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1. UvOD

Borovnica (Vaccinium L.) pripada vo¢noj vrsti ¢iji je intenzivni uzgoj zapoceo dosta kasno,
odnosno u RH nema veliku tradiciju uzgoja. Jedan od ogranic¢avajucih faktora intenzivnog
uzgoja borovnice u Hrvatskoj su neadekvatni agroekoloski uvjeti na mnogim lokalitetima.
Svjetskim trzistem dominiraju SAD i1 Kanada koje danas drze vise od 80% svjetske
proizvodnje. Posjeduje visoku nutritivnu vrijednost, a posljednjih godina putem raznih
medija podiZe se svijest potroSa¢ima o vrijednosti borovnice po pitanju ljudskog zdravlja.
Cesto borovnicu predstavljaju kao funkcionalna hrana, odnosno ,,supervoée” koje ima vrlo
povoljan u¢inak na ljudsko zdravlje. Uslijed politike poticanja malih poljoprivrednih
gospodarstava, odnosno subvencijama europskih fondova polako dolazi do povecanja
povrsina pod intenzivnom proizvodnjom borovnice. Sve je veéi interes mladih proizvodaca
koji uslijed uvida u lose stanje po pitanju otkupne cijene nekog drugog voca ulazu svoja
sredstva upravo u podizanje novih nasada pod borovnicom. Borovnica jo$ uvijek drzi dobru
otkupnu cijenu u odnosu na neko drugo voce, ali je pitanje da li ¢e ta visoka cijena bobica

biti vje¢nog karaktera.

Posljedica svega navedenog je i potreba, odnosno povecana potraznja proizvodaca za
certificiranim 1 zdravim sadnim materijalom. U vocarskoj 1 rasadnicarskoj proizvodnji RH
kroni¢no je aktualan problem nedostatka visoko kvalitetnog reprodukcijskog sadnog

materijala (uvoz, sivo trziste, zdravstveno neispravan materijal upitne kvalitete).

Suvremena znanstvenoistrazivatka praksa razvijenih zemalja EU u produkciji
specijaliziranih i strateSkih biljnih kultura u potpunosti se temelji na uporabi suvremenih
biotehnoloskih metoda. In vitro mikropropagacija kulturom tkiva osigurava dobivanje
visokokvalitetnog i fitosanitarno ispravnog biljnog materijala u vrlo kratkom vremenskom

intervalu neovisno od klimatskih uvjeta.

U prvom dijelu rada obradom podataka kroz raspravu detaljno je opisana borovnica, njene
morfoloske karakteristike, sortiment, ljekovitost i nutritivne vrijednosti sve do glavnog dijela
I teme ovoga zavr$nog rada o razmnoZavanju borovnice mikropropagacijom, odnosno

kulturom tkiva in vitro.

Cilj ovoga rada zamisljen je poput objedinjenja vise relevantnih stru¢nih izvora na ovu temu.
Strukturiran je na nacin da ukaze na vaznost proizvodnje borovnice kulturom tkiva,
dosadasnje spoznaje, dostignué¢a i modele, te buduénost i perspektivu mikropropagacije

borovnice in vitro tehnikom.



2. MATERIJAL | METODE

Za uspjesnu izradu ovog zavrsnog rada bilo je potrebno temeljito prikupiti, istraZziti i prouciti
dostupnu literaturu i podatke vezane za mikropropagaciju borovnice. Dostupna literatura
razli¢itih autora usko vezana za kulturu tkiva borovnice u Hrvatskoj je na zalost dosta
oskudna. Analizirani su i strani stru¢ni i znanstveni ¢asopisi, razne internetske stranice i
dostupni interni podaci s Fakulteta agrobiotehnickih znanosti Osijek, Katedri za vocarstvo,
vinogradarstvo i vinarstvo (in vitro — labaratorij za vocarstvo). Kako bi ovaj zavr$ni rad bio
Sto realniji i u skladu sa stvarno$éu, pri izradi ovoga rada uvelike je pridonio posjet gore
navedenom labaratoriju i razgovori s mentorom kojemu je podrucje interesa upravo in vitro
tehnologija. U sklopu laboratorija vr$e se mnoga in Vitro istrazivanja na raznim voénim
vrstama (malina, orah, borovnica, paulovnija, lijeska, vegetativne podloge za tresnju, visnja,
goji, itd.). Katedra se bavi znanstvenim istrazivanjem (razvijanje i poboljSanje protokola u
cilju razvoja oplemenjivackog i selekcijskog rada u vocarstvu), edukacijom studenata,
proizvodnjom sadnog materijala i sekundarnih metabolita. Laboratorij posjeduje svu opremu
potrebnu za uspjeSno provodenje mikropropagacije (laminarni stol/kabinet, autoklav,
mijesalica, pH metar, sterilizator, pincete, skalpeli, teglice, TIB SETIS® sustav bioreaktora,
itd.), mati¢ni biljni materijal (mati¢njak — prijavljen u centru za rasadnicarstvo HAPIH),
prostor za aklimatizaciju, klima komoru s kontroliranim uvjetima potrebnim za razvoj

biljaka u pojedinim fazama mikropropagacije (Slika 1.).

U ovom zavr$nom radu pazljivo su analizirana dosadasnja istrazivanja, opisane faze i klju¢ni
segmenti u kulturi tkiva borovnice kako bi ovaj rad dao Sto pregledniju, opravdaniju i

realniju sliku u in vitro mikropropagaciju borovnice.

Slika 1. Labaratorij za kulturu tkiva — voéarstvo FAZOS (Foto: Milakovié¢, 2019.)



3. REZULTATI | RASPRAVA

Rod Vaccinium L. ¢lan je porodice Ericcaceae, a sadrzi oko 400 razli¢itih vrsta od kojih je
bar jedna ili viSe vrsta autohtono na svakom kontinentu, osim Antarktike i Australije (Vander
Kloet, 1988.; Ballington, 2001.) Najvece povrsine nasada borovnice nalaze se u SAD-U i
Kanadi ¢ija proizvodnja iznosi 80% od ukupne svjetske proizvodnje ovoga voca, a slijede ih

Europa, Australija, Cile te Novi Zeland $to je slikovito prikazano na Slici 2.

U Hrvatskoj su prisutne Cetiri vrste a to su obi¢na borovnica (V. myrtillus M..), brusnica (V.
vitis-idaea L.), mo¢varna borovnica (V. uliginosum L.) koje su ujedno i autohtone vrste a
americ¢ka borovnica (V. corymbosum L.) je kultivirana vrsta. Vrste roda Vaccinium L. vole
propusna i dosta kisela tla (pH < 5) koja su bogata organskom tvari. Mozemo ih pronaéi u
dobro osvijetljenim Sumama, uz rubove Suma ili na otvorenim prostorima koji zadovoljavaju

navedene uvijete i imaju dovoljnu koli¢inu Sunceve svijetlosti (Dujmovi¢-Purgar i sur.,

2007.).

