trenutnim uvjetima okoline 

(Hetherington i Woodward, 2003; Assmann i Jegla, 2016). Da bi sačuvale vodu, pustinjske 
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biljke, kao i borovi, često imaju svoje puči uvučene u stomatalne kripte koje su male komore 

ispod površine lista ili stabljike. 

 

 

Slika 11. Fotografija uzoraka distribucije puči u C. camphora. (a, b). Rijetko je da se puči 

međusobno dodiruju; većina ih je raspoređena na pokožici lista pojedinačno. Međutim, ima 

mnogo puči čiji je raspored vrlo blizu jedno drugome i odvojenih samo jednim EC 

(epidermalna stanica), (označeno isprekidanim strelicama). (c, d) Grozdasti prikaz puči je 

označeni punim strelicama (preuzeto iz Genxuan Wang, 2006.) 

 

Puči se značajno razlikuju u raspodjeli, rasporedu, veličini i učestalosti među vrstama ili 

genotipovima unutar jedne vrste (Slika 11.). Obično su duge 20–50 μm i javljaju se u gustoći 

između 50 i 300 po mm². Puči se mogu naći na stabljikama, listovima, cvjetovima i 

plodovima, ali ne i na korijenju. Na listovima puči mogu biti prisutne na obje površine 

(amfistomatski, npr. kod Arabidopsisa) ili samo na jednoj površini (hipostomatski), kao kod 

većine drvenastih biljaka, uključujući i borovnicu. Međutim, topola i vrba su iznimke među 

drvenastim biljkama jer su amfistomatske. Puči obično potpuno izostaju s potopljenih listova 

vodenih biljaka (astomatski). Većina parazitskih biljaka često nema puči (He, Liang, 2018.). 



 

16 
 

Biljke stvaraju puči u organiziranim uzorcima. Kod trava, četinjača i nekih dikotiledona, 

puči se javljaju u paralelnim redovima, dok su kod listova s mrežastom nervaturom često 

'nasumično' raspršene (He, Liang, 2018.).  
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3. MATERIJALI I METODE 
 

3.1. Opis laboratorija 
 

Istraživački dio ovog diplomskog rada proveden je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva 

Katedre za voćarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (laboratorij za voćarstvo) Fakulteta 

agrobiotehničkih znanosti Osijek (FAZOS). Laboratorij je u potpunosti opremljen za 

uspješno provođenje istraživanja iz ovog područja znanstvenog rada, a posjeduje: laminarni 

stol/kabinet, autoklav, magnetna miješalica, pH metar, sterilizator, pincete, skalpeli, TIB/TIS 

– SETIS® sustav bioreaktora (Slika 12.), matični biljni materijal (matičnjak), prostor za 

aklimatizaciju te klima komoru s kontroliranim uvjetima potrebnim za razvoj in vitro biljaka 

u pojedinim fazama mikropropagacije.  

 

Slika 12. SETIS™ bioreaktorska jedinica (Izvor: Zita Bece) 

 

U laboratoriju za kulturu tkiva in vitro u kulturi se održavaju mnoge voćne i druge biljne 

vrste poput: lijeske, paulovnije, maline, kupine, višnje, trešnje, ružmarina, divizme, ukrasnih 

grmova, borovnice, oraha, vegetativnih voćnih podloga, itd. (Slika 13.). 
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Slika 13. Biljni in vitro materijal borovnice na FAZOS-u (Izvor: Zita Bece, 2024.) 

 

3.2. Cilj i postavljanje istraživanja 
 

Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje utjecaja nanočestica silicija (SiO2) na 

anatomske značajke lista (veličina, broj i izgled puči) voćne vrste američke visokogrmolike 

borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u SETIS™ tekućem imerznom sustavu bioreaktora 

(Slika 12).  

Samo istraživanje je postavljeno u sterilnim uvjetima laminarne komore (laboratorij za in 

vitro), gdje je pripremljen tekući hranjivi medij s različitim koncentracijama nanočestica 

silicijevog dioksida (SiO2). Inicijacija eksplantata obavljena je u TIB/TIS posude za biljni 

materijal. 

Sva oprema, posuđe, pribor i medij korišten za izradu ovog diplomskog rada steriliziran je 

u vertikalnom Inko lab autoklavu u režimu 121 °C s trajanje od 20 minuta pri tlaku od 1,2 

bara. Radni prostor laminarne komore je steriliziran sa 70 %-tnim etanolom i UV svjetlom 

u trajanju od 30 minuta. 

