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1. UVOD

Posljednjih godina borovnica (Vaccinium corymbossum L.) u RH biljezi blago povecanje
broja proizvodaca, a samim time i1 povrSina pod ovom voénom kulturom. Navedena
situacija pripisuje se programima mjera ruralnog razvoja, ali i dosta dobroj otkupnoj cijeni
koju borovnica postize na trzistu. Svjedoci smo i ucestalog marketinga (TV reklame,
oglasi, ¢lanci, itd.) koji borovnicu apostrofira kao funkcionalnu hranu ,,supervoce* bogatu
bioaktivnim prirodnim tvarima koje utjecu na ocuvanje i zastitu ljudskog zdravlja. Sve
navedeno predstavlja dovoljan razlog budu¢im mladim proizvodacima da se okrenu upravo
ovakvim vo¢nim kulturama. Intenzivna rasadniCarska proizvodnja borovnice u RH ne
postoji te je ona uglavhom bazirana na uvozu deklariranog sadnog materijala iz
renomiranih rasadnika susjednih drZava ¢lanica EU (Italija, Francuska, Madarska, itd.).
Uvezeni sadni materijal ve¢inom je nastao iz laboratorija, odnosno biotehnoloskim

procesom kulture tkiva in vitro (mikropropagacijom).

U RH zastupljenost takvih specijaliziranih i akreditiranih in vitro laboratorija vrlo je mala
te se moze nabrojati na prste jedne ruke. Kultura tkiva in vitro (mikropropagacija)
osigurava dobivanje visokokvalitetnog i fitosanitarno ispravnog sadnog materijala u

kratkom vremenskom intervalu.

Razmnozavanje borovnice kulturom tkiva in vitro — mikropropagacijom se rutinski provodi
u mnogim istrazivanjima. Poznato je da koeficijent razmnoZzavanja biljaka u kulturi in vitro
ovisi o genotipu, sastavu hranjive podloge, uvjetima uzgoja, itd. Jedna od najvaznijih
komponenti hranjive podloge je i Zeljezo (Fe) koje sudjeluje u mnogim procesima u biljci.
Izuzetno je vazno u biosintezi klorofila, a nedostatak ogranicava rast biljaka 1 uzrokuje
klorozu. Zeljezo se unutar medija najée$¢e koristi u kelatiziranom obliku Fe-EDTA
(zeljezo-etilendiamintetraoctena kiselina). Pregledom recentne literature, mnogi istrazivaci
naglasavaju kako supstitucija Fe-EDTA s Fe-EDDHA (etilendiamin di-2-hidroksi-fenil-
acetat-ferit) u mediju povecava dostupnost Zeljeza i1 razinu klorofila u listovima mnogih

vo¢nih kultura.

Iz navedenih razloga krenulo se u postavljanje pokusa i pisanja ovog diplomskog rada.
Istrazivanje je provedeno na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku, Katedra za
vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (in vitro - laboratorij za vocarstvo). Cilj ovog

Istrazivanja (diplomskog rada) usmjeren je na ispitivanje utjecaja modifikacije hranjivog



medija primjenom kelatiziraju¢ih spojeva Zeljeza na rast i razvoj (morfoloSke parametre)

borovnice (Vaccinium corymbossum L.) in vitro.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Povijest, porijeklo i benefiti borovnice

Povijest uzgoja i konzumacije borovnice seze u proslost ameri¢kih domorodaca (Slika 1.).
Oni su ju konzumirali svjezu ili susili te ¢uvali za zimu. Od listova, cvjetova i1 rizoma
pravili su ¢aj prelijevanjem biljne materije vru¢om vodom. Caj su koristili u lije¢enju

zelucanih gréeva kod novorodene djece, za poticanje poroda te kao diuretik.

Slika 1. Indijanke u berbi borovnice (lzvor: https://oregonaitc.org)

Postoji izmedu 150 i 450 vrsta zimzelenih i listopadnih grmova koji po sistematskoj
klasifikaciji svrstavamo u rod Vaccinium koji pripada porodici Ericaceae (vrjesovke). Njih
karakterizira Siroka geografska rasprostranjenost. Nalazimo ih pocevSi od sjeverne
hemisfere pa sve do planina tropske Azije te do Srednje i Juzne Amerike. Zbog potrebe za
razdobljem dormantnosti kako bi zavrSile svoj razvojni ciklus ove vrste najrasirenije su na
podrucju sjeverne hemisfere. Karakteristicno za vrste iz porodice Ericaceae pa tako i rod
Vaccinium je da najbolje uspijevaju na tlu koje je dobro drenirano i sadrZi dosta organske
tvari (od 3 do 15 %). Najvaznije svojstvo tla koje diktira uspjesnost uzgoja je dakako pH
vrijednost. Vaccinium vrste najbolje rastu u kiseloj sredini ¢ija se pH vrijednost krece
izmedu 4,0 i 5,2 (Griffin i Blazich, 2008.). Promjenom pH vrijednosti dolazi do pojave

simptoma nedostatka nekog od elemenata ishrane.

Ovisno o vrsti grmovi borovnice mogu biti visine od 0,3 do 5,0 metara. Visokogrmoliki
kultivari su uglavnom hibridi koje dalje mozemo podijeliti u sjeverne i juzne tipove ovisno

0 njihovoj potrebi za hladnim, zimskim razdobljem (Griffin i Blazich, 2008.).



To je viSegodi$nja drvenasta biljka, razgranjenog korijena i stabljike. Listovi su joj
cjeloviti, jajoliko duguljasti ili lancetasti, cjelovitog ruba, na nali¢ju, a ponekad i cijelom
povrsinom dlakavi. U jesen postaju grimizno crveni i tada imaju i dekorativnu funkciju.
Bijeli cvjetovi su skupljeni u male grozdove koji cvatu u proljece. Plod je tamnoplava

mesnata boba s ostacima ¢aske na vrhu (Dujmovié¢ Purgar i sur., 2007.).

Slika 2. Vaccinium corymbosum L. — morfoloske osobine (Izvor: https://www.pinterest.se)

Kultivirana borovnica (Vaccinium corymbosum L.) poznatija je i kao ameri¢ka borovnica
(Slika 2.) jer je upravo na ameri¢kom tlu, to¢nije u SAD-u jo§ davne 1893. godine zapoc¢eo
uzgoj ove vrste. U Hrvatskoj je prvi put posadena 1964. Rod Vaccinium obuhvaca
relativno velik broj vrsta, no u Hrvatskoj su nativne samo tri svojte (V. myrtillus L., V.
vitis-idaea L. i V. uliginosum L.), dok je V. corymbosum L. ‘pridoslica’ koja svoju
nazoc¢nost u flori Hrvatske zahvaljuje uvozu sadnog materijala i pocetku kultiviranja
borovnice. U Hrvatskoj je svakako najraSirenija vrsta V. myrtillus (borovnica) od koje se
sakupljaju bobice koje se kao sezonsko Sumsko voce jo§ uvijek moZe na¢i na naSim

trznicama (Dujmovi¢ Purgar 1 sur., 2007.).

Podatci o vrstama mogu se pronaci u okviru popisa flore ili opaZanja istraZivaca sa terena.

Svi ti podatci o Vaccinium rodu dosta su oskudni i ne daju dovoljno informacija o



rasprostranjenosti i zastupljenosti u nasim krajevima, no taj nedostatak podataka treba
shvatiti kao priliku za dodatnim, sustavnim istrazivanjima.

Jo§ 60-ih godina proslog stoljeca je potvrdeno kako je borovnica dobar izvor vlakana,
kalcija, Zeljeza i vitamina C, no tek 90-ih se spominju ostali zdravstveni benefiti borovnice.
Do tih saznanja je doSlo nakon razvoja novih tehnologija tj. u ovom slucaju analitickih
metoda. Prema analiti¢koj metodi ORAC (oxygen radical absorbance capacity) koja sluzi
odredivanju antioksidativnog ucinka, borovnica pokazuje zavidan u¢inak u odnosu na neko
druge vocne vrste (Slika 3.). Ucinak je testiran pokusima u kojima su se zivotinje hranile
vo¢em pa je tako kod Stakora zapazeno odgadanje i usporavanje starenja (Maindland i

Tucker, 2002.).