Mnogi autori bavili su se botani¢kim opisom, ljekovito$¢u, kakvocom te uzgojem vrsta roda
Vaccinium L. koji su detaljnije opisani u sljede¢im izvorima (Gelenéir, 1987.; Gelencir i
Gelencir, 1991.; Dubravec i Dubravec, 1998.; Mindel, 1998.; Miljkovi¢, 2006.). Sve vrste
ovoga roda prvenstveno se uzgajaju radi ploda koji je bobica veoma ljekovitih svojstava a
njihov okus varira od bljutavog pa do gorkoga i opornoga te slatkoga ovisno o sorti . Plodovi
sadrze relativno visok sadrzaj vitamina C, celuloze i pektina te antocijanina (Stark, Hall i
Hendrickson, 1978.; Sapers i Hargrave, 1987.; Hong i Wrolstad, 1990.) koji ima vaZna
terapeutska i ljekovita svojstva na Covjekov organizam, ukljuujuéi i ona antitumorska
(Koide i sur., 1996.), pomazu u otklanjanju c¢ireva (Cristoni i Magistretti, 1987.) te

antioksidativna svojstva i protuupalno djelovanje (Wang i sur., 1999.).

Slika 2. Podrugja s najve¢om proizvodnjom borovnice

Izvor: https://www.ferreiroandcompany.com/fruits/blueberry.php



3.1. Americka visokogrmolika borovnica (Vaccinium corymbosum L.)

Najcesce uzgajane odnosno kultivirane vrste borovnica, razvijene su od sjevernoamerickih
vrsta iz skupine visokogrmolikih borovnica (Highbush Blueberry): Vaccinium corymbosum
L.; iz skupine borovnica ,,zecje oko™ (Rabbiteye Blueberry): Vaccinium ashei R.; iz skupine
juznjackih visokogrmolikih borovnica (Southern Highbush Blueberries): Vaccinium
australe S.; iz skupine niskogrmolikih borovnica (Lowbush Blueberries): Vaccinium

angustifolium A., Vaccinium myrtilloides M. (Lyrene, 1990.)

Slika 3. Visegodisnji grm Vaccinium corymbosum L.

Izvor: https://www.flickr.com/photos/138014579@N08/36611026286/in/photostream/

Buduéi da su genetski heterozigotne, Vaccinium L. vrste ne reproduciraju pojedince iz
sjemena koji su sliéni roditeljima i nose sve njihove kvalitete odnosno one se ne
razmnoZavaju u komercijalne svrhe iz sjemena ve¢ vegetativnim putem Sto osigurava da
zeljeni genetski materijal ostane oCuvan te garantira visok prinos. Autohtone vrste roda
Vaccinium L. su diploidi sa somatskim brojem kromosoma (2n = 24) a kod kultiviranih vrsta
pojavljuju se tetraploidi i heksaploidi. Vaccinium corymbosum L. je tetraploid a jedna od

sorata prikazana je na Slici 4. (Morrison i sur., 2000.).

Uzgoj vrsta iz skupine visokogrmolikih borovnica u Europi je zapo¢eo nakon 1920. godine
u Nizozemskoj te se poceo Siriti u Poljskoj i Njemackoj gdje su prvi put predstavljene sorte

nastale krizanjem europskih sa sjevernoameri¢kim genotipovima (Pliszka, 1997.).



Danas se uzgoj visokogrmolikih sorti prosirio po cijeloj Europi a najveéi povrSine nasada
ove kulture nalaze se u Njemackoj, Poljskoj, Francuskoj, Nizozemskoj, Latviji, Rumunjskoj,

Italiji i Spanjolskoj.

Slika 4. Visokogrmolika sorta Vaccinium corymbosum L. ,, Bluecrop *

Izvor: https://plants.connon.ca/11100004/Plant/1553/Bluecrop_Blueberry

3.1.1. Karakteristike

Americka ili kultivirana borovnica je visegodiS$nji drvenasti grm prikazan na Slici 3. a kao
biljna vrsta izrazito je acidofilna biljka koja najbolje uspijeva na humusnim, prozraénim
tlima sa dobrim vodno-zra¢nim odnosom uz pH vrijednosti 3,5 - 5,2 (optimalno 4,3 - 4,8).
Potrebna im je dovoljna i konstantna koli¢ina vlage ali pri uzgoju i odabiru zemljista treba

izbjegavati ona sa visokom razinom podzemne vode i zemljista sa staja¢éim vodama.

Korijenov sustav Vaccinium corymbosum L. je plitak, vlaknast i gusto isprepleten a glavnina
sustava je na dubini od 35-45 cm. Vecéinom se sade na grebene koji su visine do 30 cm i na
taj nacin navodnjavanjem se kontroliraju i poboljSavaju vodno-zra¢na svojstva tla a samim
time i sprjecavaju potencijalne bolesti korijenovog sustava. Da bi se dugoro¢no smanjila pH
vrijednost, onemogucila ili smanjila pojava korova te tijekom visokih ljetnih temperatura
smanjio gubitak vlage iz tla, grebeni se pokrivaju odnosno malciraju sa usitnjenim drvenim

ostatcima (najceSc¢e piljevinom crnogori¢nih ili igliastih vrsta).



U razvojnom ciklusu najosjetljivije razdoblje traje od otvaranja pupova pocetkom travnja do
stadija zelenih razvijenih plodova krajem mjeseca svibnja pa tijekom toga razdoblja

temperatura 1 hraniva imaju najveci izravan utjecaj na kvalitetu 1 koli¢inu prinosa.

Cvjetovi su joj je bijele boje sto se vidi na Slici 5., zvonolikog su oblika, veli¢ine do 10
milimetara a pojavljuju se u travnju. Od pojave cvjetova pa do sazrijevanja potreban je

vremenski period od 60-80 dana, ovisno o klimatskim uvjetima.

Slika 5. Vaccinium corymbosum L. - bijeli cvjetovi

Izvor:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Vaccinium_corymbosum,_by Mary Vaux

_Walcott.jpg



3.1.2. Sortiment

Raznolike sorte borovnica odlikuju se razli¢itim karakteristikama izgleda ploda i1 grma,
vremena dozrijevanja te rodnoS¢u. U Hrvatskoj najbolje uspijevaju visokogrmolike sorte
borovnica a neke od njih su prikazane na Slikama 4., 6., 7. i 8. koje se dijele u nekoliko grupa

s obzirom na vrijeme sazrijevanja pa tako postoje:

e Sorte ranog sazrijevanja: Duke, Huron, Draper, Bluetta (Slika 6.).

Slika 6. Vaccinium corybosum L. ,, Bluetta *
Izvor: http://www.pepiniere-bretagne.fr/detail-article.php?ID_ARTICLE=9813

o Sorte srednje ranog sazrijevanja: Blueray, Bluecrop (Slika 4.), Berkeley (Slika 7.),

Hardy Blue.

Slika 7. Vaccinium corymbosum L. ,, Berkeley

Izvor: https://www.americanmeadows.com/perennials/berries/blueberry-bushes/blueberry-
berkeley



e Sorte kasnijega sazrijevanja: Coville, Herbert (Slika 8.), Jersey, Elliot,Aurora, Liberty.