Imerzni sustav bioreaktora SETIS™ se sastoji od fizički odvojenih posuda (komora) s 

biljnim materijalom i posuda s tekućim hranjivim medijem koji pomoću pneumatike i 

zadanog ciklusa povremeno potapa biljni materijal. Svaka je jedinica (bioreaktor), 

opremljena dodatnim ventilima s mikrofilterima (veličina pora 0,2 μm) za regulaciju tlaka i 

izmjenu plinova čime se postiže kontrolirano prozračivanje medija i komore s biljnim 
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materijalom (Slika 14.) kako bi se spriječila akumulacija etilena i naknadna kontaminacija u 

sustavu (Bošnjak, 2022.). 

 

Slika 14. Niz bioreaktorskih jedinica SETIS™ s biljnim materijalom (Izvor: https://setis-
systems.be/) 

 

3.3. Biljni materijal u istraživanju 
 

Istraživanje je provedeno na voćnoj vrsti američkoj borovnici (Vaccinium corymbosum L.), 

koja je prethodno uvedena u in vitro kulturu biljnog tkiva. In vitro izdanci disecirani su na 

nodijalne eksplantate (Slika 15.) veličine 1 do 2 cm s dva do tri nodija (bočna pupa s listom), 

te potom preneseni u sterilni bioreaktor (posudu) za biljni materijal. 

 

                    

Slika 15. a.) Prikaz multipliciranih nodijalnih segmenata na WPM mediju – 0 dan, b.) 

nodijalni segmenti nakon 30 dana kulture (Izvor: Zita Bece) 

a) b) 
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3.4. Tretmani u istraživanju 

U izradi ovog diplomskog rada korišten je gotovi hranjivi medij WPM (Lloyd i McCown, 

1981.) formulacije, proizvođača Duchefa Biochemie (Nizozemska). Hranjivi medij 

sadržavao je mikro- i makroelemente koji su navedeni u tablici 2., uz dodatak 30 g/L šećera, 

2 mg/L zeatina (citokinin) i pojedinih tretman nanočestica SiO2. pH medija podešen je na 

5,0. Svaki bioreaktor sadržavao je  oko 750 ml tekućeg hranjivog medija, a nanočestice SiO2 

dodane su direktno u tekući hranjivi medij prije autoklaviranja.  

 

Tablica 2. Sastav WPM  hranjivog medija (Lloyd i McCown, 1980.) korištenog u 

istraživanju 

 

Tretmani su uključivali primjenu gotovih i sintetiziranih nanočestica silicijevog dioksida 

(SiO2 nanopuder, veličina čestica 10 – 20 nm), a matična otopina nanočestica SiO2 

pripremljena je otapanjem i disperzijom pomoću DMSO (dimetil sulfoksida) i ultrazvučnog 

homogenizatora Hielcher UP400St. 

Istraživanje je uključivalo postavljenje 2 tretmana s nanočesticama (Si I i Si II) + kontrolni 

tretman (K). Svaki tretman postavljen je u 3 repeticije (3 bioreaktora + 3 tretmana = 9 

bioreaktora), a svaka posuda s biljnim materijalom sadržavala je 200 eksplantata borovnice 

(3 x 200 = 600 eksplantata po tretmanu). U tablici 3. detaljno su prikazane korištene 

koncentracije nano-SiO2 u ovom istraživanju. 

Mikroelementi 

Makroelementi 
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Tablica 3. Tretmani u istraživanju 

Tretman Koncentracija – repeticije 

K kontrola – 0 (bez nanočestica) 

Si I 30 mg/L – nano-SiO2  

Si II 75 mg/L – nano-SiO2  

  

Po završetku postavljanja istraživanja svi bioreaktori postavljeni su u klima komoru u režim 

svjetlosti 16/8 (svjetlo/mrak) i temperaturu od oko 23 ± 1,5 °C. 

 

3.5. Mjerenja u istraživanju 

Listovi s pučima pripremljeni su prema metodi Gao i sur. (2017.).  Nakon 30 dana kulture 

sa svakog tretmana uzeto je 10 nasumično odabranih novih izdanaka borovnice, odnosno sa 

svakog izdanka je uzeto najmanje 10 listova koji su potopljeni u MES-KCl pufer te im je 

pomoću skalpela i pincete oguljena donja epiderma. Fragmenti epiderme su promatrani pod 

svjetlosnim mikroskopom i fotografirani digitalnom mikroskopskom kamerom (Slika 17.) 

uz analizu u programu Motic Images Plus 2.0ML. Mjerenja su obuhvaćala određivanje broja 

puči po površini epiderme lista (mm2) i dimenzija puči (dužina i širina puči i otvora porusa, 

µm).  

