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1. UvOD

Borovnica (Vaccinium corymbossum L.) predstavlja relativno novu intenzivnu voénu
kulturu u RH. Uslijed mjera ruralnog razvoja i poticanja od strane EU i RH zabiljezeno je

povecanje broja proizvodaca, a time i povrSina pod borovnicom.

Slijedom navedenog pojavio se i povecani interes U domaéim rasadnicima za ovom
kulturom. Intenzivna rasadnicarska proizvodnja borovnice u RH ne postoji te je ona
uglavnom bazirana na uvozu deklariranog sadnog materijala iz renomiranih rasadnika
susjednih drzava ¢lanica EU (Italija, Francuska, Madarska, itd.). Moderna rasadnicarska
praksa razvijenih ¢lanica Europske unije u proizvodnji sadnog materijala, temelji se dijelom
ili u potpunosti na uporabi suvremenih biotehnoloskih metoda (mikropropagacija, kultura
tkiva in vitro). Nije poznato koliko se sadnog materijala u RH proizvede in vitro tehnikom,
a zastupljenost takvih ustanova, odnosno akreditiranih laboratorija u nasoj zemlji je vrlo

mala.

Mikropropagacija osigurava dobivanje visokokvalitetnog i fitosanitarno ispravnog sadnog
materijala u kratkom vremenskom intervalu dok se proizvodnja odvija u kontroliranim i
asepti¢nim uvjetima. Podizanje razine tehnoloskih procesa uvodenjem navedene tehnologije
u rasadnicarsku praksu nase zemlje namece se kao imperativ koji je potrebno ostvariti u

suradnji s domaéim znanstvenim institucijama.

Konvencionalni in vitro model mikropropagacije limitiran je uporabom c¢vrstih ili
poluc¢vrstih medija, odnosno agara koji poskupljuje proizvodnju u odnosu na suvremeni
imerzni sustav (bioreaktori). Imerzni sustav bioreaktora koristi teku¢i hranjivi medij kojeg
je moguce mijenjati u svakom trenutku. Sustav ima Sirok raspon proizvodnje razliitog
biljnog materijala, biomase, sekundarnih metabolita, potpuno je automatiziran te vrlo brz i

efikasan.

Istrazivanje o mogucnosti mikropropagacije borovnice (Vaccinium corymbossum L.) u
teku¢em imerznom sustavu provedeno je na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku,
Katedra za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (in vitro laboratorij za vocarstvo). Ispitivan
je utjecaja odredenih koncentracija citokinina zeatina na uspjesnost mikropropagacije dva

privredno znacajna kultivara borovnice Duke i Legacy.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Borovnica — znacaj i upotreba

Borovnica pripada medu rijetke vrste voca o ¢ijem se podrijetlu i osobinama ne zna bas
puno. One ne potjecu, kako se obi¢no misli, od domac¢ih Sumskih borovnica ve¢ su iz
Amerike uvezene u Europu. Plodovi borovnice su plavi, krupni, aromati¢ni, neusporediva
okusa, a uz to jako su zdravi jer njihovi brojni sastojci pomazu pri ublazavanju

svakodnevnog stresa.

Zbog potrebe za posebnom vrstom tla uzgoj borovnica uglavnom je ogranicen na kisela,
manje hranjiva Sumska i livadska tla. Posljednjih godina se ulazu napori kako bi se razvile
nove sorte i tehnike uzgoja i time omogucilo kultiviranje borovnica na zapuStenim
oranicama. Na taj nacin bi se osigurala veéa povrSina za uzgoj te tako udovoljilo rastu¢im
potrebama trziSta. Svaki proizvodac trebao bi teziti proSirivanju ponude ove zanimljive vrste
voc¢a. Borovnice mogu posti¢i vrlo dobru cijenu, te mogu konkurirati drugim voénim

vrstama.

Rijetke su biljke s toliko korisnih svojstava kao Sto su to borovnice. Predmet su zanimanja

za amaterski, ali i profesionalni uzgoj te proizvodnju najrazlicitijih proizvoda.