Slika 8. Vaccinium corymbosum L. ,, Herbert *

Izvor: https://www.primrose.co.uk/1ft-herbert-blueberry-bush-pot-p-68575.html

3.1.3. Nutritivne vrijednosti

Energetska vrijednost Vaccinium corymbosum L. na 100 grama iznosi 56 kcal, a sadrzi vode

u tezinskom omjeru 84,6 g, proteina 0,7 g, ugljikohidrata 14,2 g, ukupne masti 0,4 g te vlakna

2,79. Detaljniji nutritivni sastav prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Nutritivni sastav Vaccinium corymbosum L.

Izvor: https://nutricionizam.com/borovnica/

Minerali

Kalcij— 6 mg
Zeljezo-0,17 mg
Magnezij— 5 mg

Fosfor—10 mg
Kalij— 89 mg
Natrij—6 mg

Cink-0,11 mg

Bakar — 0,06 mg

Mangan—0.28 mg

Selen — 0.6 mcg

Vitamini

Vitamin C-13 mg
Tijamin - 0,048 mg
Riboflavin — 0,05 mg
Nijacin—0,36 mg
Pantotenska kiselina—0,09 mg
Vitamin B6 — 0,036 mg
Folat - 6,4 mcg
Vitamin A-100 U



3.1.4. Ljekovita svojstva

Ono §to borovnicu ¢ini posebnom 1 izdvaja od drugih vrsta voce je izrazito visoka koli¢ina
antioksidanta koji sluze kao glavni neutralizatori slobodnih radikala u tijelu. Superiorna
antioksidativna svojstva ima zahvaljuju¢i bogatom sastavu flavona, antocijana, flavonoida i

terpena.

Borovnice Stite mozak od oksidativnog stresa te poboljSavaju koncentraciju i paméenje,
djeluju protiv infekcija urinarnog traka, imaju antikancerogeno djelovanje, smanjuju razinu
loSeg (LDL) kolesterola, poti¢u rad crijeva, djeluju na cirkulaciju 1 Sirenje krvnih Zila te
cijeli krvozilni sustav, protiv dijabetesa (Slika 9.), djeluju na jacanje kostiju i zdrav izgled
koze (Ware, 2017.; Leech, 2018.).

Slika 9. Caj od borovnice — koristi se u lije¢enju dijabetesa, podizanju imuniteta,

poboljsanju probave

Izvor: https://hr.crunchcompass.com/zdaroye-i-harchavanne/610-lyachebnyya-ylascivasci-
yagad-charnicy-narodnyya-recepty/



3.2. Mikropropagacija borovnice

Mikropropagacije je metoda vegetativnog nacina razmnozavanja na umjetno stvorenoj
hranidbenoj podlozi u asepti¢nim uvjetima in vitro pod kontroliranim okolnostima uzgoja.
Tradicionalno se za razmnozavanje koriste reznice od mekog, tvrdog ili polutvrdog drveta.
Kloniranje metodom mikropropagacije je puno zahtijevanije i kompliciranije ali je isto tako
potencijalno efektivnija metoda za poboljSanje kvalitete i koli¢ine prinosa, uvjeta uzgoja te

dobivanje zdravih i bezvirusnih presadnica (Morrison i sur., 2000.).

Razmnozavanje kulturom tkiva je postupak koji podrazumijeva rast vrlo sitnih organa in
vitro, koji su naziv dobili prema organu ili tkivu koje uvodimo u kulturu. Sam naziv kultura
in vitro znaci kultura u staklu, jer se kulture drze u staklenim ili prozirnim posudicama.
Ovakav nacin razmnozavanja naziva se mikropropagacija jer su organi ili cijele biljke u
odnosu na generativau proizvodnju umanjenih veli¢ina i u pocetku procesa vidljivi su

minijaturni izdanci i bilj¢ice (Slika 10.).

Ovaj postupak osigurava vrlo brz proces dobivanja velikog broja biljaka koje su istovjetne
po genetickom potencijalu, rastu i razvoju vrste. Mikropropagacija je zapravo proces
kloniranja jer sve dobivene biljke predstavljaju mati¢ne kopije multipliciranog maj¢inskog

uzorka (Mededovi¢ i Ferhatovi¢, 2003.).

Slika 10. Razmnozavanje kulturom tkiva — A (maj¢inska biljka), B (eksplantat u
agar mediju), C (rast kalusa), D (regeneracija biljke), E (biljka prenesena u sterilnu zemlju)

Izvor: https://slideplayer.com/slide/6016339/

10



3.2.1. Prednosti i nedostatci mikropropagacije
Prednosti mikropropagacije u odnosu na tradicionalno vegetativno razmnozavanje su:

- Proces razmnozavanja in vitro brzi je od razmnozavanja in vivo.

- Moguénost razmnozavanja biljaka koje u uvjetima in vivo nije moguce
razmnozavati.

- Biljke nastale u uvjetima in vitro su zdrave, bez virusa i patogena.

- Potrebno je vrlo malo poc¢etnog materijala koji je selekcioniran i izdvojen.

- Znatna energetska usteda (grijanje staklenika).

- Proizvodnja kroz ¢itavu godinu neovisno o godisnjem dobu.

- VaZnost za ocuvanje genetskog materijala u bankama sjemena.

Slika 11. Laboratorij za mikropropagaciju FAZOS (Foto: Milakovié, 2019.)
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Nedostatci mikropropagacije su:

- Geneti¢ka stabilnost u nekim je sustavima razmnozavanja niska (adventivhim
izdancima i somatskim embrijima u kulturi kalusa).

- Prijenos biljaka u uvijete in vivo kod nekih je biljnih vrsta zahtjevno i tesko.

- Relativno visoka cijena opremanja laboratorija za mikropropagaciju in vitro (Slika
11)).

- Regenerativna sposobnost moze se izgubiti nakon odredenog broja supkultura

kalusnog tkiva ili stanica.

Presadnice u uvjetima in vitro mogu se stvarati na tri nacina i to poticanjem rasta aksilarnih
pupova, stvaranjem adventivnih izdanaka te somatskom embriogenezom. Metode za
Kloniranje biljaka in vitro su pojedinac¢ni nodijalni segmenti (Slika 12), aksilarno grananje i

regeneracija adventivnih organa (korijena i izdanaka) na eksplantatima (Jelaska, 1994.).

Slika 12. Borovnica u multiplikaciji - nodijalni segmenti FAZOS (Foto: Milakovi¢, 2019.)
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3.2.2. Faze mikropropagacije

Mikropropagacija kao nacin vegetativnog razmnoZavanja sastoji se od nekoliko medusobno

povezanih faza (Slika 13.), atosu:

0.

Nulta faza ili postupci prije kulture- obuhvaca sve postupke prije kulture in vitro,
odabir maj¢inske biljke i tkiva od kojeg Ce biti uzet eksplantat te njegovo ocuvanje.
Faza . ili uvodenje u kulturu (inicijacija) — obuhvaca sterilnu izolaciju meristema,
vegetacijskog vrska, eksplantata, a cilj je zdrav i sterilan rast eksplantata.

Faza Il. ili umnoZavanje (multiplikacija) — svrha ove faze je posti¢i razmnozavanje
bez gubitka geneticke stabilnosti. Prilagodba sastava hranidbene podloge je
najsigurniji nacin regulacije multiplikacije i regeneracije in vitro kako bi osigurali
zdrav rast i razvoj eksplantata.