Mjerenja u istraživanju: 

 Broj puči po površini epiderme (mm2) 

 Dimenzije puči (Slika 16.): dužina (A) i širina (B) puči i dužina (a) i širina otvora 

(b) porusa u µm 

 

Slika 16. Shematski prikaz mjerenih parametara dimenzija puči 
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Slika 17. Promatranje fragmenata epiderme pod svjetlosnim mikroskopom i fotografiranje 
(Izvor: Zita Bece) 

 

3.6. Statistička obrada podataka 

 

Podatci u ovom diplomskom radu analizirani su pomoću Microsoft Office Excel 2013. i SAS 

Software 9.3. statističkog paketa. Za statističku obradu korištena je analiza varijance, a 

razlike između srednjih vrijednosti tretmana utvrđene su pomoću Fisher LSD testa (p ≤ 

0,05). 
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4. REZULTATI 
 

Nakon 45 dana kulture svi tretmani uspjeli su inicirati dovoljno biomase za daljnju 

multiplikaciju, odnosno provođenje analiza i evaluaciju tretmana (Slika 18.). Tijekom 

mjerenja anatomskih značajki lista i evaluacije samih tretmana nije uočena kontaminacija ili 

stresni utjecaj hranjive podloge i/ili uvjeta klima komore.   

 

Slika 18. Biomasa nakon 45 dana kulture (Izvor: Zita Bece) 

 

U tablici 4. izneseni su rezultati mjerenja dimenzija puči i otvora porusa po primijenjenim 

tretmanima.  

Prema tablici 4. na kontrolnom tretmanu (K) visina puči (A) po repeticijama kretala se u 

rasponu od 23,09 do 26,31, odnosno prosječno 24,70 µm. Širina puči (B) kretala se u rasponu 

od 19,63 do 22,72, prosječno 21,18 µm. Visina porusa (a) kretala se od 8,10 do 11,12, 

odnosno prosječno 9,61 µm. Širina porusa na kontrolnom tretmanu (K) iznosila je 6,33 do 

8,78, tj. prosječno 7,55 µm. 
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Tablica 4. Dimenzije puči i otvora porusa na listovima borovnice po tretmanima i repeticijama (µm) 

Tretman Repeticija (A) Visina puči Prosjek (B) Širina puči Prosjek (a) Visina porusa Prosjek (b) Širina porusa Prosjek 
K 1 23,09 

24,70 
19,63 

21,18 
8,10 

9,61 
6,33 

7,55 
K 2 26,31 22,72 11,12 8,78 
Si I 1 26,30 

27,15 
22,59 

23,43 
10,22 

10,72 
7,90 

8,58 
Si I 2 28,00 24,26 11,21 9,26 
Si II 1 27,06 

26,55 
23,16 

22,18 
10,90 

10,24 
8,10 

7,68 
Si II 2 26,04 21,20 9,59 7,27 

 

 

 

 
 

Tablica 5. Broj puči po tretmanima i repeticijama na listovima borovnice (po mm2) 

Tretman Repeticija Broj puči 
Prosječan broj puči po 

tretmanu (po mm2) 
Prosječan broj puči na 
razini pokusa (po mm2) 

K 1 43,3 
39,0 

32,4 

K 2 34,6 
Si I 1 31,2 

28,9 
Si I 2 26,5 
Si II 1 25,0 

29,5 
Si II 2 34,0 
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Na tretmanu Si I, visina puči (A) po repeticijama kretala se u rasponu od 26,30 do 28,00 s 

prosječnom vrijednošću od 27,15 µm. Širina puči (B) u ovom tretmanu kretala se od 22,59 

do 24,26, odnosno prosječno 23,43 µm. Visina porusa (a) bila je između 10,22 do 11,21 s 

prosjekom od 10,72 µm. Širina porusa (b) kretala se u rasponu  od 7,90 do 9,26, tj. prosječno 

8,59 µm (Tablica 4.). 

Na tretmanu Si II (Tablica 4.), visina puči (A) po repeticijama kretala se u rasponu od 26,04 

do 27,06, s prosjekom od 26,55 µm. Širina puči (B) bila je od 21,20 do 23,16, odnosno 

prosječno 22,18 µm. Visina porusa (a) kretala se između 9,59 i 10,90, s prosjekom 10,24 

µm, a širina porusa (b) od 7,27 do 8,10 u prosjeku 7,68 µm.  

 

U tablici 5. izneseni su rezultati broja puči po mm2 donje epiderme lista po primijenjenim 

tretmanima (Slika 19.). Prema tablici 5. broj puči po mm2 na kontrolnom tretmanu (K) kretao 

se u rasponu od 34,6 do 43,3 ili prosječno po tretmanu 39,0. Na tretmani Si I broj puči kretao 

se u rasponu od 26,5 do 31,2, odnosno prosječno 28,9. Na tretmanu Si II broj puči bio je 

između 25,0 do 34,0 s prosjekom od 29,5. Prosječan broj puči na razini cijelog pokusa po 

mm2 donje epiderme lista borovnice iznosio je 32,4 puči. 