Drevno americko voce, koriSteno kao prirodni lijek, danas se nudi trziStu u razli¢itim
oblicima: kao organski stopostotni sok s eko certifikatom, sastojak multivitaminskih
napitaka, osnovica za sirupe i sokove, tablete protiv infekcija, Sumece tablete, energetske
ploCice od raznovrsnih Zitarica obogacenih borovnicama, kolaca, bombona, ¢okolade s
borovnicom, meda s dodatkom ovih plodova za podizanje energije i jaanje imuniteta, vina

divlja¢ ili druga jela, ali 1 mnogih drugih proizvoda.

No iznad svega su njihove ljekovite osobine. Zbog velikog sadrzaja vitamina C 1 raznovrsnih
minerala, podiZzu imunitet, korisne su za probavni sustav, pravilno funkcioniranje bubrega i
jetre, sniZzenje Secera u krvi, kolesterola. Pomazu kod stresa, iscrpljenosti, odrzavaju

vitalnost 1 smatraju se najzdravijim vo¢em sa vrlo Sirokom primjenom.

Stoga je posve razumljivo da su se borovnice odavno u Sjevernoj Americi pocele uzgajati, a
u posljednje vrijeme ovaj uzgoj je sve trazeniji i u Europi. Hrvatska takoder ne zaostaje,
borovnica je naSla poklonike koji ju uzgajaju u obliku atraktivne loncanice na balkonu,

ukrasnog grma u vrtu, ali i unosnih plantaza, odnosno profesionalne proizvodnje.



2.2. Poceci i razvoj uzgoja borovnice

Povijest uzgoja borovnica zapocela je krajem 19. stoljeca, kada su sjevernoamericki farmeri
u saveznoj drzavi Indiana presadili mladice Vaccinium corymbosum. Nesto kasnije zasadene
su sadnice u juznim ameri¢kim zemljama (Florida), no ovdje se radilo o vrsti Vaccinium
ashei, tzv. Rabbitteye Blueberry (borovnica ,,ze¢je oko*) koja voli neSto toplije uvjete.
Pocetak planskog uzgoja vezan je za botanicara Frederica V. Coville koji je 1906. pokrenuo
sveobuhvatne programe selekcije. Sadnjom vrsta koje daju dobar urod krupnih plodova
povrsina zasadena borovnicama brzo se Sirila, poglavito u ameri¢kim drzavama u kojima se

i inace uzgaja voce. Trenutno oko 88 % svjetske proizvodnje potjece iz Amerike (Slika 1.).

250000

200000
150000
100000
S0000
0 1 1

Tone

I HE B = = =
o NP O  ® > P, T I
F & ¢ O & W > S P
5 & S O & & & &
* & F ¥ ¢ & ¢
R A ¢

Slika 1. Top 10 proizvodaca borovnice u svijetu (Izvor: FAOSTAT)

Prvi uzgoj presadnica za potrebe vocarstva u Europi zapoc¢eo je 1923. godine i to u
Nizozemskoj. Borovnica je bila u Europi poznata kao ukrasni grm, poglavito zbog

intenzivne crvene boje lis¢a u jesen.

U Njemackoj, Wilhelm Heermann tridesetih godina proslog stoljeca uzgaja hibride koje je
dobio krizanjem Vaccinium corymbosum i Vaccinium lamarckii. Time je dobio dvije

razli¢ite populacije grmova koje je svrstao u Corymbosum, tip visokog rasta i
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Pennsylvanicum, tip niskog rasta. Prva skupina oznacena je kao plavobijeli zlatni grozdovi,
dok su vrste nizeg rasta jako slatkih plodova poznate po nazivu plavobijeli slatki grozdovi.

Od tih vrsta kasnije su se razvile sorte ,,plavobijeli zlatni grozd 71 1,,rekord*.