Faza 1. ili pripremanje kultura za prijenos biljaka u zemlju — ukljucuje
zaustavljanje stvaranja aksilarnih izdanaka i pocetak izduzivanja izdanaka kako bi
se izdanci ili biljke dobivene u fazi Il. pripremile za prijenos u zemlju.

Faza IV. ili prijenos biljaka u zemlju — biljke se prenose u zemlju i prilagodavaju

se na rast u vanjskim uvjetima (Jelaska, 1994.).

Slika 13. Faze u mikropropagaciji in vitro i njihovo vremensko trajanje

Izvor: S. Jelaska (1994.)
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3.2.3. Kultura pojedinacnih nodija

Ovo je najprirodnija metoda vegetativnog razmnoZzavanja biljaka in vitro jer se primjenjuje
in vivo. Pod pojmom kultura pojedina¢nih nodija podrazumijevamo izolaciju pupa zajedno
s komadi¢em pripadajuce stabljike kako bi se potakao razvitak izdanka. Svaki pup koji se
nalazi u pazuscu lista a takoder i vr$ni mogu se odvojiti od biljke i1 kultivirati na hranidbenoj
podlozi radi poticanja njegovog razvoja u izdanak, a taj proces obavlja se u laminaru (Slika
14.) koji osigurava sterilne uvijete tijekom citavog procesa. Pupovi koji se nalaze u
pazu$cima listova novoformirane stabljike ponovno mogu biti subkultivirani za ponovno
nastajanje stabljika iz njih i ovaj postupak se moze kontinuirano ponavljati. Kada se dobije

dovoljan broj izdanaka oni se trebaju ukorijeniti te se prenose u zemlju (Jelaska, 1994.).

Slika 14. Laminarni kabinet FAZOS (Foto: Milakovi¢, 2019.)

Izdvajanje pupova i vegetacijskog vrska tehnika je koja ne trazi dodavanje citokinina radi
prekida apikalne dominacije. Da bi se smanjila moguénost infekcije materijala, preporucuje
se izolacija zatvorenih pupova no ako postoji endogena infekcija, onda je ova metoda
beskorisna i potrebno je najprije postaviti kulturu meristema. Stopa razmnozavanja ovisi o
broju raspolozivih pupova pa ako je njihov broj manji razmnozavanje je sporije. Sto se vise
listova zametne u jedinici vremena, vise ¢e pupova biti na raspolaganju i razmnoZavanje ¢e
biti brze (Jelaska, 1994.).

Postupci za prekid dormance nakon izolacije in vitro, posebno za drvenaste kulture, jesu
niska temperatura (0-5°C), dugi dan (16 sati osvijetljenja) te proces djelovanja niske

temperature kojemu slijedi postupak dugog dana. U nekim slucajevima giberelini i/ili
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citokinini te etioliranje (rast u tami ili na svijetlu niskog intenziteta) mogu izazvati prekid
dormance u pupovima (Jelaska, 1994.). Juvenilni izdanci kod drvenastih vrsta rastu brze od

odraslih, koje zato treba rejuvenilizirati ili posebnim postupcima pojacati vigoroznost

(Pierik, 1990.).

3.2.4. Metoda aksilarnog pupanja

Jelaska (1994.) navodi kako je metoda aksilarnog pupanja slicna metodi pojedinaénih nodija,
a najveca razlika je u tome Sto se kod metode pojedina¢nih nodija primjenjuje iskljucivo
izduZivanje stabljike te dodavanje citokinina nije potrebno ili u vrlo malim koncentracijama.
Metodom aksilarnog pupanja vegetacijski se vrsak izolira 1 na podlozi s relativno visokom
koncentracijom citokinina inducira se rast aksilarnih pupova u pazuscima listova. Visoka
koncentracija citokinina poni$tava apikalnu dominaciju i dozvoljava razvoj aksilarnih
pupova (Slika 15.). Kada se izdanci razviju prenose se na svijezu podlogu. i postupak se
ponavlja dok se ne dobije dovoljan broj izdanaka koji se nakon toga ukorjenjuju i prenose u

zemlju.

- . _aaemne S
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Slika 15. Eksplantat VVaccinium corymbosum L., ,, Legacy “ u hranidbenoj podlozi
FAZOS (Foto: Milakovi¢, 2019.)
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Metoda aksilarnog pupanja ¢esto se kombinira sa metodom pojedinacnih nodija pogotovo
kod biljaka kod kojih je sterilna izolacija katkad vrlo teska. U takvim slu¢ajevima, izolira se
Sto je moguce manji vegetacijski vrSak i to daje ve¢u mogucnost da eksplantat bude sterilan.
Svu opremu i materijale koji se koriste u mikropropagaciji potrebno je prije upotrebe
sterilizirati u autoklavu (Slika 16.), uredaju koji pomoc¢u vodene pare i tlaka sterilizira iznad
tocke vrelista, ovisno o kojem materijalu se radi. Ako postoji unutrasnja infekcija potrebno
je zapoceti s kulturom meristema. Da bi se osiguralo da eksplantat bude sterilan i osloboden
svih mikroorganizama vegetacijski se vrSak reze po duljini 1 inokulira poloZeno na podlogu
bogatu hranjivim tvarima i na taj se nacin unutra$nja infekcija utvrduje jer se klice brzo

razmnoze (Jelaska, 1994.).

Slika 16. Autoklav FAZOS (Foto: Milakovi¢, 2019.)

Razrezani vrsak moze uginuti tako da se ova metoda ne bi trebala primjenjivati ako postoji
samo ograni¢ena koli¢ina po€etnog materijala. U kulturi meristema odraslih biljaka moze
do¢i do rejuvenilizacije nakon odredenog broja subkultiviranja odnosno rasta u kulturi in
vitro. Takva rejuvenilizacija je ista ili sli¢na rejuvenilizaciji (djelomi¢noj) in vivo, kada se
uzimaju ,,reznice sa reznice“. Stupanj rejuvenilizacije ovisi o vremenu u kulturi, veli¢ini
meristema i dodanim hormonima u hranidbenoj podlozi a isto tako 1 stopa razmnozavanja
aksilarnim izdancima nije postojana ve¢ ¢e ovisiti o broju supkultura; $to je broj supkultura

veci, rejuvenilizacija ¢e biti brza (Jelaska, 1994.).
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Prednosti metode aksilarnog grananja za voc¢arsku proizvodnju navodi Jelaska (1994.), a one

su sljedece:

1. Brzo razmnozavanje novih podloga i sorti te postavljanje zdravog materijala.

2. Razmnozavanje sorti s vlastitim korijenskim sustavom iskljucuje cijepljenje ¢ime se
smanjuju troSkovi radnog vremena.

3. Razmnozavanje in vitro moze smanjiti rasipanje materijala $to se javlja kada je
cijepljenje neuspje$no. Medutim, rasipanje materijala moze se dogoditi i u
mikrorazmnozavanju ako prijenos biljnog materijala u zemlju nije uspjesan.

4. RazmnoZzavanje ne ovisi o sezoni i omogucuje ¢uvanje biljnog materijala pri niskim

temperaturama do trenutka sadnje.