 

Slika 19.  Originalni izgled uzorka za parametar broj puči po mm2 donje epiderme lista  

(Izvor: Zita Bece)
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5. RASPRAVA 

 

Na razini cijelog pokusa nisu utvrđene statistički značajne razlike u dimenzijama puči (A i 

B) i otvoru porusa (a i b) te broju puči po mm2 epiderme lista između kontrole i tretmana s 

nano silicijem (SiO2), (Tablica 6).  

Tablica 6. Statističke razlike u dimenzijama puči i otvoru porusa po tretmanima u pokusu 

 

Prema grafikonima 1. ali i tablici 6. vidljivo je da su puči na tretmanu s nižom 

koncentracijom silicija od 30 mg/L (Si I) bile najvećih dimenzija u odnosu na kontrolu (K) 

i tretman s većom koncentracijom nano silicija (Si II – 75 mg/L). Tretman s višom 

koncentracijom silicija od 75 mg/L (Si II) također je razvio veće puči (A, B, a i b) u odnosu 

na kontrolni tretman (K). Primjena nano silicijevog dioksida (SiO2) ima značajan utjecaj na 

morfološke karakteristike listova (Sivanesan i Park, 2014.; Humbal i Pathak, 2023.). Nano 

SiO2 može poboljšati strukturu i funkcionalnost staničnih stjenki, uključujući stanice puči, 

što rezultira promjenama u veličini puči i porusa. Osim toga, aplikacija SiO2 može povećati 

broj puči na listovima, što poboljšava fotosintetsku aktivnost i učinkovitost korištenja vode 

u biljkama (Direkvandy i sur., 2024.; Liang i sur.,2023.; Du i sur., 2022.). 

Direkvandy i sur. 2024., u svom istraživanju na pšenici (Triticum aestivum L.) iznose 

pozitivni utjecaj nanočestica SiO2 koje su blago povećale broj puči i poboljšale fotosintetsku 

aktivnost, što je dovelo do bolje otpornosti biljaka na sušu i druge abiotičke stresove. Ova 

teza u našem istraživanju nije potvrđena, odnosno u našem istraživanju oba tretmana sa nano 

SiO2 (Si I i Si II) nisu utjecala na povećanje broja puči po mm2. Isti autori navode da su 

nanočestice SiO2 smanjuju veličinu puči i porusa na listovima pšenice, čime se poboljšava 

kontrola transpiracije i povećava učinkovitost korištenja vode u uvjetima suše. Manje puči 

Tretman 
(A) Visina 

puči (µm) 

(B) Širina 

puči (µm) 

(a) Visina 

porusa (µm) 

(b) Širina 

porusa (µm) 

Broj puči 

(mm2) 

K 24,70A 21,17A 9,61A 7,55A 38,92A 

Si I 27,15A 23,42A 10,71A 8,58A 28,82A 

Si II 26,55A 22,18A 10,24A 7,68A 29,47A 

F - test  1,37 0,94 0,31 0,44 2,14 

p 0,3781 0,4813 0,7530 0,6812 0,2640 
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omogućuju bolju prilagodbu biljaka na stresne uvjete, smanjujući gubitak vode i 

poboljšavajući opstanak biljaka u nepovoljnim uvjetima (Direkvandy i sur. 2024.). 

Kontrastno, u našem istraživanju na svim tretmanima s nano SiO2, a posebice na tretmanu 

Si I (30 mg/L) primijećeno je blago povećanje (statistički nije značajno) svih parametara po 

pitanju dimenzija puči i otvora porusa (Grafikon 1.).  

 

Grafikon 1. Grafički prikaz razlika između tretmana u a. dimenzije puči i b. broju puči u 
pokusu 

     

Također, slične rezultate u smanjenju veličine i povećanju broja puči pod utjecajem 

nanočestice SiO2 iznose Du i sur. 2022. na riži (Oryza sativa L). Autori iznose kako je veći 

broj puči rezultirao povećanom fotosintetskom aktivnošću i boljom otpornosti na abiotičke 

stresove, dok je smanjena veličina puči pogodovala smanjenju gubitka vode. 

Liang i sur. 2023. u istraživanju na pamuku (Gossypium hirsutum L.) iznose da je primjena 

nanočestica SiO2 poboljšala regulaciju puči i fotosintetsku učinkovitost pod uvjetima stresa 

izazvanog niskim temperaturama i visoke koncentracije soli. Također utvrdili su da je 

primjena nano SiO2 rezultirala smanjenjem veličine puči, dok je broj puči po jedinici 

površine ostao stabilan ili blago povećan, ovisno o koncentraciji nanočestica.  