Fruits H-DRALC L-0RAC Total
(umoles (umoles Phenolics
TE/100g) TE/1Dig) (mg GAE/
100g)

Apricol 1108 32 79
Black berries 5245 103 ]
Blue berries 6520 36 531
Cherries (sweel) 3348 17 330
Chokeberries 15820 242 2000
Cranberries 9382 02 718
Black currants 10060 24 1330
Red currants 1260 127 540
Elderberrics 14500 197 1950
Red prapes 1260 - 177
Oranpe 1785 34 337
Pear 2941 - 168
Flum 624l 17 367
Raspberries §T45 138 502
Strowherries 3541 36 308
Bananas 813 b 230
Manpo L 14 Ibb
Peach 1781 50 148

H-ORAC= Hydrophilic-Oxveen Radical Absorbance Capacity; L-ORAC= Lipophilic- Oxypen Radical
Absorhance Capacity; Reference™

Slika 3. Antioksidativni u¢inak (ORAC) pojedinih voénih kultura (Izvor: Dey i sur., 2009.)

Blagodati borovnice ne ogledaju se samo u njezinu dobrom ucinku na fizicko zdravlje
nego i na mentalno zdravlje. Biokemijski sastav borovnice Cine tvari koje nazivamo
antioksidansima. Njihova je uloga smanjenje rizika razvoja odredenih bolesti te takoder
doprinose jacanju i o€uvanju zdravlja naseg tijela. Bioaktivne komponente borovnice
nastaju kao rezultat biokemijskih puteva sinteze sekundarnih metabolita. Mozemo ih
podijeliti na terpene, dusic¢ne spojeve i fenole. Fenoli u svojoj strukturi sadrze aromatski
prsten na Kkoji je vezana najmanje jedna hidroksilna grupa. Upravo je ona zasluzna za
vezanje slobodnih radikala na sebe. Fenoli se dalje dijele na flavonoidne i ne-flavonoidne

spojeve, a antocijanini, biljni pigmenti koju daju prepoznatljivu crno-ljubicasto-plavu boju



borovnici ubrajaju se u flavonoide. Sama kvaliteta i koli¢ina ovih bioaktivnih komponenti
u borovnici ovisit ¢e o sorti, kvaliteti tla tj. supstrata u kojem biljka raste, klimatskim
karakteristikama uzgojnog podru¢ja, broju suncanih sati tijekom vegetacije te fazi
sazrijevanja u trenutku berbe (Markus Nicoletti i sur., 2015.). Mjerenjem fenola,
antocijanina i sekundarnih metabolita borovnice danas se detaljno moze za svaku sortu
odrediti zdravstvena korist i utjecaj na zdravlje. U bobicama koje sazrijevaju i mijenjaju
boju od zelene ka plavoj tj. ljubicastoj dolazi do rasta sadrzaja fenola. ORAC analiticke
metode pokazuju da se u koZi bobica nalazi najveci postotak antioksidanata (Maindland 1
Tucker, 2002.) dok ostatak bobice sadrzi vrlo malo ili niti malo antocijanina. Dakle,
borovnica svoja ljekovita svojstva duguje visokom sadrzaju antioksidansa u plodu koji

sluze neutralizaciji Stetnog ucinka slobodnih radikala.

2.2. Proizvodnja borovnice u Hrvatskoj

Borovnica je najznacajniji predstavnik iz roda Vaccinium. Postoje tri vrste borovnice koje
se danas najCe$¢e pronalaze na trzistu. To su visokogrmolika borovnica (Vaccinium
corymbosum L.), borovnica ze¢je oko (Vaccinium ashei Reade) i niskogrmolika borovnica

(Vaccinium angustifolium i Vaccinium myrtilloides) (Dujmovié¢ Purgar i sur., 2007.).

U Republici Hrvatskoj zaostaje proizvodnja borovnice u odnosu na zemlje Europe te ista
ne zadovoljava potrebe nasih potrosaca za borovnicom. Trend potroSnje pak pokazuje
porast u potros$nji zbog sve vece informiranosti javnosti o samim zdravstvenim benefitima
borovnice i njezinim antioksidativnim svojstvima. Cinjenica je da je uzgoj svih vrsta voéa
u Hrvatskoj u deficitu (osim mandarine) pa tako uz odgovarajucu tehnologiju i primjenu
znanja o0 uzgoju borovnice mozemo sa sigurno$¢u uci u proizvodnju jer zavrSna faza
proizvodnje tj. plasman na trziste nece predstavljati problem. Najvazniji ¢imbenici na koje
treba obratiti paznju ako se odlu¢imo za proizvodnju borovnice jesu pH vrijednost tla i
kvaliteta tla ili supstrata i dakako, zdrav sadni materijal te optimalno izabrana sorta za nase
uzgojno podruc¢je. Kod nas se najoptimalnijom pokazala sorta Duke (Majhen, 2020.). U
Hrvatskoj se borovnica uzgaja uglavhom u supstratima, a to dodatno ulaganje u
proizvodnju podize i samu cijenu proizvoda S$to je jedan od razloga Sto borovnica kod nas
na trziStu zavrSava preradena ili smrznuta. Na policama trgovackih lanaca pronalazimo
uglavnom uvoznu borovnicu koja je slabije kvalitete, a cijena joj je oko 70 kuna dok je u
direktnoj kupovini koja je puno manje zastupljena cijena izmedu 50 i 60 kuna. NaSa zemlja

ima geografsku prednost pri uzgoju, a moguénost dobrog plasiranja povecava i na$ trzisni
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poloZaj. Geografska prednost odnosi se na moguénost da borovnicu kao gotov proizvod,

dakle zrele bobice dobivamo u lipnju kada se biljezi nedostatak istih na europskom trzistu.

Majhen (2020.) u svom istrazivanju agroekonomskih indikatora proizvodnje prenosi
podatke Agencije za placanja u poljoprivredi, ribarstvu i Sumarstvu iz 2019. godine koja
biljezi uzgoj americke borovnice na 213 ha te sibirske na 71 ha $to je ukupno 287 hektara

povrsine pod borovnicom (Tablica 1).

Tablica 1. Porast proizvodnje borovnice u RH promatran kroz zasadene hektre (lzvor:

Agencija za placanja u poljoprivredi, ribarstvu i Sumarstvu; Majhen, 2020.)

Godina Ukupno zasadenih hektara
2015. 71,41
2016. 116,79
2017. 173,51
2018. 284,32
2019. 287,88
an MADARSKA
Varadowrska 133
SLOVENIA 7 Obrapinsiot 4,34 Koprniko.
Lagusha Mizevatha
Groa 34,59
Bjelorarsko- VIOVEID-
BB, 5 o e
384 1721 Ssatho- Pozesho-siavonsia :;:“.
| susa [FEONS - Katontia 359-)“6 177°%5] AL
035 " I Broosko-posavska SOemsks
Q. L S ‘064
X :
o SRAUA
X N 169
A $ BOSNA
NKKQ:X)VM
AN 0,1 Swensko-
ﬁ:‘\‘\t\
S 0, 315
- Spitso-
a .“Dh
ALLA = . o
* Dutvaviers. CRNA
recetvansha, GORA

Slika 4. Prikaz broja zastupljenosti uzgoja borovnice po Zupanijama Republike Hrvatske

izrazen u hektrima u 2019. godini (Izvor: Majhen, 2020.)



Slika 4. ilustrira zastupljenost uzgoja borovnice izraZzenu u hektarima za svaku Zupaniju
Republike Hrvatske. Vidljivo je kako je najvecéa proizvodnja u zapadnoj i sjeverozapadnoj

Hrvatskoj. Zagrebacka zupanija uvjerljivo je prva sa 83,68 zasadenih hektara.