3.3. Dosadasnja istrazivanja mikropropagacije borovnice in vitro

Borovnice su raznolika skupina visegodisnjeg, grmolikog, ve¢im dijelom listopadnog bilja,
koje stvaraju plodove u grozdovima. Trenutno se u svijetu komercijalno uzgaja pet glavnih
skupina borovnica: (1) niskogrmolike (V. angustifolium Ait., V. myrtilloides Michx., V.
boreale Hall i Aald.); (2) visokogrmolike (V. corymbosum L.); (3) polu-visoki grm, grmovi
koji su hibridi povratne hibridizacije visokogrmolike i niskogrmolike; (4) juzne
visokogrmolike koje su razvijene hibridizacijom V. corymbosum L s jednom ili vise vrsta
(uglavnom V. Darrowi Camp i V. ashei Reade; Lyrene 1990.); i (5) ,,rabbiteye* zec¢je oko
(V. Ashei R.).

3.3.1. Aksilarno pupanje borovnice in vitro

lako su Barker i Collins (1963.) uzgajali rizome niskogrmolike borovnice na Whiteovom
(1943.) mediju bez dodatka regulatora za rast, in vitro razmnozavanje vrsta Vaccinium
pokrenula je Lyrene (1978.), a slijede ju Cohen i Elliot (1979.). Potom su razvijene tehnike
kulture tkiva za proliferaciju aksilarnih izdanaka niskogrmolikih kultivara (Frett i Smagula,
1983.; Brissette i sur., 1990.; Debnath, 2004.), visokogrmolikih (Cohen, 1980.; Zimmerman
i Broome, 1980.; Wolfe i sur., 1983.; Grout i Reed, 1986.; Eccher i Noe, 1989.; Noe i Eccher,
1994.; Gonzalez i sur., 2000.) i ,,rabbiteye* zecje oko (Lyrene, 1980.). Nekolicina preglednih
radova (Smagula i Lyrene, 1984.; George i sur., 1987.; Zimmerman, 1991.; Galletta i
Ballington, 1996.; Debnath, 2003a.; Rowland i Hammerschlag, 2005.) sazela je in vitro
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kulturu borovnice. Vecina navedenih oblika mikropropagacije ukljuc¢uje neku metodu
meristemske kulture, gdje se koriste segmenti stabljike koji sadrze ili apikalne ili bo¢ne
pupoljke kao izvorni tkivo - eksplantat. Glavni problem u mikropropagaciji borovnice je
stvaranje nezeljenog kalusa u bazi eksplantata i pojava spontanih adventivnih izdanaka

(Zimmerman i Broome, 1980.; Litwinczuk i Szczerba, 1998.).

Kultura izdanaka moze se inicirati iz nodijalnih segmenata ili iz vegetacijskog vrska.
Eksplantati nastali od juvenilnih biljaka donora su pogodniji za proliferaciju od onih koji
nisu prosli juvenilni stadij (Lyrene, 1980.). Odrvenjele reznice sa starijih borovnica,
sakupljene su u zimi, povrsinski su sterilizirane i ¢uvane na niskoj temperaturi. Pojava
pupoljaka stimulirana je stavljanjem reznica u vodu pri 26 °C +/- 2 °C (20 °C +/- 2 °C no¢na
temperatura ) i fotoperiodom od 16 sati tijekom 15 dana. Potom se upotrebljavaju bo¢ni
izdanci kao izvor eksplantata. Poluodrvenjele reznice sakupljene u proljeée s mati¢nih
biljaka uzgajanih u polju (Gonzalez i sur., 2000.) ili izdanci iz staklenika (Morrison i sur.,
2000.; Debnath, 2004.), eksplantati sa sadnica (Lyrene, 1980.) i komadi rizoma (Barker i

Collins, 1963.) takoder su koristeni za in vitro razmnozavanje borovnice.

Optimalni sastav medija i regulatora rasta razlikuju se ovisno o genotipovima borovnica
(Tablica 2.). Dok je Woody plant medium (WPM) Lloyda i McCowna (1980) utvrden kao
najbolji za mikropropagaciju visokogrmolikog kultivara borovnice ,,Bluecrop* (Wolfe i sur.,
1983.), Debnath (2004.) uspjesno je uspostavio in vitro kulturu niskog grma borovnice na
modificiranom mediju namijenjenog prvenstveno za uzgoj brusnice (BM-C; Debnath i
McRae, 2001b.). Zimmerman i Broome (1980.) izvijestili su da je 22,8 uM TAA + 73,8 uM
2iP optimalno za proliferaciju aksilarnih izdanaka. lako su niskogrmolike borovnice
proizvele vise izdanaka poveéanjem koncentracije 2iP s 0 na 147,6 uM (Frett i Smagula,
1983.), kontrastno tri klona visokogrmolike borovnice proizvela su manje izdanaka na 147,6
M nego kod nizih koncentracija (Chandler i Draper, 1986.). Neki istrazivaci rutinski koriste
hladni tretman na 4 °C u tamnom prostoru s 2iP za inicijaciju novog rasta eksplantata
(Orlikowska, 1986.). Medutim, 2iP pokazuje odredenu fitotoksi¢nost pri visokim dozama,
posebno u fazi uspostavljanja kulture, kada mnogi ecksplantati posmede i odumru.
Kombinacija zeatina i 2iP manje je fitotoksi¢na za nove eksplantate nego sami 2iP, a i
producira vec¢u stopu inicijacije (Eccher i No¢, 1989.). Zeatin je ucinkovitiji u inicijaciji
izdanaka vrsta Vaccinium (Reed i Abdelnour-Esquivel, 1991.; Gonzalez i sur., 2000.;
Debnath, 2004.) i za proliferaciju izdanaka niskogrmolike (Debnath, 2004.) i

visokogrmolike borovnice (Chandler i Draper, 1986.; Eccher i Nog¢, 1989.), iako Gonzalez i
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sur. (2000.) iznose pozitivne u¢inke na umnozavanje izdanaka borovnice visokog grma s 25
M 2iP. Mala koncentracija auksina je blagotvorna ako se dodaje mediju, za inicijaciju, npr.
5,7 uM IAA (Morrison i sur., 2000.). Medutim, Frett i Smagula (1983.) predloZili su uporabu
samog 2iP u svakom mediju prije ukorjenjivanja. Koriste¢i modificirani medij za brusnicu
koji sadrzi nisku koncentraciju zeatina (2 - 4 uM) i saharoze (20 gl/1), Debnath (2004.) je
izvijestio o pove¢anom razmnozavanju izdanaka niskogrmolike borovnice za oko 50 do 100
puta u intervalu od 12 tjedana. Svjetlost igra klju¢nu ulogu u morfogenezi in vitro kulture
borovnica. lzdanci izloZeni niZoj razini svjetlosti (15 pmol m? s?) pokazali su bolju
stabilnost i izdrZljivost niskogrmolike borovnice (Debnath, 2004.). U usporedbi s kontrolnim
tretmanom (55 umol m2s™), jaka svjetlost imala je negativne u¢inke na in vitro proliferaciju
izdanaka visokogrmolike borovnice (No¢ i Eccher, 1994.). Multiplikacija izdanaka moze se

poboljsati ponovljenom subkultivacijom (Debnath, 2004.).