Navedena istraživanja ukazuju na pozitivni utjecaj nanočestica SiO2 u poboljšanju biljnih 

karakteristika, odnosno otpornosti biljaka na različite stresove ex vitro. U našem istraživanju 

nismo utvrdili značajne razlike između kontrolnog tretmana i tretmana s nanočesticama po 

pitanju dimenzija puči ali i broja puči na listovima borovnice in vitro. Iako se radi o 

imerznom sustavu koji koristi tekuću hranjivu podlogu, odnosno medij, nanočestice SiO2 

nisu značajno doprinijele u smanjenju dimenzija puči, odnosno povećanju broja puči po mm2 

epiderme listova borovnice. Oba tretmana s nanočesticama SiO2 rezultirala su s većim 

27.15
23.42

10.71
8.58

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

(A) Visina
puči

(B) Širina
puči

(a) Visina
porusa

(b) Širina
porusa

a. dimenzije puči

K Si I Si II

38.92

28.82 29.47

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

35.00

40.00

45.00

K Si I Si II

b. broj puči



 

28 
 

pučima (veličina i širina puči i porusa) i manjim brojem puči po mm2 u odnosu na kontrolni 

tretman (Tablica 6., Grafikon 1). 

Istraživanja o direktnom utjecaju nanočestica SiO2 u kulturi biljnog tkiva na anatomske 

značajke listova (dimenzije i broj puči) in vito biljaka vrlo su oskudna. Pregledom recentnih 

i dostupnih istraživanja nije utvrđen niti jedan znanstveno-istraživački rad ciljan na ovu 

temu. Pojedine studije ukazuju da postoje određeni utjecaju nanočestica SiO2 na ponašanje 

puči (fiziologiju), međutim specifična ili slična istraživanja usmjerena isključivo na ove 

parametre (dimenzije i broj puči) in vitro još uvijek nisu dostupna.  

U znanstvenim radovima o primjeni nanočestica SiO2 u kulturi biljnog tkiva in vitro 

uglavnom se istražuje utjecaj ovih nanočestica na povećanje otpornost biljaka na bolesti (El-

Shetehy i sur., 2021.) unosu, transportu, distribuciji ili bio-učincima nanočestica (Le i sur., 

2014.) ili učinku na razvoj eksplantata i korijena in vitro biljaka (El-Kady i sur., 2017.). 

El-Shetehy i sur., (2021.) u svom istraživanju utvrdili su da in vitro biljke Arabidopsisa pod 

tretmanom s nanočesticama nepotpuno zatvaraju puči, a razlog leži uslijed prisutnosti 

nanočestica smještenih između stanica zapornica. Ovi rezultati upućuju na izravan utjecaj 

nanočestica SiO2 na funkcioniranje samih puči. Iako je istraživanje prvenstveno usmjereno 

na otpornost na bolesti i fiziološke učinke, dobivene su spoznaje o akumulaciji i fiziologiji 

rada puči na tretmanima s nanočesticama silicijevog dioksida. Le i sur., (2014.) pružaju nam 

uvid u fiziološke učinke ovih nanočestica, koji se neizravno mogu odnositi i na karakteristike 

samih puči. Istraživanje govori o tome kako nanočestice SiO2 mogu utjecati na rast i razvoj 

in vitro biljaka pamuka, te iznose posljedičnu mogućnost utjecaja i na gustoću (broj) i 

veličinu (dimenzije) puči, iako konkretna mjerenja nisu iznesena u rezultatima. El-Kady i 

sur., (2017.) na in vitro eksplantatima banane usredotočeni su na parametre rasta i razvoja 

korijena i izdanaka. U ovom istraživanju nema podataka o dimenzijama ili broju puči, ali  

studija implicira da bi fiziološke promjene izazvane nanočesticama SiO2 mogle neizravno 

utjecati na rad puči kroz poboljšani rast biljaka i reakciju na stresne uvjete. 

Slijedom iznesenog, nanočestice SiO2 pokazuju niz korisnih učinaka u kulturi biljnog tkiva 

in vitro, uključujući poboljšani rast eksplantata, povećanu otpornost na stres i smanjenu 

kontaminaciju.  