Kod nas trziSte sadnog materijala nije dovoljno razvijeno stoga hrvatski proizvodaci uvoze
sadnice. Najveci proizvodaci zdravog sadnog materijala sa odgovaraju¢om deklaracijom u
Europi su Poljska i Nizozemska. Na europskom trziStu postoji puno veca potraznja za
borovnicom, no Europa ne uspijeva zadovoljiti potrebe svog stanovniStva pa iste
nadoknaduje uvozom iz Afrike i Juzne Amerike. Prema podatcima iz 2017. potrosnja je
iznosila 160 000 t, a istovremeno je proizvedeno 105 000 t (Majhen, 2020.). Dakle ¢ak
tre¢inu borovnice Europljani nadoknaduju uvozom sa drugih kontinenata ¢ime se dakako
povecava cijena proizvoda zbog potrebe za prekooceanskim transportom i pravilnim

skladiStenjem tijekom transporta radi maksimalnog oCuvanja kvalitete do konzumacije.

US Highbush Bluberry Council (USHBC) je organizacija koja se bavi istrazivanjima
vezanim uz proizvodnju borovnice i njezinim utjecajem na zdravlje te sluzi proizvodac¢ima
za edukaciju 1 uspostavljanje uspjesne proizvodnje. Prema podacima USHBC iz 2014.
godine svjetska proizvodnja borovnice na 5 kontinenata doseze vrijednost od 1 bilijun funti

(Song, 2010.).

Trenutno se najveci dio svjetske proizvodnje borovnice nalazi u Sjevernoj Americi gdje se
najvise uzgajaju visokogrmolike sorte (Griffin i Blazich, 2008.). Najveéi proizvodaci
borovnice u svijetu su Sjedinjenje Ameri¢ke Drzave, Kanada i Cile dok je u Europi to

Poljska, Njemacka, Francuska te Nizozemska i Spanjolska (Majhen, 2020.).

2.3. RazmnoZavanje borovnice

Razlikujemo generativno razmnozavanje tj. spolno razmnozavanje (sjemenkama) i
vegetativno ili nespolno razmnoZavanje (dijelovima mati¢ne biljke). Kada govorimo o
generativnom nacinu razmnozavanja dolazi do mijeSanja genetskog materijala dva
roditelja, a rezultat je novi genetski materijal. Generativno razmnoZavanje je laka metoda,
ali Cesto F1 generacija daje 50 % manje ploda. Vegetativno razmnozavanje je Cesto u
prirodnim divljim stani$tima kada se njihovi rizomi otkinu ili bivaju uni$teni pod utjecajem
nekog od abiotskih c¢imbenika. Ostale metode vegetativnog razmnozavanja su

razmnozavanje putem reznica Stabljike ili putem korijenovih reznica. Razmnozavanje



Vaccinium vrsta uspjesno se provodi bilo zelenim, poluzrelim ili zrelim reznicama ¢ime
dobivamo klonove tj. biljke identiéne mati¢noj biljci koja nam je posluzila kao izvor
biljnog materijala, a time osiguravamo ujednacenost tj. uniformnost generacije.
Najrasireniji nacin vegetativnog razmnozavanja podrazumijeva razmnoZzavanje zelenim
reznicama. Reznica treba biti duga oko 4 — 6 cm te se takva sadi u odgovarajuci supstrat u
koji se dodaju hormoni rasta kako bi se uspjesno razvio korijenov sustav. Razmnozavanje
zrelim reznicama takoder je dosta rasiren na¢in razmnozavanja. Zrele reznice su one ¢ija je
stabljika ve¢ odrvenjela i kao takve se uzimaju kada je biljka u fazi dormantnosti.
RazmnoZavanje reznicama kao Sto je ve¢ naznaceno, zahtjeva znacajan utroSak vremena
od uzimanja reznica, zakorijenjavanja pa do stvaranja odrasle biljke koja ¢e cvjetati i dati
plod. Takoder ogranicavajuéi je ¢imbenik i ¢injenica da od jedne mati¢ne biljke mozemo
dobiti samo nekoliko reznica. Mikropropagacija eliminira nedostatke ove tehnike
razmnozavanja te pruza mogucénost zadovoljavanja danasnjih rastucih potreba trzista.

UspjeSnost mikropropagacije kao metode vegetativnog razmnoZavanja uvjetuje znanje i
informiranost te ispravnu provedbu laboratorijskih metoda i tehnika, a rezultat je ocuvanje

zeljenih gena mati¢ne biljke i brzi nacin ostvarenja priroda (Debnath i Goyali, 2020.).

2.3.1. Mikropropagacija, kultura tkiva in vitro

Razvojem svijesti o benefitima borovnice za ljudsku prehranu rastu potrebe i zahtjevi na
trziStu za bobicama ovog voca. Veliki porast potraznje biljezimo posljednja dva desetljeca
koji se posebno vidi na trziStu Kanade, Kine 1 Turske. RazmnoZavanje putem reznica i/ili
rizoma je uspjeSna metoda koja lako daje dobre rezultate, ali oduzima previse vremena i
nije primjerena za proizvodnju na veliko. Stoga razmnozavanje putem kulture tkiva postaje
sve privlacnije proizvodaCima jer omogucava stvaranje velikog fonda biljaka u kratkom
vremenu i jo$ k tome na malom prostoru (Debnath i Goyali, 2020.). Cilj mikropropagacije
tj. kulture tkiva jest stvaranje fonda biljaka koji ¢e predstavljati uniformnu generaciju jedne
mati¢ne biljke te biljni materijal koji je slobodan od patogena. Nove tehnologije
omogucuju nam visoku stopu razmnozavanja na malom prostoru.

Mikropropagacija se provodi u kontroliranim uvjetima, a sama tehnika omogucuje
razmnozavanje putem samo jedne biljne stanice, tkiva ili pak nekog organa biljke
(eksplantata). Izdvojeni biljni materijal koji ¢emo uvesti u kulturu tkiva naziva se
eksplantat. Nakon uvodenja eksplantata u kulturu in vitro, opcenito mozemo razlikovati

dva tipa rasta: organizirani i neorganizirani (Jelaska, 1994.). Kada govorimo o



organiziranom rastu razlikujemo sljedece tipove kultura in vitro: kultura Citavih, intaktnih
biljaka, kultura embrija, kultura meristema, kultura vegetacijskog vrska izdanka i kultura
pojedina¢nog nodija. Neorganiziran rast, kao §to mu samo ime govori, podrazumijeva
tkivo koje ne sadrzi prepoznatljive biljne organe nego su to: tkivna kultura ili kalus, kultura
stanica u suspenziji (u teku¢em mediju), kultura pojedina¢nih stanica i kultura protoplasta
(Jelaska, 1994.). Eksplantati se uzgajaju na hranjivoj podlozi tj. mediju koji se sastoji od
vode, makrohraniva i mikrohraniva, izvora energije tj. nekog ugljikohidrata (uglavnom
saharoza), vitamina, regulatora rasta tj. razli¢itih hormona itd. Sve ove komponente medija
imaju za cilj opskrbiti biljni eksplantat u optimalnim kolicinama kako bi se biljka razvijala
I rasla. Totipotentnost je koncept na koji se oslanja in vitro tehnika. To je sposobnost biljne
stanice da se diferencira, proliferira i postupno pretvori u odraslu biljku u odredenim
uvjetima pod utjecajem odredenih hormona. To se uglavnom odnosi na stanice u mladim
tkivima i meristemskim tkivima. 1zazov je stvoriti cijelu novu biljku iz jedne stanice, no to
nije nemoguce. Kada eksplantat dobije pravi stimulans, tj. pravi hormon u pravoj
koncentraciji, on se razvija u biljku identi¢nu mati¢noj biljci tj. u klon. In vitro tehnologije
nude moguénost produkcije bioaktivnih komponenti tj. sekundarnih metabolita biljaka u
vec¢im koli¢inama $to ima veliku vaznost za farmaceutsku industriju (Jelaska, 1994.).

In vitro kulturu borovnica prvi put opisuju Barker i Collins u ranim sedamdesetim.
Koristeni su rizomi postavljeni na Whiteov medij bez ikakvih regulatora rasta. Prave
zasluge idu Boxusu i Andersonu koji su razvili komercijalnu metodu mikropropagacije
bobicastog voca 1 ta metodologija koristi se 1 danas. Nickerson i Hall uspijevaju razviti
prvu kulturu kalusa niskogrmolike borovnice na Murashige i Skoog mediju koristeci
internodije stabljike kao izvor biljnog materijala te dodaju¢i u hranjivu podlogu 2,4 —
diklorofenoksioctenu kiselinu (4,4-D). Danas je naj¢e$¢a metoda razmnozavanje putem
proliferacije bo¢nih izdanaka i stvaranja adventivnih izdanaka. Najnoviji napredak u
tehnologiji vidljiv je u razvoju somatske embriogeneze kod kultivara borovnice i
uspostavljanje kultura u bioreaktorima sa teku¢im medijem (Debnath i Goyali, 2020.).
Mikrorazmnozavanje je sloZzen proces koji se sastoji od nekoliko koraka 1 vazno je da svaki

korak bude pravilno izveden kako bi uspostavili in vitro kulturu.