Godinama su se povecavale povrSine borovnica, od Njemacke, Poljske, Kanade, Amerike i
Cilea. Posebno je zanimljiv uzgoj u Juznoj Americi zbog toga §to se tamo voce proizvodi i
izvan sezone $to jamci opskrbu borovnicama cijele godine. U Australiji i Novom Zelandu
takoder postoje veliki nasadi. PovrSine na kojima se uzgajaju borovnice u tim zemljama
kre¢u se oko 1000 ha. U Rusiji 1 baltickim zemljama pretezno se uzgaja, odnosno bere vrsta
Vaccinium oxyccoccus. U jugozapadnoj Norveskoj uspijevaju sorte borovnica kod kojih
period sazrijevanja ne traje tako dugo. U manjem opsegu borovnice se uzgajaju i u
Nizozemskoj, Francuskoj, Italiji i Japanu. Kod gotovo svih Europskih zemalja postoji
inicijativa uzgoja borovnica, a pokuSaja uzgoja bilo je ¢ak i u Saudijskoj Arabiji, gdje

vladaju ekstremni klimatski uvjeti.

Tesko je re¢i kolika je svjetska godi$nja proizvodnja zbog puno razli€itih vrsta koje ulaze u
zajednicku statistiku, uz to dobar dio berbe potjece iz Suma. Procjene kazu da se godi$nje u

svijetu pobere oko 300 000 do 400 000 tona (Slika 2.).

Slika 2. Kretanje svjetske proizvodnje borovnice 1961. — 2018. (Izvor: FAOSTAT)



Prema zadnjim podacima u Hrvatskoj povrsine koje su pod borovnicom iznose 88,6 ha. Od
sortimenta se koristi Bluecrop, Duke i Patriot. Iz tih podataka zakljucuje se kako je
proizvodnja borovnice u Hrvatskoj slaba i mizerna iako imamo povoljne uvjete i tlo koje
stoji neiskoriSteno. RjeSenje o unaprjedenju proizvodnje je poticanje podizanja novih
plantaza, educiranje stanovnika s najnovijim dostignuéima u uzgoju te uvodenje novih
trzisno perspektivnih sorti. Samoniklo najvise raste u Gorskom kotaru i na Velebitu, a moze
se naci 1 na Medvednici, Ivanscici, Strahinj$¢ici, Samoborskom gorju, Zumberku, Lickoj

Pljesivici, Papuku i Psunju. (Duralija i sur., 2014.; Purgar Dujmovi¢ i sur., 2015.)

2.3. Rast i razvoj borovnice — morfoloske karakteristike i fiziologija

Dok neke Vaccinium vrste razvijaju metrima visoke grmove, neke rastu dosta nisko, tek
nekoliko centimetara od tla. U rod Vaccinium ubrajamo sve vrste bobicastih plodova veli¢ine

do 3 cm i s rasponom boje od svijetlocrvene do tamnoplave.

Uzgojne borovnice imaju otporne grmove koji mogu narasti u visinu i do nekoliko metara
pri ¢emu habitus rasta varira od biljke do biljke (Slika 3.). Neke rastu strogo ravno, druge
idu viSe u Sirinu 1 izbocenije su. Drvo izbojka je tvrdo i lako lomljivo, a njegova veca ili
manja razgranatost ovisi o sorti. Godisnji rast, a time i prinos opada sa staros¢u biljke jer se
cvjetovi osobito razvijaju na vrhovima izbojaka. Tijekom vegetacijskog perioda iz grmne

osnove izbijaju novi izboji koji sluze za pomladivanje grma.

Slika 3. Grm borovnice (Foto: Luksi¢, 2020.)



Korijenje grma borovnice je dosta plitko. Korijeni su vlaknasti, prili€no tanki i jako
razgranati (Slika 4.). Nemaju korijenovih dlacica koje kod drugih biljnih vrsta imaju veliko
znacenje pri uzimanju vode 1 hranjivih tvari iz tla. Rast korijena najsnaznije se odvija na
temperaturi izmedu 14 i 18 °C, a ispod 8 °C znatno usporava. Jednako kao i kod ostalih
drvenastih biljaka i kod borovnice dvaput dolazi do intenzivnog rasta korijena. U naSim
klimatskim uvjetima to je pocetkom lipnja te u rujnu kratko prije, odnosno nakon glavnog
rasta izbojaka. Korijenje nije posebno ucinkovito pri uzimanju vode tako da grm ne moze

dobiti dovoljno vlage Sto usporava njegov rast.