Rezultati dobiveni u našem istraživanju sugeriraju na mogućnost utjecaja prvenstveno niže 

koncentracije nanočestica SiO2 od 30 mg/L, ali i veće od 75 mg/L na anatomske značajke 

puči (dimenzije puči i otvora porusa) listova borovnice u imerznom sustavu bioreaktora. 
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Biljni materijal na kraju ciklusa razvio je idealnu biomasu te nije pokazao znakove stresa, 

vitrifikacije ili negativnog utjecaja primijenjenih koncentracija nanočestica. Vizualnom 

analizom utvrđena je i veća visina te broj izdanaka koji su razvili više zelenijih listova u 

odnosu na kontrolni tretman (Slika 20.). Međutim, utjecaj primijenjenih koncentracija 

nanočestica SiO2 na razvoj većeg broja puči po mm2 epiderme listova eksplantata borovnice 

u tekućem imerznom sustavu nije potvrđen.  

Pretpostavka je da nanočestice SiO2 u obije koncentracije (30 i 75 mg/L) pozitivno utječu 

na anatomske karakteristike puči jer su in vitro izdanci na oba tretmana razvili veće i krupnije 

puči u odnosu na kontrolni tretman bez nanočestica. Pogotovo ukoliko se radi o tekućem 

hranjivom mediju (TIB/TIS sustav bioreaktora) gdje prevladavaju okolišni uvjeti visoke 

koncentracije vlage koja može dovesti do negativne fiziološke pojave tzv. vitrifikacije ili 

hiperhidriranosti biljnog tkiva koja u našem istraživanju nije zapažena na ovim tretmanima.  

Pretpostavka je da su primijenjene nanočestice pozitivno utjecale i na razvoj kutikule, 

odnosno epiderme ali i stanica mezofila (spužvasti i palisadni parenhim) listova borovnice. 

Izdanci na kontrolnom tretmanu (K) rezultirali su s 30 % vitrificiranih izdanaka, dok na 

tretmanima sa nanočesticama vitrifikacija je bila minimalna samo pri bazi, odnosno kalusu 

izdanka. Za potvrdu ove pretpostavke bilo bi potrebno obaviti histološke analize tkiva lista. 

Ovi rezultati naglašavaju potencijal i vrijednost primjene nanočestica SiO2 u biljnoj 

biotehnologiji, posebice na poboljšanje učinkovitosti ishoda in vitro metoda razmnožavanja 

u tekućem imerznom sustavu bioreaktora. Daljnja istraživanja potrebno je usmjeriti 

istraživanju drugih koncentracija te samih mehanizama na kojima se temelje izneseni učinci 

ali i optimizaciji njihove primjene na različitim drugim biljnim, odnosno voćnim vrstama. 

     

Slika 20. Izgled in vitro biljaka borovnice unutar bioreaktorske posude na kontrolnom 

tretmanu (K) i tretmanu (Si I) s nanočesticama SiO2 (Izvor: Bošnjak D.) 

K Si I 
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6. ZAKLJUČAK 
 

Mikropropagacija borovnice predstavlja jedan od ključnih modela u komercijalnoj 

proizvodnji ove voćne vrste, odnosno ovom metodom vrlo brzo i masovno proizvodimo 

visokokvalitetni i fitosanitarno ispravnih sadni materijal. Uvođenje nanobiotehnologije u 

kombinaciji s tekućim imerznim (TIB/TIS) sustavom predstavlja suvremeni pristup koji 

dodatno unapređuje proces mikropropagacije. Istraživački dio ovog diplomskog rada 

proveden je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva Katedre za voćarstvo, vinogradarstvo i 

vinarstvo (laboratorij za voćarstvo) Fakulteta agrobiotehničkih znanosti Osijek (FAZOS).  

Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje utjecaja nanočestica silicijevog 

dioksida (SiO2) na anatomske značajke lista (veličina, broj i izgled puči) borovnice 

(Vaccinium corymbosum L.) u SETIS™ tekućem imerznom sustavu bioreaktora. 

Na osnovu dobivenih rezultata u ovom diplomskom radu zaključujemo sljedeće: 

 Na razini cijelog pokusa nisu utvrđene statistički značajne razlike u dimenzijama puči i 

otvoru porusa (µm) te broju puči po mm2 epiderme lista između kontrole i tretmana s 

nanočesticama SiO2. 

 Iako statistički razlike nisu bile značajne, puči na tretmanima s nanočesticama, a 

posebice na tretmanu s nižom koncentracijom nanočestica SiO2 od 30 mg/L (Si I) 

rezultirale su većim dimenzijama i otvorom porusa u odnosu na kontrolni tretman (K).  

 Rezultati dobiveni u našem istraživanju sugeriraju na mogućnost utjecaja prvenstveno 

niže koncentracije nanočestica SiO2 od 30 mg/L, ali i veće od 75 mg/L na anatomske 

značajke puči (dimenzije puči i otvora porusa) listova borovnice u imerznom sustavu 

bioreaktora.  