1. Priprema hranjive podloge: dodavanje mineralnih anorganskih soli,
ugljikohidrata, vitamina, regulatora rasta, agara itd. u destiliranu vodu
2. Sterilizacija biljnog materijala: razni nacini sterilizacije, dodavanje fungicida u

hranjivi medij, sterilizacija ioniziraju¢im zracenjem, ozonom, itd. (Slika 5.)
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3. Inokulacija i subkultivacija: procesi u kojima iniciramo sterilizirani biljni
materijal na hranjivu podlogu tj. prenosimo ga na svjezi zbog istroSenosti
podloge ili potrebe za podlogom druk¢ijeg sastava

4. Cuvanje u klima komori: prostor za &uvanje in vitro kultura u kojem
kontroliramo temperaturu (17 — 27 °C) i osvjetljenje, monitoring i pracenje
promjena, vodenje biljeski opazanja

5. Aklimatizacija: proces prilagodbe biljke na ex vitro uvjete, za ovu fazu je

potreban staklenik za daljnji rast biljaka

Slika 5. Sterilizacija nodijalnih eksplantata (I1zvor: Pordi¢, 2020.)

2.4. Zeljezo u mineralnoj ishrani biljaka

Zeljezo je esencijalni element biljne ishrane koji svrstavamo u grupu mikroelemenata. Ima
kljuénu ulogu U mnogim metabolickim reakcijama. Koncentracija Zeljeza u zelenim
biljnim dijelovima iznosi oko 50 — 100 mg/kg suhe tvari. Oko 80 % ukupnog sadrzaja
zeljeza nalazi se u plastidima tj. kloroplastima gdje ima svoju katalitiCku ulogu u biosintezi
klorofila (Schenkeveld, 2010.). Iz navedenog razloga nedostatak Zeljeza moze prouzrociti
klorozu i limitirati rast i razvoj biljke. Zeljezna kloroza se o&ituje u promjeni boje mladog

lis¢a, najées¢e izmedu zila (tzv. meduzilna kloroza) u svjetlo zelenu do zutu boju §to
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dovodi do usporenog rasta i razvoja biljke, smanjenja lisne mase, asimilacijske povrsine, a

samim tim i fotosinteze (Bahat i Stepinac, 2011.).

Osim kloroze na nadzemnim dijelovima biljaka uslijed nedostatka Zzeljeza javlja se i
inhibicija u izduzivanju korijena. Rezultat je kraci, zadebljali korijen koji poprima bradati

izgled.

Zeljezo je slabo topivo u mediju koji ima visoku pH vrijednost (7 — 8,5). Nedostatak
zeljeza kao jednog od vrlo vaznih elemenata mineralne ishrane, rezultirat ¢e kako
kvantitativnim tako i kvalitativnim gubitcima (ekonomski gubitci). Takoder, zanimljivo je
kako na dostupnost Zeljeza moze utjecati i prisutnost drugih elemenata (antagonizam) kao
Sto su bakar ili fosfor koji se natjeCu sa zeljezom za stvaranje kelata ¢ime mogu nastati

netopivi zeljezni fosfati.

Najvaznija karakteristika Zeljeza je tendencija u formiranju kelata te sposobnost
reverzibilne oksidacijsko — redukcijske reakcije. Biljke najradije usvajaju Zeljezo u obliku
Fe?* iona koji nastaje redukcijom Fe®*" iona uz pomo¢ kelat reduktaze na membranama

prije samog ulaska u citoplazmu (Schenkeveld, 2010.).

Moguce je oplemenjivackim i genetickim inzenjeringom razviti kultivare koji ¢e s manje
poteSkoca moci usvajati zeljezo, no taj je proces dug. Trenutno je najbolje rjeSenje
primjena zeljeznog kelata i to prvenstveno FeEEDDHA koji pokazuje najvecu stabilnost
(Schenkeveld, 2010.). Tretmani tla sa sinteticki proizvedenim zeljeznim kelatima
povecavaju dostupnost zeljeza i vrlo uspjesno rjeSavaju probleme kloroze uzrokovane
nedostatkom istog, no tretman kelatima kao agrotehni¢ka mjera in situ (na polju) je vrlo
skup zahvat (opravdana primjena samo na visoko dohodovnim kulturama). Nasuprot

primjeni in situ, kelati pronalaze vrlo Siroku primjenu u mikropropagaciji biljaka.

2.4.1. FeNaEDTA u kulturi tkiva

Biljke u in vitro kulturi proizvode jako malo ugljikohidrata procesom fotosinteze pa se
tijekom aklimatizacije biljka mora navikavati na potpunu fotoautotrofnu ishranu. Stoga
veci sadrzaj klorofila u lis¢u povecava Sanse za prezivljavanje te bolji rast i razvoj tijekom

aklimatizacije (Trejgell i sur., 2012.).

Kako bi izbjegli probleme koje donosi kloroza in vitro biljkama treba osigurati hraniva u
odgovaraju¢em obliku i koncentraciji. U in vitro uvjetima kultivacije Zeljezo predstavlja

komponentu slozenog hranjivog medija. Tako se primjerice u MS mediju Zeljezo nalazi u
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obliku FeNaEDTA kelata u koncentraciji od 36,7 mg/l. Ovaj oblik nije dovoljno stabilan
jer se ubrzo stvara zeljezo fosfat — oblik nedostupan biljci (Trejgell i sur., 2012.). MS i
DKW medij mogu sadrzavati i zeljezo u obliku FeNa2EDTA kelata. FEEDTA kompleks
smatra se slabo stabilnim zbog svoje fotolabilnosti pri ¢emu se moze trajno izgubiti i do 45

% od pocetne koncentracije zeljeza u mediju (Padmanabhan i sur., 2017.).

Trejgell i sur. (2012.) u svom istrazivanju na Baptisia australis iznose kako se u kulturi
tijekom prvog tjedna uslijed rasta eksplantata i fotolabilnosti FEEDTA kelata potrosi 75 %
zeljeza u mediju. Kod FeNaEDTA kelata uslijed oslobadanja slobodnih zeljezo iona dolazi
do nakupljanja slobodnih kisikovih radikala koji mogu ostetiti mnoge komponente stanice
ukljucujué¢i DNA i proteine. Slobodni ioni Zeljeza mogu se taloziti u obliku Zeljezo fosfata
Sto ih ¢ini nedostupnim biljci, a EDTA moze potaknuti proizvodnju formaldehida koji je

toksi¢an za biljke (Zawadzka i Orlikowska, 2009.).

Najcesce koristen izvor Zeljeza u mikropropagaciji lijeske (C. avellana L.) je FEEDTA s
koncentracijom 6,81 mg/l Fe**. Ova koncentracija u istrazivanju Licea-Moreno (2015.)
nije rezultirala zadovoljavajuce tj. nije sprijecila pojavu Kloroze. Isti istraziva¢i povecali su
koncentraciju FEEDTA na 10,21 mg/l Fe?* ali bez pozitivnog uc¢inka, smanjila se duzina
izdanaka i internodija te je inhibiran razvoj korijena. 1z tog razloga FEEDTA zamijenjen je
s FeEEDDHA kelatom koji se pokazao uspjesnijim.

Slabiji rast biljaka na mediju koji sadrzava FeEDTA kelat moze biti povezan i sa
pojacanom produkcijom auksina. Produkcija auksina u vezi je s regulacijskim odgovorima
na nedostatak Zeljeza. Nedostatak Zeljeza uzrokuje porast u sadrzaju auksina S§to U
konacnici vodi do morfoloskih promjena na korijenu - inhibicija elongacije korijena i

bubrenje vrhova korijena (Trejgell i sur., 2012.).