Tablica 2. Primjeri hranidbenih podloga i regulatora rasta (PGR) koji se koriste u

mikropropagaciji in vitro kod Vaccinium vrsta metodom proliferacije aksilarnih pupova.

Hranidbena Inicijacija  Multiplikacija o
VRSTA . ) Ukorjenjivanje Izvor
podloga izdanka izdanka
73,8 uM
o ) 98.4 uM2 iP + ) Frett and
V. angustifolium A. Z-2 2iP +22, ex vitro
5.7uM TAA Smagula (1983.)
uM IAA
49.2-73.8
o uM 2iP+ ex vitro Brissette i sur.
V. angustifolium A. Z-2 59.0 uM 2iP
11.4-22.8 (4.9 mM IBA) (1990.)
uM IAA
73.8 uM .
o . 73.8 uM 2iP+ ) Morrison i sur.
V. angustifolium A. Z-2 2iP+5.7 ex vitro
5.7 uM TAA (2000.)
uM IAA
5.0 uM
- modificirani zeatin ili 2.0-4.0 uM ex vitro
V. angustifolium A. ) Debnath (2004.)
BM-C 10.0 uM zeatin (4.9 mM IBA)
2iP
. Modificirani 73.8 uM ex vitro
V. ashei R. ) 73.8 uM 2iP Lyrene (1980.)
Knop (1965.) 2iP (14.7 mM IBA)
WPM soli i 18 uM ) Gonzalez i sur.
V. corymbosum L. o ) 25 uM 2iP ex vitro
MS vitamini zeatin (2000.)
36.9 uM ex vitro No¢ and Eccher
V. corymbosum L. PMN ) 36.9 uM 2iP
2iP (4.9 mM IBA) (1994.)
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V. macrocarpon A,

V. macrocarpon A.

V. macrocarpon A.

V. macrocarpon A.

V. myrtillus M.

V. vitis-idaea L.

V. vitis-idaea L.

V. vitis-idaea L.

V. vitis-idaea L:

Vaccinium spp.

Anderson’s
(1975.)
makrosoli+MS
mikrosoli i
organski

dodaci

Z-2 soli

Makrosoli i
vitamini+MS
mikrosoli
(BM-C)

Modificirani
BM-C

Modificirani
MS

Modificirani
MS

WPM

Modificirani
BM-C
Modificirani
MS
Modificirani
WPM

150 uM
) 150 uM 2iP+
2iP+1.0
1.0uM IBA
uM IBA
98.4 uM
. 98.4 uM 2iP+
2iP+ 5.7
5.7 uM TIAA
uM IAA
12.3-246  12.3-24.6 uM
uM 2iP 2iP
2.0-4.0 uM 2.0-4.0 uM
zeatin zeatin
49.2 uM
) 24.6 uM 2iP
2iP
2.2-4.4 uM
BA ili 4.9 uM 2iP
4.9uM 2iP
73.8 uM
) 73.8 uM 2iP
2iP
0.1-1.0 uM
1.0 uM zeatin
TDZ
24.6 uM
) 24.6 uM 2iP
2iP
18.2 uM
) 24.6 uM 2iP
zeatin

ex vitro

In vitro
(98.4 uM 2iP
+5.7 uM TAA)

In vitro
(bez PGR)

In vitro
(2.0-4.0 uM
zeatin)

In vitro
(0.49 uM
IBA), ex vitro
(21mM
K-IBA)

In vitro
(2.2 uM BA ili
1mM IAA)

ex vitro

ex vitro
(39.4 mM IBA)

ex vitro
(2.1 mM IBA)

Nema podataka

Marcotrigiano i
McGlew (1991.)

Smagula i Harker
(1997.)

Debnath i McRae
(2001a.)

Debnath i McRae
(2005.)

Jaakola i sur.
(2001.)

Gebhardt i
Friedrich (1986.)

Talbot i
Holloway (2002.)

Debnath (2005a.)

Jaakola i sur.
(2001.)
Reed i Abdelnour
Esquivel (1991.)

** Hranidbene podloge: BMC = Debnath i McRae (2001b), MS = Murashige i Skoog (1962), WPM = Lloyd i McCown
(1980), Z-2 = Zimmerman i Broome (1980), PMN = Eccher i sur., (1986). Regulatori rasta: BA = 6-benzilaminopurin, IAA

= 3-indolil-3-octena kiselina, IBA = 3-indolil-3-masla¢na kiselina, 2iP = 2-izopentenil adenin, TDZ = thidiazuron.

Izvor: Samir C. Debnath (2007.): Propagation of Vaccinium in Vitro , International Journal

of Fruit Science, 6:2, 47-71
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3.3.2. Regeneracija adventivnih izdanaka borovnice in vitro

Prvu tvorbu kalusa u in vitro kulturi niskogrmolike borovnice su opisali Nickerson i Hall
(1976.) na MS mediju sa 0,45 ili 2,26 uM 2,4-diklorofenoksioctene kiseline (2,4-D).
Nickerson (1978a.) je takoder koristio eksplantate ploda uzgajane na Nitsch-ovom (1965.)
mediju uz dodatak 0,45 uM, 2,4-D i 0,46 uM kinetina za dobivanje rasta kalusa. Dobivanje
izdanaka iz kalusa nije bilo uspje$no; stvaranje mnostva izdanaka postignuto je koriStenjem
eksplantata sa sadnica i Anderson (1975.) medija koji sadrzi IAA i 2iP (Nickerson, 1978b.;
Tablica 3). Kalus je induciran na ,,rabbiteye* borovnici (Lyrene, 1978.), a regeneraciju
izdanka iz kalusa pomocu nodijalnih segmenata inicirali su Hruskoci i Read (1993.). Neke
studije izvijestile su o uspjehu u razvoju mikropropagacije koja inicira pupoljke na
eksplantatu lista borovnice (Billings i sur., 1988.; Dweikat i Lyrene, 1988.; Callow i sur.,
1889.; Rowland i Ogden, 1992.; Cao i Hammerschlag, 2000.; Cao i sur., 2002.; Tablica 3.).
Polozaj lista na izdanku utjece na regeneraciju izdanaka, pri ¢emu mladi listovi koji se Sire
imaju vec¢i morfogenetski potencijal od starijih, potpuno prosirenih listova. Jednostavan i
pouzdan protokol za veliku frekvenciju regeneracije izdanaka iz eksplantata lista
visokogrmolike borovnice kultivara ,, Bluecrop“ izvijestili su Cao i sur. (2002.) koji se
oslanjaju na dvostupanjski predtretman i regeneraciju na TDZ mediju. Najvise 98%
eksplantata regenerira izdanke sa 11 novih izdanaka po eksplantatu lista nakon 62 dana.
Medij za predtretman # 1 sadrzi 5 uM TDZ i 2,6 uM NAA 4 dana, medij za predtretman #
2 koji sadrzi 7 uM zeatin riboze i 2,6 uM NAA tijekom 3 dana; regeneracijski medij sadrzi
1 uM TDZ na 6 tjedana, i zadnji medij bez hormona rasta traje 10 dana.

Tablica 3. Primjeri hranidbenih podloga i regulatora rasta (PGR) u mikropropagaciji in vitro

kod Vaccinium vrsta metodom regeneracije adventivnih izdanaka.