 Biljni materijal na kraju ciklusa (45 dana) razvio je idealnu biomasu te nije pokazao 

znakove stresa, vitrifikacije ili negativnog utjecaja primijenjenih koncentracija 

nanočestica SiO2 na oba tretmana.  

 Vizualnom analizom utvrđena je i veća visina te broj izdanaka na tretmanu s 

nanočesticama koji su razvili više zelenijih listova u odnosu na kontrolni tretman.  

 Utjecaj primijenjenih koncentracija nanočestica SiO2 na razvoj većeg broja puči po mm2 

epiderme listova eksplantata borovnice u tekućem imerznom sustavu nije potvrđen.  
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 Nanočestice SiO2 u obje koncentracije (30 i 75 mg/L) su pozitivno utjecale na anatomske 

karakteristike puči jer su in vitro izdanci na oba tretmana razvili veće i krupnije puči u 

odnosu na kontrolni tretman bez nanočestica.  

 Sugeriramo i na može bitni utjecaj primijenjenih nanočestice na pozitivni razvoj 

parametara kutikule, odnosno epiderme ali i stanica mezofila (spužvasti i palisadni 

parenhim) listova borovnice.  

 Izdanci na kontrolnom tretmanu (K) rezultirali su s 30 % vitrificiranih izdanaka, dok na 

tretmanima sa nanočesticama vitrifikacija je bila minimalna samo pri bazi eksplantata, 

odnosno kalusu izdanka. Za potvrdu ove pretpostavke bilo bi potrebno obaviti histološke 

analize tkiva lista. 

 Pregledom recentnih i dostupnih istraživanja nije utvrđen niti jedan znanstveno-

istraživački rad ciljan na ovu temu. Pojedine studije ukazuju da postoje određeni utjecaju 

nanočestica SiO2 na ponašanje puči (fiziologiju), međutim specifična ili slična 

istraživanja usmjerena isključivo na ove parametre (dimenzije i broj puči) in vitro još 

uvijek nisu dostupna. 

 Dobiveni rezultati našeg istraživanja naglašavaju potencijal i vrijednost primjene 

nanočestica SiO2 u biljnoj biotehnologiji, posebice na poboljšanje učinkovitosti ishoda 

in vitro metoda razmnožavanja u tekućem imerznom sustavu bioreaktora.  

 Daljnja istraživanja potrebno je usmjeriti ispitivanju drugih koncentracija te samih 

mehanizama na kojima se temelje izneseni učinci ali i optimizaciji njihove primjene na 

različitim drugim biljnim, odnosno voćnim vrstama. 
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8. SAŽETAK 
 

Istraživački dio ovog diplomskog rada proveden je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva 

Katedre za voćarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (laboratorij za voćarstvo) Fakulteta 

agrobiotehničkih znanosti Osijek (FAZOS). Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na 

ispitivanje utjecaja nanočestica silicijevog dioksida (SiO2) na anatomske značajke lista 

(veličina, broj i izgled puči) borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u SETIS™ tekućem 

imerznom sustavu bioreaktora. Iako statistički razlike nisu bile značajne, puči na tretmanima 

s nanočesticama, a posebice na tretmanu s nižom koncentracijom nanočestica SiO2 od 30 

mg/L rezultirale su većim dimenzijama i otvorom porusa u odnosu na kontrolni tretman. 

Rezultati sugeriraju na mogućnost utjecaja prvenstveno niže koncentracije nanočestica SiO2 

od 30 mg/L, ali i veće od 75 mg/L na anatomske značajke puči (dimenzije puči i otvora 

porusa) listova borovnice u imerznom sustavu bioreaktora. Nanočestice SiO2 u obje 

koncentracije (30 i 75 mg/L) su pozitivno utjecale na anatomske karakteristike puči jer su in 

vitro izdanci na oba tretmana razvili veće i krupnije puči u odnosu na kontrolni tretman bez 

nanočestica. Biljni materijal na kraju ciklusa (45 dana) razvio je idealnu biomasu te nije 

pokazao znakove stresa, jake vitrifikacije ili negativnog utjecaja primijenjenih koncentracija 

nanočestica SiO2. Vizualnom analizom utvrđena je i veća visina te broj izdanaka na 

tretmanima s nanočesticama koji su razvili više zelenijih listova u odnosu na kontrolni 

tretman. Utjecaj primijenjenih koncentracija nanočestica SiO2 na razvoj većeg broja puči po 

mm2 epiderme listova eksplantata borovnice u tekućem imerznom sustavu nije potvrđen. 