2.4.2. FeEDDHA u kulturi tkiva

Kelatni agens tj. liganid ima sposobnost stvaranja stabilnih, vodotopivih kompleksa s
dvovalentnim i trovalentnim kationima ¢ime utjeCe na njihovu dostupnost, mobilnost i
reaktivnost. FEEDDHA je kompleks kelata EDDHA i Zeljeznog kationa Fe**. Fe3* vezan je
sa dvije karboksilne grupe, 2 fenolne i 2 amino grupe u oktaedarski kompleks visoke

stabilnosti koji pri neutralnom pH pokazuje vrlo intenzivno crveno obojenje.

Trenutni put sinteze pri proizvodnji EDDHA na industrijskoj razini polazi od reakcije

fenola, etilendiamina i glioksilne kiseline (Schenkeveld, 2010.).

13



Slika 6. 1zomeri FeEDDHA: a) racemic 0,0-FeEDDHA i b) meso o,0-

FeEDDHA (lzvor: Schenkeveld, 2010.)
Sama dekompozicija zeljeza se veze uz njegov mezo oblik tj. manje stabilni izomer (Jorda
i sur., 2014.). Mezo izomer je lako dostupan pri niskim pH vrijednostima i stoga se lako
asimilira dok se njegov racemicni oblik ponasSa kao zaliha Zeljeza. FeEEDDHA (kompleks
zeljeza 1 etilendiamin-di-o-hidroksifeniloctene kiseline) formira dva izomera: Fe(R,R-
EDDHA)- + Fe(S,S-EDDHA)- — racemi¢ni i Fe(R,S-EDDHA)- - mezo izomer (Slika 6.).
Koristenjem 50 % svakog od ovih izomera dobije se kompleks FeNaEDDHA (Jorda i sur.,
2014.).

Sastav medija u in vitro kulturi takoder utjeCe na stabilnost i dekompoziciju FEEDDHA
kelata $to je usko povezano i s pH vrijednosti. pH medija koji je kisele vrijednosti uzrokuje
intenzivnu dekompoziciju. U mediju neutralne pH vrijednosti (i blago kisele) FeEEDDHA je
vrlo stabilna molekula. Do dekompozicije FeEEDDHA kelata dolazi pri pH vrijednosti

manjoj od 4, posebno pri pH vrijednosti 1 (Jorda i sur., 2014.).

Kloroza ¢iji se simptomi povecavaju s trajanjem in vitro kulture glavni je pokazatelj
nedostatka ili nedostupnosti zeljeza u hranjivom mediju. Dodatkom kelata FeEEDDHA u
medij za multiplikaciju eliminirani su simptomi kloroze kod tri kultivara maline te je kod
nekih primijeeno povecanje broja adventivnih izdanaka. Najveca stopa regeneracije
postignuta je pri koncentraciji 78,8 mg/l FeEDDHA kelata kao jedinog izvora zZeljeza u
mediju. Cesto se kloroza javlja ne zbog istrosenosti medija nego zbog nedostupnosti samog
zeljeza (Zawadzka i Orlikowska, 2006.). Isti autori naglasavaju kako se dodatkom
FeEDDHA u medij postize veéi sadrzaj klorofila u biljci koja ranije i uspjesnije razvija
korijenje, takoder je zabiljezeno 30 % povecanje u suhoj tvari. Dobivene su vitalnije i
kvalitetnije bilj¢ice nego pri uporabi FEEDTA ¢ime je povecana njihova sposobnost
aklimatizacije tj. prelaska na autotrofan nacin ishrane. U istrazivanju Zawadavske i
Orlikowske (2009.) usporedivan je MS medij s i bez dodatka FeEEDDHA kod 3 kultivara

maline na uspjeSnost ukorjenjivanja. Tijekom prva dva tjedna razlika izmedu
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ukorjenjivanja izdanaka na mediju sa FeNaEDTA i FEEDDHA kelata bila je vrlo uo¢ljiva,
te se kasnije izjednacila. Zabiljezeno je 100 %-tno ukorjenjivanje eksplantata na mediju sa
FeEDDHA, na mediju sa FeCls oko 80 %, 58 % na mediju bez dodatka zeljeza i 0 % na
mediju sa dodatkom FeNaEDTA kelata. Utjecaj Zeljeza na in vitro ukorjenjivanje u vezi je
s aktivnoS¢u peroksidaze i katalaze od kojih oba sudjeluju u metabolizmu auksina.
Stabilniji kelat FeEEDDHA se ne suprotstavlja metabolizmu auksina i ne dolazi do nastanka
slobodnih kisikovih radikala. Autori zakljuc¢uju da dodatkom FEEDDHA u MS medij in
vitro dolazi do poveéanja broja i duzine korijena eksplantata maline. Dobar uéinak
ukorjenjivanja kelat FeEEDDHA pokazuje i na Prunus te Citrus vrstama. Utjecaj
FeEDDHA kelata i njegova uloga u sprje¢avanju pojave kloroze istrazivana je na mnogim
vrstama: ruzi, papaji, borovnici, japanskoj dinji, banani itd. Dobar ucinak ovaj Zeljezni
kelat duguje svojoj stabilnosti (Zawadzka i Orlikowska, 2009.). Zbog svog slabog redoks
potencijala FEEDDHA pokazuje vecu stabilnost u odnosu na FEEDTA pri razli¢itim pH
vrijednostima (Slika 7.). Zbog sporog usvajanja zeljeza preko dodirne povrsine eksplantata
sa hranjivim medijem uporaba stabilnijih oblika kelata produzuje vrijeme dostupnosti
zeljeza biljci. Dodatak FeEDDHA u hranjivi medij rezultirao je smanjenjem
hiperhidriranosti (vitrifikacije) tkiva te pove¢anjem sadrzaja klorofila §to je u konacnici
poboljsalo kvalitetu izdanaka. FeEDTA je fotolabilan kelat te ve¢ tijekom prvog tjedna u

kulturi eksplantati potrose 75 % zeljeza.
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Slika 7. Pristupac¢nost kelatnih oblika Zeljeza pod utjecajem pH vrijednosti

(Izvor: https://www.gcmonline.com)
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Trejgell i sur. (2012.) iznose kako supstitucija FEEDTA sa FeEDDHA kod Carlina
onopordifolie dovodi do 70 % povecéanja sadrzaja klorofila u lis¢u, no FeEEDDHA u odnosu
na FEEDTA nije pospjesio multiplikaciju izdanaka. Kod nekih vrsta zamjena kelata se
pokazala efikasnom te je doslo do proliferacije izdanaka i stimulativnog ucinka na njihov
rast. Kontrastno, zamjena FEEDTA sa FeEDDHA takoder prati i Smanjen porast i duzinu
izdanaka kod Citrullus lanatus i Citrus aurantium. Pozitivan ucinak zabiljezen je kod
sljedec¢ih vrsta: Rosa hybrida, Hibiscus rosasinensis i Citrullus lanatus (Thomas i sur.,
2000.).

Rezultati studija na vrsti Baptisia australis iz porodice Fabaceae ukazuju kako dodatak
zeljeza u obliku FeEEDDHA kelata u mediju vodi do poticanja rasta izdanaka. U pokusu su
koriSteni nodijalni eksplantati inicirani na dva razli¢ita medija (MS i DKW medij) s
dodatkom FeEDDHA. Stimulacijski u¢inak FeEEDDHA vise se isticao u DKW mediju.
Glavne razlike izmedu MS 1 DKW medija ¢ini koncentracija makroelemenata. MS medij
sadrzi visok sadrzaj amonijevih (20,6 mM) 1 nitratnih iona (39,4 mM). DKW medjj
sadrzava kalcijev nitrat umjesto kalijevog nitrata te ima neSto nizu koncentraciju
amonijevih iona (17,7 mM), nisku koncentraciju nikla i visoku koncentracija kloridnih
iona te duplo vecu koncentraciju cinkovih iona. Mnogi istrazivaci potvrduju pozitivan
utjecaj dodavanja FeEEDDHA kelata (Slika 8.) u medij: papaja, kupina, malina, lijeska,

breskva.
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Slika 8. FeEEDDHA — Duchefa Biochemie (Izvor: Pordi¢, 2020.)
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Opis laboratorija i cilj istraZzivanja

Istrazivanje je provedeno na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku (FAZOS) u in
vitro laboratoriju za vocarstvo (Katedra za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo).
Laboratorij sadrzi svu potrebnu opremu za provodenje tehnike kulture tkiva in vitro (Slika
9.). U navedenom laboratoriju vr§e¢ se mnoga in Vitro istrazivanja na raznim voénim
vrstama (viSnja, borovnica, malina, orah, borovnica, paulovnija, lijeska, vegetativne
podloge za tres$nju, goji, poncirus, itd.) na poluc¢vrstom i/ili teku¢em mediju (TIB sustav).
Katedra se bavi znanstveno istrazivackim radom, edukacijom studenata, proizvodnjom

sadnog materijala i sekundarnih metabolita.