Izvor Hranidbena  Regeneracija  Elongacija
Vrsta ] ) Izvor
eksplantata podloga izdanka izdanka
73.8 uM 2iP+
19.7 uM .
o . . Anderson 22.8 utM TAA . Nickerson
V. angustifolium A. | Hipokot./Kotiled. 2iP+11.4
(1975.) +0.43 mM (1978b.)
uM IAA
AS
. 5.0-25.0 uM 25.0 uM Callow i sur.
V. corymbosum L. List Pola MS ) )
2iP 2iP (1989.)
o 24.6 uM )
) Modificirani ) Rowland i
V. corymbosum L. List 20.0 uM ZR 2iP+9.1
WPM } Ogden (1992.)
UM zeatin
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N 25.0 uM Nema Hruskoci i
V. corymbosum L. Stabljika Z-2 )
zeatin podataka Read (1993.)
L Caoi
) Modificirani ~ 20.0 uM ZR,
V. corymbosum L. List Bez PGR  Hammerschlag
WPM 1.0 uM TDZ
(2000.)
) Modificirani Cao i sur.
V. corymbosum L. List 1.0 uyM TDZ*  Bez PGR
WPM (2002.)
Modificirani  10.0 uM TDZ o
) Marcotrigiano
V. macrocarpon A. List Anderson + 1.0 uM Bez PGR .
i sur. (1996.)
(1975.) NAA
Anderson
) (1975.) soli+ 10.0 uM TDZ Qu isur.
V. macrocarpon A. Liste ] Bez PGR
MS organski ~ + 5.0 uM 2iP (2000.)
dodaci
Modificirani
o ) MS, 20.0-30.0 uM Debnath i
V. vitis-idaea L. List L . Bez PGR
modificirani zeatin McRae (2002.)
BM-C
o ) ) Modificirani ~ 5.0-10.0 uM  1.0-2.0 uM Debnath
V. vitis-idaea L. Hipokotil )
MS TDZ zeatin (2003b.)
o ) Modificirani 1.0-5 uM 1.0-2.0 uM Debnath
V. vitis-idaea L. List )
BM-C TDZ zeatin (2005c.)

**Hranidbene podloge: BM-C = Debnath i McRae (2001b), MS = Murashige i Skoog (1962), WPM = Lloyd
i McCown (1980), Z-2 = Zimmerman i Broome (1980). Regulatori rasta: AS =adenin sulfat, IAA =indolil-3-
octena kiselina, 2iP =2-izopentenil adenin, NAA =1-naftalenoctena kiselina, TDZ = thidiazuron, ZR = zeatin-
riboza. Z*: eksplantati su kultivirani na predtretmanskom mediju koji sadrzi 5 uM TDZ i 2,6 uM NAA tijekom
Cetiri dana, a zatim su prebaceni na predtretmanski medij sastava 7 uM ZR i 2,6 uM NAA na tri dana prije

uzgoja na regeneracijskome mediju.

Izvor: Samir C. Debnath (2007): Propagation of Vaccinium in Vitro , International Journal
of Fruit Science, 6:2, 47-71

3.3.3. Rizogeneza/ukorjenjivanje i aklimatizacija borovnice

Proizvodnja biljaka zavrSava se disekcijom izdanaka in vitro, a potom ih se potice da
proizvode adventivno korijenje bilo in vitro ili, najcesce, u ex vitro uvjetima na kiselom
supstratu poput: 1 treset : 1 perlit (v/v; Gonzalez i sur., 2000), 4 treset : 2 vermikulit : 1 perlit
(v/vlv; Morison i sur., 2000.) bez predtretmana s auksinom. Predtretman s auksinom bio je

nepotreban za ex vitro ukorjenjivanje borovnica (Gonzalez i sur., 2000.), iako je Debnath
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(2004.) utvrdio 85 — 95% ukorijenjenih niskogrmolikih kultivara borovnice kad je mikro
izdanke uranjao u 4,9 mM IBA prije sadnje u supstrat 2 treseta: 1 perlit (v/v). Za ex vitro
ukorjenjivanje, mikro izdanci se obi¢no odrzavaju u komori s vrlo visokom relativnom
vlagom zraka (95%), a zatim se prebacuju u staklenik (85% RVZ) za aklimatizaciju.
Rizogeneza mikro izdanaka borovnice ex vitro moze smanjiti troskove (Zimmerman, 1987.),
iako je proces Cesto sporiji nego in vitro postupak (Wolfe i sur., 1983.). U in vitro postupku
moze se inducirati u mediju za proliferaciju izdanaka koji sadrzi 1-2 uM zeatina (Debnath,
2006.).

3.3.4. Suvremena proizvodnja borovnice in vitro na tekuéoj podlozi — T1S bioreaktori

Bioreaktor je sterilni, samostalni uredaj prikazan na Slici 17. koji radi na principu zraénoga
sustava koji pumpa ili ispumpava tekuéi hranjivi medij na ili s biljnog materijala te
omogucava kontrolu mikroklimatskih uvjeta te intenzivira odnosno ubrzava proces

mikropropagacije (Paek i sur., 2005.).

Slika 17. TIS - SETIS® bioreaktor s borovnicom FAZOS (Foto: Milakovi¢, 2019.)

Koristenjem bioreaktora u mikropropagaciji omoguceno je pratiti i kontrolirati brzinu

strujanja zraka ili pojedinog plina, temperaturu, pH, razinu otopljenog Kisika i brzinu

23



mijesanja i strujanja Sto rezultira zdravijim, kvalitetnijim i ve¢im brojem dobivenih biljaka

te smanjenjem troskova (Heyerdahl i sur., 1995.).

Bioreaktori koji se koriste za biljne vrste mogu se svrstati na one u kojima su biljke stalno
uronjene u hranjivi medij, one u kojima su djelomi¢no uronjene u hranjivi medij i one u

kojima su povremeno uronjene u hranjivi medij tokom ciklusa (Debnath, 2010.).

Debnath S.C. (2010.) je iznio klasifikaciju bioreaktora koji se koriste u mikropropagaciji na

Cetiri kategorije s obzirom na nacin pokretanja a to su :

1. Bioreaktori mehanic¢kog sustava

2. Bioreaktori pneumatskog sustava
3. Bioreaktori zatvorenog sustava
4

Bioreaktori sustava povremenog uranjanja odnosno imerzije (TIB/TIS sustav)

Harris i Mason (1983.) godine razvili su prvi TIB/TIS sustav (eng. ,, Temporary Immersion
System *). Imerzni bioreaktori TIB (eng. ,, Temporary Immersion Bioreactor ‘) najnovija su
generacija bioreaktora i njihov razvoj i usavrSavanje u stalnom su rastu, a primjeri nekih

sustava prikazani su na Slikama 17, 18. 1 19.

Ovakav sustav osigurava visoku ucinkovitost, kra¢i ciklus reprodukcije klonskog
materijala, poboljsanu multiplikaciju, smanjenje broja dodatne radne snhage, smanjenje
troSkova primjene medija, ustedu elektricne energije te masovnu proizvodnju (Debnath,

2010.).