Dobiveni rezultati našeg istraživanja naglašavaju potencijal i vrijednost primjene 

nanočestica SiO2 u biljnoj biotehnologiji, posebice na poboljšanje učinkovitosti ishoda in 

vitro metoda razmnožavanja u tekućem imerznom sustavu bioreaktora. Daljnja istraživanja 

potrebno je usmjeriti ispitivanju drugih koncentracija nanočestica te samih mehanizama na 

kojima se temelje izneseni učinci ali i optimizaciji njihove primjene na različitim drugim 

biljnim, odnosno voćnim vrstama.  
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9. SUMMARY 
 

The research component of this thesis was conducted in the Plant Tissue Culture Laboratory, 

Department of Pomology, Viticulture, and Enology (Pomology Laboratory) at the Faculty of 

Agrobiotechnical Sciences Osijek (FAZOS). The aim of this thesis was to examine the 

effects of silicon dioxide (SiO2) nanoparticles on the anatomical characteristics of blueberry 

(Vaccinium corymbosum L.) leaves, specifically the size and number of stomata, within the 

SETIS™ liquid immersion bioreactor system. Although the statistical differences were not 

significant, stomata in treatments with nanoparticles, especially with the lower concentration 

of SiO2 nanoparticles (30 mg/L), exhibited larger dimensions and pore openings compared 

to the control treatment. The results suggest a potential effect, primarily of the lower 

concentration (30 mg/L), but also of the higher concentration (75 mg/L), of SiO2 

nanoparticles on the anatomical features of stomata (size and pore openings) in blueberry 

leaves grown in the immersion bioreactor system. SiO2 nanoparticles, at both concentrations 

(30 and 75 mg/L), positively influenced the anatomical characteristics of stomata, as in vitro 

shoots in both treatments developed larger and more robust stomata compared to the control 

treatment without nanoparticles. By the end of the 45-day cycle, the plant material had 

developed an ideal biomass and showed no signs of stress, severe vitrification, or any 

negative effects from the applied concentrations of SiO2 nanoparticles. Visual analysis also 

revealed greater shoot height and an increased number of shoots in nanoparticle-treated 

plants, which developed more and greener leaves compared to the control treatment. The 

effect of the applied SiO2 nanoparticle concentrations on the development of a greater 

number of stomata per mm² of epidermal tissue in blueberry explants in the liquid immersion 

system was not confirmed. The results of our research emphasize the potential and value of 

applying SiO2 nanoparticles in plant biotechnology, particularly in improving the efficiency 

of in vitro propagation methods within the liquid immersion bioreactor system. Future 

research should focus on testing other nanoparticle concentrations and exploring the 

mechanisms underlying the observed effects, as well as optimizing their application to other 

plant, especially fruit species.  
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Abstract: The research component of this thesis was conducted in the Plant Tissue Culture Laboratory, Department of 

Pomology, Viticulture, and Enology (Pomology Laboratory) at the Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek (FAZOS). 

The aim of this thesis was to examine the effects of silicon dioxide (SiO2) nanoparticles on the anatomical characteristics 

of blueberry (Vaccinium corymbosum L.) leaves, specifically the size and number of stomata, within the SETIS™ liquid 

immersion bioreactor system. Although the statistical differences were not significant, stomata in treatments with 

nanoparticles, especially with the lower concentration of SiO2 nanoparticles (30 mg/L), exhibited larger dimensions and 

pore openings compared to the control treatment. The results suggest a potential effect, primarily of the lower concentration 

(30 mg/L), but also of the higher concentration (75 mg/L), of SiO2 nanoparticles on the anatomical features of stomata (size 

and pore openings) in blueberry leaves grown in the immersion bioreactor system. SiO2 nanoparticles, at both 

concentrations (30 and 75 mg/L), positively influenced the anatomical characteristics of stomata, as in vitro shoots in both 

treatments developed larger and more robust stomata compared to the control treatment without nanoparticles. By the end 

of the 45-day cycle, the plant material had developed an ideal biomass and showed no signs of stress, severe vitrification, 

or any negative effects from the applied concentrations of SiO2 nanoparticles. Visual analysis also revealed greater shoot 

height and an increased number of shoots in nanoparticle-treated plants, which developed more and greener leaves 

compared to the control treatment. The effect of the applied SiO2 nanoparticle concentrations on the development of a 

greater number of stomata per mm² of epidermal tissue in blueberry explants in the liquid immersion system was not 

confirmed. The results of our research emphasize the potential and value of applying SiO2 nanoparticles in plant 

biotechnology, particularly in improving the efficiency of in vitro propagation methods within the liquid immersion 

bioreactor system. Future research should focus on testing other nanoparticle concentrations and exploring the mechanisms 

underlying the observed effects, as well as optimizing their application to other plant, especially fruit species. 
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