Cilj ovog diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje utjecaja modifikacije hranjivog
medija primjenom kelatiziraju¢ih spojeva Zeljeza na rast 1 razvoj (morfoloske parametre)

tri kultivara borovnice (Vaccinium corymbossum L.) in vitro.

Slika 9. Postavljanje pokusa u laminarnoj komori, FAZOS (lzvor: Bosnjak, 2020.)
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3.2. Postavljanje pokusa i tretmani u istraZivanju
Pokus je proveden na tri kultivara borovnice: Bluecrop, Duke i Legacy c¢iji su eksplantati
(nodijalni segmenti s aksilarnim pupom) uvedeni u in vitro kulturu prijasnjih godina te se

na njima obavljaju razna druga istrazivanja (Slika 10.).

Slika 10. Izvor biljnog materijala — kultivar Legacy (Izvor: Pordi¢ i Bosnjak, 2020.)

U ovom istrazivanju koristena je standardna formulacija WPM hranjivog medija (Lloyd i
McCown, 1980.). Detaljan elementarni sastav hranjive podloge primijenjen u svim

tretmanima nalazi se u tablici 2.

Tablica 2. Sastav WPM medija u istrazivanju (Izvor: Lloyd i McCown, 1980.)

Mikro Makro Vitamini i ostali
_ mg/I ] mg/I ) mg/I
elementi elementi dodatci
CuSO4 x5H,O0 0,25 CaCly 72,50 Saharoza 30000,00
Ca(NO3)2 x
6,20 471,26 6200,00
H3BO3 4H20 Agar
MnSOs x H,O 22,30 KH,POq4 170,00 Glicin 2,00
Na:MnQO4 x
0,25 990,00 o 100,00
2H,0 K2SO4 Myo-inositol
Nikotinska
8,60 180,54 0,50
ZnSO4 x 7TH20 MgSO. kiselina
NHsNO3 400,00 Piridoksin HCI 0,50
Tiamin HCI 1,00
pH 5,0 Zeatin 2,00
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Tretmani (Tablica 3.) su uklju¢ivali primjenu dva kelatizirana oblika zeljeza (Fe). Tretman
T1 sadrzavao je kelatni oblik zeljeza FeNaEDTA s koncentracijom od 36,70 mg/l uz sve
navedene elemente i dodatke WPM podloge iz prethodne tablice 2. Tretman T2 sadrzavao
je kelatni oblik Zeljeza FeEDDHA u koncentraciji od 100 mg/I te ostale elemente iz tablice

2. Kelatni oblici Zeljeza naruceni su od nizozemskog proizvodaca Duchefa Biochemie
(Slika 11a.).

Tablica 3. Tretmani u istrazivanju

Tretman (kelatni oblik) Hranjivi medij Citokinin Kultivari
FeNaEDTA 36,70 mg/| WPM Zeatin 2 mg/l  Bluecrop, Duke, Legacy
FeEDDHA 100 mg/I WPM Zeatin 2 mg/l  Bluecrop, Duke, Legacy

Eksplantati su disecirani na nodijalne segmente veli¢ine oko 2 cm (Slika 11b.) u
aseptiénim uvjetima laminarne komore te su inicirani na hranjivi medij. pH vrijednost
medija je prije autoklaviranja podeSen na 5,0. Sav koristeni laboratorijski pribor i hranjivi
medij steriliziran je tijekom 20 minuta u autoklavu pri 121 °C i tlaku od 1,2 bara.
Sterilizacija radnog prostora tj. laminarne komore je izvrSena 70 % etanolom nakon Cega

se dodatno koristila i UV lampa u trajanju od 60 minuta.

Slika 11. a. koristeni kelatni spojevi Zeljeza u istrazivanju i b. nodijalni segmenti borovnice

(Izvor: Pordi¢, 2020.)
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Svaki tretman sadrzavao je po 100 ml medija i 25 eksplantata unutar teglice (Slika 12.) u 2
ponavljanja (2 x 25 = 50 eksplantata po tretmanu x 3 kultivara = 150 eksplantata). Po
zavrSetku inicijacije eksplantata na medij teglice su premjeStene U prostoriju s
kontroliranim uvjetima: temperatura 24 °C i fotoperiod 16/8 (16 sati svjetla, 8 sati mrak).

Intenzitet svjetlosti iznosio je 3.550 lux-a.

Slika 12. Eksplantati kultivara Bluecrop na oba tretmana (Izvor: Pordi¢, 2020.)

3.3. Mjerenja u istrazivanju i obrada podataka
Nakon 30 dana kulture pristupilo se mjerenju morfoloskih parametara i evaluaciji
pojedinih tretmana u istrazivanju (Slika 13. i 14.). Mjereni su sljede¢i morfoloski

parametri:

Broj izdanaka (prosjec¢ni broj novih izdanaka)

Duzina izdanka (prosje¢na duzina/visina novih izdanaka)

Broj listova (prosje¢an broj listova na izdancima)

Multiplikacija (prosjecna stopa multiplikacije izdanaka)

Treba napomenuti i da su prilikom mjerenja odbaceni svi zakrzljali i nepravilno razvijeni
eksplantati odnosno oni koji ne bi mogli posluziti kao izvor novog biljnog materijala za

multiplikaciju.
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Slika 13. Evaluacija morfoloskih pokazatelja (Izvor: Pordi¢, 2020)

Prikupljeni podatci analizirani su pomocu Microsoft Office Excel 2013, SAS Software
9.3., programske podrske (2002.-2010., SAS Institute Inc., Cary, USA). Od statistickih
metoda koriStene su jednofaktorijalna i dvofaktorijalna ANOVA, a razlike izmedu srednjih
vrijednosti primijenjenih tretmana ispitane su Fisherovim LSD testom (engl. Least

Significant Difference) na razini znacajnosti od p < 0,05.

Slika 14. Mjerenja u istrazivanju (Izvor: Pordi¢ i Bosnjak, 2020.)
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati na razini cijelog pokusa

Na razini cijelog pokusa (Tablica 4.) utvrdene su znacajne razlike izmedu kultivara
(Bluecrop, Duke i Legacy) u broju izdanaka, broju listova i multiplikaciji. Nema razlike u
duzini izdanaka izmedu ispitivanih kultivara. Kultivar Legacy razvio je znacajno veci broj
izdanaka (6,86) te multiplikaciju (8,30) u odnosu na sve ostale kultivare. Znac¢ajno manjim
brojem izdanaka (1,62) i multiplikacijom (1,98) rezultirao je kultivar Duke. Takoder i broj
listova je bio znacajno manji na kultivaru Duke (8,20) u odnosu na kultivare Bluecrop i

Legacy izmedu kojih nije bilo razlike.

Razlika izmedu primijenjenih tretmana (FeNaEDTA i1 FeEDDHA) bila je znacajna samo u
broju listova (10,93) odnosno znacajni veci broj listova producirao je tretman koji je
ukljucivao aplikaciju kelatnog oblika zeljeza FENaEDTA. Nije utvrdena znacajna razlika

izmedu tretmana na broj izdanaka, duzinu izdanaka i multiplikaciju (Tablica 4.).

Interakcija izmedu kultivara i tretmana bila je znacajna samo za broj izdanaka (p = 0,0349)
I multiplikaciju (p = 0,0020).