Slika 18. MATIS bioreaktori (TIB)

Izvor: http://www.bioreactor-matis.com/en/
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Slika 19. MICROROCKER bioreaktor (TIB)
Izvor: https://www.youtube.com/watch?v=pH5VMgJR5ME

Sustav se sastoji od posuda sa biljkama koje su odvojene od posuda sa hranjivim medijem a
pomocu pneumatike i unaprijed zadanog ciklusa biljni materijal se povremeno potapa kako
bi zivotne potrebe bile zadovoljene. Najvaznije komponente TIB sustava su racunalna
kontrolna upravljacka jedinica (CPU) prikazana na Slici 20. i pneumatska jedinica prikazana
na Slici 21., odnosno kompresor, koji neprestano stvara Cisti i nekontaminirani suhi zrak i
ove dvije jedinice moraju biti u nesmetanoj vezi da bi mikroklimatski uvijeti u bioreaktoru

zadovoljili potrebe biljaka (Stanisavljevic¢ i sur., 2017. i 2018.).

Slika 20. Kontrolna upravljacka jedinica Slika 21. Pneumatska jedinica
(Foto: Milakovi¢, 2019.) (kompresor), (Foto: Milakovi¢, 2019.)
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4. ZAKLJUCAK

Suvremena vocarska proizvodnja u Hrvatskoj zadnjih dvadesetak godina u velikoj mjeri
temeljena je na transferu tehnologije iz referentnih europskih vocarskih regija te
komplementarnih oplemenjivackih centara. Pored razvoja pomotehnoloskih mjera, uvodenja
preciznih modela navodnjavanja i gnojidbe, uvodenja novog sortimenta, unapredenja
postharvest tehnologije u cilju $to vece standardizacije visoko tehnoloSkog pristupa modelu
intenzivne proizvodnje visegodisnjih kultura, jo§ uvijek se namece problem nedostatka
visoko kvalitetnog reprodukcijskog sadnog materijala. Moderna rasadnicarska praksa i
praksa istrazivackih labaratorija razvijenih Clanica Europske unije u proizvodnji sadnica
vrste Vaccinium, ali i ostalih strateSkih voénih kultura, temelji se dijelom ili u potpunosti na

uporabi suvremenih biotehnoloskih metoda (mikropropagacija, kultura tkiva in vitro).

Mikropropagacija osigurava dobivanje visokokvalitetnog i fitosanitarno ispravnog sadnog
materijala u kratkom vremenskom intervalu jer se proizvodnja odvija u kontroliranim i
asepti¢nim uvjetima. Glavne prednosti navedene tehnologije su mala koli¢ina potrebnog
inicijalnog biljnog materijala zbog cega se ne moraju formirati veliki mati¢njaci, a
koeficijent multiplikacije je visok. Takoder ne postoji ovisnost od godi$njih doba, a uSteda

na prostoru i vremenu potrebnom za uzgoj je znacajna.

Medutim, pokretanje ili ulazenje u novi proizvodni ciklus ¢esto je klju¢ni i ogranicavajuci
faktor uspjesnosti in vitro kulture (osigurati asepti¢nu kulturu, posebice ako se koristi biljni
materijal uzgojeni van zasticenih uvjeta - nasad). Glavni razlog tome je visoki stupanj endo
I egzogenog oneciscenja, odnosno kontaminacije raznim biljnim patogenima i tetocinama.
Takoder, eksplantati prilikom faze uvodenja i inicijacije proliferacije ¢esto posmede i
odumiru (fonolna oksidacija / fenolono posmedenje), dijelom zbog jakih uvjeta sterilizacije
ili oksidacije reznih rana. Zadnjih godina dosta se radi na sprjecavanju ovih negativnih
pojava odredenim predtretmanima, a rezultati su vrlo pozitivni. Kako je sama in vitro
tehnologija relativno nova (uvodenje bioreaktora, TIS sustavi) i podloZzna brojnim
modifikacijama, neprestano se radi na poboljSanju laboratorijskih protokola za komercijalni
uzgoj. Zbog velike varijabilnosti genotipova unutar roda Vaccinium, neke vrste i kultivari

zahtijevaju daljnja istrazivanja u cilju optimizacije protokola.

Prema danom pregledu u ovom zavr$nom radu primje¢ujemo da mnogi istrazivaci Koriste
Siroki spektar hranidbenih medija i PGR-a (regulatora rasta / hormona) u razliitim

koncentracijama za razlicite genotipove unutar vrsta Vaccinium. Najcesce koristene hranjive
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podloge u mikropropagaciji borovnice su WPM, MS, Anderson i njihove modifikacije. Sto
se ti¢e hormona, istraZivanja se vrSe s raznim kombinacijama i koncentracijama zeatina, 2iP,
TDZ, 1AA i IBA na nodijalnim segmentima, aksilarnim pupovima i listu kao izvoru
eksplantata. Trenutno nedostaju potrebna znanja u propagaciji Vaccinium vrsta putem
somatske embriogeneze. Razmnozavanje biljaka kulturom tkiva in vitro moze izazvati
genetske i epigenetske promjene (somaklonalne varijacije). Genetsku stabilnost tijekom
mikropropagacije kontroliraju brojni ¢imbenici kao $to su: unutarnji biljni faktori (genotip,
podrijetlo eksplantata, itd.) i vanjski faktori (protokol, vrste i sekvence medija, koncentracije

hormona).

U cilju jo$s vece ucinkovitosti i masovnosti posljednjih godina veliku ekspanziju ima
reprodukcija klonskog materijala u bioreaktorima nove generacije. TIB (eng. ,,Temporary
Immersion Bioreactor) sustavi, odnosno submerzni bioreaktori, koriste teku¢u hranjivu
podlogu bez dodavanja agara kao zgu$njivaca ¢vrstog medija - gel. To su visoko modularni
biotehnoloski sustavi koje karakterizira visoka ucinkovitost i skraceni ciklus proizvodnje
uslijed brzeg rasta biljnih kultura. Povecana je stopa multiplikacije, stopa prezivljavanja u
fazi aklimatizacije (ex vitro) te je utvrdena odli¢na adaptibilnost transplantiranih biljka na
vanjske uvjete (in vivo). Dodatno prednosti su smanjenje troskova pripreme medija, usteda
elektri¢ne energije, potrebne radne snage i laboratorijskog prostora. Zbog poboljSanih
konstrukcijskih rjeSenja olakSana je manipulacija biljnim materijalom ¢ime se lakSe i
jednostavnije postize masovna proizvodnja. Visoka razina automatizacije te masovna
proizvodnja velikim kompanijama omogucava superiorne uvjete na trziStu, a europskim

proizvodacima voca osigurava repromaterijal deklarirane kvalitete po povoljnijim cijenama.

Podizanje razine tehnoloskih procesa uvodenjem navedene tehnologije u rasadnicarsku i
istrazivacku praksu nase zemlje namece se kao imperativ koji je potrebno ostvariti. Stoga je
nuzno u narednom periodu osigurati transfer tehnologije renomiranim rasadni¢arima kako
bi se zadovoljili zahtjevi domaceg trzista i osigurala opstojnost obiteljskih poljoprivrednih

gospodarstava koja se bave proizvodnjom voca na temelju konkurentne proizvodnje.
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