Tablica 4. Statisticke razlike na razini pokusa izmedu: Kultivara (Bluecrop, Duke i
Legacy) i tretmana (FeNaEDTA i FeEDDHA) te interakcija kultivar x tretman za

parametre broj izdanaka, broj listova, duzina izdanaka (cm) i multiplikacija.

Kultivar Broj izdanaka Broj listova Duzina izdanaka Multiplikacija
Bluecrop 2,26° 10,70% 1,74 2,938
Duke 1,62¢ 8,208 1,80 1,98¢
Legacy 6,86" 9,89% 1,88 8,30"

F-test 171,46 14,61 0,85 157,20
p <,0001 <,0001 0,4316 <,0001

Tretman
FeNaEDTA 3,69 10,93% 1,80 4,67
FeEDDHA 3,47 8,268 1,81 4,14

F-test 0,81 48,24 0,02 2,84
p 0,3700 <,0001 0,8834 0,0942
Interakcija kultivar x tretman
F-test 3,44 2,43 2,23 6,50
P 0,0349 0,0919 0,1110 0,0020
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4.2. Razlike izmedu tretmana po kultivarima

Kultivar Bluecrop rezultirao je znacajno ve¢im brojem listova (12,16) pri tretmanu s
FeNaEDTA. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu primijenjenih tretmana
(FeNaEDTA i
multiplikacija (Tablica 5.).

FeEDDHA) za promatrane parametre broj izdanaka i listova te

Tablica 5. Razlike izmedu tretmana (FeENaEDTA i FeEEDDHA) po kultivarima (Bluecrop,

Duke i Legacy) za parametre broj izdanaka, broj listova, duzina izdanaka (cm) i

multiplikacija.

Bluecrop Brojizdanaka  Broj listova  DuZina izdanaka  Multiplikacija
FeNaEDTA 2,12 12,164 1,76 2,72
FeEDDHA 2,40 9,248 1,71 3,13

F-test 0,86 12,63 0,11 0,73
p 0,3581 0,0009 0.7368 0,3982
Duke Broj izdanaka | Brojlistova | DuzZina izdanaka | Multiplikacija
FeNaEDTA 2,20% 9,994 1,89 3,044
FeEDDHA 1,048 6,428 1,71 0,928
F-test 73,66 23,41 0,76 35,11
P <,0001 <,0001 0,3885 <,0001
Legacy Broj izdanaka | Broj listova | DuZina izdanaka Multiplikacija
FeNaEDTA 6,76 10,654 1,748 8,24
FeEDDHA 6,96 9,128 2,024 8,36
F-test 0,09 20,50 18,52 0,03
p 0,7700 <,0001 <,0001 0,8593

*Vrijednosti razli¢ite slovne oznake statisti¢ki su znacajne: B razina p < 0,05

Kultivar Duke rezultirao je znacajno ve¢im brojem izdanaka (2,20), brojem listova (9,99) i
multiplikacijom (3,04) na tretmanu s FeNaEDTA. Nije zabiljeZena znacajna razlika

izmedu tretmana u duzini izdanaka (Tablica 5.).

Kultivar Legacy pri tretmanu s FeENaEDTA inicirao je znacajno veéi broj listova (10,65)
dok je duzina izdanaka bila znaCajno veca pri tretmanu s FEEDDHA (2,02). Nema

znacajne razlike izmedu tretmana u broju izdanaka i multiplikaciji (Tablica 5.)
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5. RASPRAVA

Svi tretmani nakon 30 dana kulture razvili su povoljnu biomasu za multiplikaciju (kraj
ciklusa) bez znakova kontaminacije. Poznato je da koeficijent multiplikacije biljaka u
kulturi in vitro ovisi o genotipu (Stoevska i sur., 1995.). Prema tablici 4. i grafikonu 1.
vidljiva je morfoloSka varijabilnost izmedu ispitivanih kultivara po pitanju produkcije
broja izdanaka, broja listova i multiplikacije (morfoloski pokazatelji). U naSem istrazivanju
kultivar Legacy imao je tendenciju stvaranja znacajno veceg broja izdanaka za razliku od
ostala dva kultivara, a rezultat tome je i dobivena velika stopa multiplikacije kod ovog
kultivara. Najmanji broj izdanaka, listova i multiplikacija dobivena je kod kultivara Duke
koji je i poznat po slabijem odgovoru u produkciji biljne mase in vitro. Jedino je duzina
izdanaka bila podjednaka kod svih kultivara. Sumarno, najbolji promatranih morfoloski
pokazatelji (broj izdanaka, broj listova i multiplikacija) zabiljezeni su na kultivaru Legacy,

zatim Bluecrop te najlosiji na kultivaru Duke (Grafikon 1., Slika 15.).

12 *k

10 *k
. "

4

2

, Hm I 1 Hm

Broj izdanaka Broj listova Duzina izdanaka Multiplikacija

m Bluecrop mDuke mLegacy

Grafikon 1. Razlike izmedu kultivara po promatranim morfolo§kim parametrima

Slika 15. Varijabilnost kultivara: a. Legacy, b. Bluecrop, c. Duke (Izvor: Pordi¢, 2020.)

Anorganske mineralne komponente glavni su sastojci medija za kulturu biljnog tkiva te
imaju vrlo vaznu ulogu u rastu i razvoju in vitro biljaka (Murashige i Skoog, 1962.). Jedna
od najvaznijih komponenti hranjivog medija je Zeljezo (Fe). Njegova uloga je izuzetno
vazna u biosintezi klorofila, a nedostatak Zeljeza snazno ogranicava rast biljaka i uzrokuje
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Klorozu (Guerinot, 2001.). Takoder, Zeljezo mijenja strukturu kloroplasta te utjeCe na
ucinkovitost fotosinteze. Mnogi istrazivaci iznose pozitivne rezultate i metode u supresiji
kloroze in vitro: dvostruka koli¢ina FeEDTA (Sobczykiewicz, 1984.), povecana
koncentracija FEEDTA za 50 % te supstitucija FEEDTA s FeEDDHA (Zawadzka i
Orlikowska, 2006. i 2009.).

Kultivar Bluecrop (Grafikon 2., Slika 16.) u naSem istraZivanju nije rezultirao znacajnom
razlikom izmedu primijenjenih tretmana (FeNaEDTA i FeEDDHA) u broj izdanaka,
duzina izdanaka i multiplikacija, ali je ipak multiplikacija i broj izdanaka bio nesto veéi pri
tretmanu s FEEDDHA. Jedino je broj listova na tretmanu s FeNaEDTA bio znacajno veéi u
odnosu na tretman s FEEDDHA §to je i logi¢no s obzirom da su izdanci bili malo duzi na

ovom tretmanu.
Bluecrop

Multiplikacija NG
Duzina izdanaka [N
Broj listova | e —
Broj izdanaka |

0 2 4 6 8 10 12 14
mFeEDDHA mFeNaEDTA

Grafikon 2. Razlike izmedu tretmana (FeNaEDTA i FeEEDDHA) - kultivar Bluecrop

Slika 16. Produkcija biomase: a. FeEEDDHA i b. FeNaEDTA — kultivar Bluecrop
(Izvor: Pordi¢ i Bosnjak, 2020.)
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Kultivar Duke (Grafikon 3., Slika 17.) razvio je znacajno veci broj izdanaka, broj listova i
multiplikaciju na tretmanu koji je sadrzavao zeljezo u obliku FeNaEDTA, Duzina izdanaka
je bila podjednaka na oba tretmana. Dobiveni rezultati ne ukazuju na ucinkovitost kelatnog
oblika FeEDDHA kod ovog kultivara $to nije u suglasnosti s navodima Clapa i sur., 2008.
Daljnja istrazivanja usmjeriti na odredivanje optimalne koncentracije kelatnog oblika

zeljeza FEEDDHA potrebnog za uspjesnu mikroporpagaciju ovog kultivara.

Duke

Multiplikacija [ — =
Duzina izdanaka |G
Broj listova | e —
Broj izdanaka | **
0 2 4 6 8 10 12
mFeEDDHA m®mFeNaEDTA

Grafikon 3. Razlike izmedu tretmana (FeNaEDTA i FeEEDDHA) - kultivar Duke

Slika 17. Produkcija biomase: a. FEEDDHA i b. FeNaEDTA — kultivar Duke
(Izvor: Dordi¢ i Bosnjak, 2020.)
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Kultivar Legacy (Grafikon 4., Slika 18.) razvio je znacajno duze izdanke na tretmanu s
FeEDDHA. Takoder, multiplikacija i broj izdanaka bio je nesto ve¢i u odnosu na tretman

s FeNaEDTA. Jedino je broj listova bio znacajno veci kod tretmana s FeNaEDTA.
Legacy
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Duzina izdanaka [ *
Broj listova | ey
g
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N
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10 12
mFeEDDHA m®mFeNaEDTA

Grafikon 4. Razlike izmedu tretmana (FeNaEDTA i FeEEDDHA) - kultivar Legacy

Slika 18. Produkcija biomase: a. FeEEDDHA i b. FeNaEDTA — kultivar Legacy
(Izvor: Pordi¢ i Bosnjak, 2020.)
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Prema Shibli i sur., (2002.) visoka stabilnosti FEEDDHA Zeljeznog kelata omogucuje
postojanost i odrzavanje konstantne pocetne ionske ravnoteze u mediju. U¢inkovitost ovog
oblika potvrdena je i na drugim kulturama: Juglans regia L. (Licea-Moreno i sur., 2015.),
Corylus avellana L. (Silvestri i sur., 2020.), Rubus idaeus L. (Zawadzka i Orlikowska,
2006. i 2009.).

Pretpostavljamo da je u nasem istrazivanju koncentracija dodanog kelatnog oblika zeljeza
FeEDDHA (100 mg/l) u hranjivi medij bila neoptimalna, odnosno ispod ili iznad idealne
koncentracije te je kod kultivara Bluecrop i Legacy doslo do malog (ne znaajnog)

poboljsanja u multiplikaciji, duzini i1 broju izdanaka.

Buduca istrazivanja potrebno je usmjeriti na odredivanje optimalnijih koncentracija kelata

zeljeza FEEDDHA za svaki kultivar.
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6. ZAKLJUCAK

Razmnozavanje borovnice kulturom tkiva in vitro — mikropropagacijom nema alternativu u
masovnoj klonskoj reprodukciji biljnog materijala. Jedna od najvaznijih komponenti
hranjive podloge je Zeljezo (Fe) koje sudjeluje u mnogim procesima u biljci. Cilj ovog
istrazivanja (diplomskog rada) usmjeren je na ispitivanje utjecaja modifikacije hranjivog
medija primjenom kelatiziraju¢ih spjeva Zeljeza na rast 1 razvoj (morfoloSke parametre)

borovnice (Vaccinium corymbossum L.) in vitro.

Na osnovu dobivenih rezultata zaklju¢ujemo sljedece:

e Svi tretmani (eksplantati) uspjesno su prosli kroz cijeli proizvodni ciklus
(multiplikacija) in vitro bez znakova kontaminacije.

¢ Biljke su dostigle odgovarajucu vegetativnu masu (biomasu) neophodnu za daljnju
multiplikaciju nakon 30 dana.

e Utvrdene su znacajne razlike izmedu kultivara (Bluecrop, Duke i Legacy) u broju
izdanaka, broju listova i multiplikaciji, jedino u duzini izdanaka nije bilo razlike.

e Najbolji morfoloski pokazatelji (broj izdanaka, broj listova i multiplikacija)
zabiljezeni su na kultivaru Legacy, zatim Bluecrop te najlosiji na kultivaru Duke.

e Razlika izmedu primijenjenih tretmana (FeNaEDTA i FEEDDHA) bila je znacajna
samo u broju listova, odnosno znacajno veci broj listova zabiljezen je na tretmanu
koji je ukljucivao aplikaciju kelatnog oblika zeljeza FeNaEDTA.

e Nije utvrdena znacajna razlika izmedu primijenjenih tretmana na broj izdanaka,
duzinu izdanaka i multiplikaciju.

e Pretpostavljamo da je u naSem istrazivanju koncentracija dodanog kelatnog oblika
zeljeza FeEEDDHA (100 mg/l) u hranjivi medij bila neoptimalna, odnosno ispod ili
iznad idealne koncentracije te je kod kultivara Bluecrop i Legacy doslo do malog
(ne zna€ajnog) poboljSanja u multiplikaciji, duzini i broju izdanaka.

e Buduca istrazivanja potrebno je usmjeriti na odredivanje optimalnijih koncentracija

kelata Zeljeza FEEDDHA za svaki kultivar.
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8. SAZETAK

Razmnozavanje borovnice kulturom tkiva in vitro — mikropropagacijom nema alternativu u
masovnoj klonskoj reprodukciji biljnog materijala. Jedna od najvaznijih komponenti
hranjive podloge je Zeljezo (Fe) koje sudjeluje u mnogim procesima u biljci. Pri Fakultetu
agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS, Hrvatska) provedeno je istrazivanje s ciljem
ispitivanja utjecaja modifikacije hranjivog medija primjenom kelatiziraju¢ih spojeva
7eljeza na rast i razvoj (morfoloske parametre) 3 kultivara borovnice (Vaccinium
corymbossum L.) in vitro. Tretmani su ukljuéivali aplikaciju dva kelatna oblika Zeljeza
(FeNaEDTA 1 FeEDDHA). Nakon 30 dana kultivacije izvrSena je analiza morfoloSkih
pokazatelja te evaluacija uspjeSnosti multiplikacije. Utvrdene su znacajne razlike izmedu
ispitivanih kultivara borovnice u broju izdanaka, broju listova i multiplikaciji. Najbolji
rezultati prac¢eni kroz morfoloske pokazatelje (broj izdanaka, broj listova i multiplikacija)
zabiljezeni su na kultivaru Legacy, zatim Bluecrop te najlosiji na kultivaru Duke. Razlika
izmedu primjenjenih tretmana (FeNaEDTA i FeEEDDHA) bila je znacajna samo u broju
listova. Nije utvrdena znaCajna razlika izmedu primjenjenih tretmana na broj izdanaka,
duzinu izdanaka 1 multiplikaciju. Pretpostavljamo da je koncentracija dodanog kelatnog
oblika Zeljeza FeEEDDHA u hranjivi medij bila neoptimalna odnosno ispod ili iznad idealne
koncentracije te je kod ispitivanih kultivara doslo tek do malog (ne znacajnog) poboljsanja
u multiplikaciji, duZini i broju izdanaka. Buduca istrazivanja potrebno je usmjeriti na

odredivanje optimalnijih koncentracija kelata Zeljeza FeEEDDHA za svaki kultivar.

Kljuéne rije¢i: borovnica, mikropropagacija, FeNaEDTA, FeEEDDHA

33



9. SUMMARY

Blueberry propagation by tissue culture in vitro (micropropagation) has no alternative in
mass clonal reproduction of plant material. One of the most important components of a
nutrient medium is iron (Fe) which participates in many processes in the plant. At the
Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek (FAZOS, Croatia), a study was conducted to
examine the effect of nutrient media modification using chelating iron compounds on
growth and development (morphological parameters) of tree blueberry cultivars
(Vaccinium corymbossum L.) in vitro. Treatments included the application of two chelated
forms of iron (FeNaEDTA and FeEDDHA). After 30 days of cultivation, the analysis of
morphological parameters and the evaluation of the multiplication rate performed.
Significant differences found between the examined blueberry cultivars in the number of
shoots, the number of leaves and multiplication. The best results in morphological
parameter (number of shoots, leaf number and multiplication rate) was recorded on cultivar
Legacy, then Bluecrop and worst on the cultivar Duke. The difference between the applied
treatments (FeNaEDTA and FeEEDDHA) was significant only in the number of leaves. No
significant difference was found between the applied treatments on the number of shoots,
length of shoots and multiplication rate. We assume that the concentration of added
chelated form of iron FEEDDHA in the nutrient medium was suboptimal, ie below or
above the ideal concentration. Consequently, in the examined cultivars there was only a
small (not significant) improvement in multiplication, length and number of shoots. Future
research should be focused on determining more optimal concentrations of FeEEDDHA iron

chelates for each cultivar.

Key words: Blueberry, Micropropagation, FeNaEDTA, FeEEDDHA
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