Slika 4. Korijenov sustav borovnice (lIzvor: https://eorganic.org/)

Lisce je na izbojku naizmjeni¢no rasporedeno (Slika 5.). Duguljastog je i zasiljenog oblika,
rubovi su kod veéine sorta ravni, tek kod ponekih lagano nazubljeni. Veli¢ina listova varira
—dok listovi na sporednim izbojcima uglavnom nisu dulji od 5 do 6 cm, na snaznijoj, glavnoj
mladici mogu biti dulji od 10 cm. Tezina jednog lista krece se izmedu 0,4 1 0,5 g. Listovi su
s obje strane tamnozeleni i goli premda se na nervaturi nesto svjetlije unutarnje strane
pokazuju dlacice. Na unutarnjoj strani lista nalaze se puci, koje po svojoj gusto¢i od 500 do
600 na mm kvadratne povrsine jednog lista odgovaraju lis¢u jabuke ili drugih voc¢aka. Na
grmu borovnice listovi su najrazvijeniji sredinom lipnja. Imaju slab vodeni potencijal $to

upucuje, zajedno sa slabom uc¢inkovitosti korijena, da grm borovnice ne podnosi tako dobro
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suSne periode te da zahtijeva ujednacenu vlaznost tla. Prije no $to u kasnu jesen listovi
opadnu, dobiju svijetlo crvenu boju §to tim grmovima daje visoku ukrasnu vrijednost. Na
osnovu njihova razli¢ita genetskog podrijetla 1 rast pojedinih sorta borovnica dosta je
raznolik. Npr. rast sorte Nui srednjeg je intenziteta, dok grmovi sorte Spartan rastu znatno

brze.

Slika 5. Listovi borovnice (Izvor: https://extension.unh.edu/)

Cvjetovi se poc€inju razvijati jo§ u prethodnoj godini. Kod nas se taj period proteze od kraja
srpnja pa do pocetka rujna. Tijekom jesenskih mjeseci rastu i diferenciraju se cvjetni pupovi
tako da su na zimu ve¢ skoro potpuno razvijeni. Za razliku od kostunji¢avog voca, indukcija
cvjetanja i period sazrijevanja kod borovnica ne dogadaju se u isto vrijeme. Tijekom

indukecije plodovi su ve¢ obrani, a vegetativni rast popusta.
Cvjetni pupovi javljaju se pretezito na vrhovima izbojaka, a manjem broju na njihovim
osnovama. Borovnica najprije cvate na sporednim izbojcima prvog reda. Cvjetni pupovi

mogu se lako prepoznati jer su obliji 1 jace razvijeni od malih, zaSiljenih lisnih pupova.



Jedan cvjetni pup daje i do 12 pojedinacnih cvjetova koji se razvijaju u cvat u obliku gronje
(Slika 6.). Neke sorte daju vise takvih cvatova iz samo jednog pupa. Poseban cvat, koji
izdvaja po tomu $to mu donji cvjetovi imaju dulje stapke od gornjih zbog ¢ega i nastaje oblik
gronje, botanicki se naziva Corymbus. Nalazimo ga i u stru¢nom nazivu za vrstu Vaccinium

corymbosum.

Slika 6. Cvat borovnice (lzvor: https://garden.org/)

U srednjoeuropskim klimatskim uvjetima uzgojne borovnice cvatu relativno kasno, glavno
cvjetanje je tijekom prva dva tjedna u svibnju. Na temelju razlika u sorti cvjetanje se ovisno

o vremenskim uvjetima odvija u periodu od Cetiri tjedna.

Cvjetni pupovi na vrhovima izbojaka otvaraju se prvi; isto tako tijekom jedne cvatnje
cvjetaju prvo gornji pa zatim bazalni cvjetovi. Cvjetna stapka dugo oko 20 mm sastoji se od
pet medusobno sraslih cvjetnih latica koje su najcesSce blago zuckastobijele ili ruzicaste boje.
Plodnica je okruZen zelenim listi¢ima koji se jo§ uvijek mogu vidjeti kao male kvrge i na
plodu tijekom njegova sazrijevanja. Plodnica ima desetke sjemenih zametaka, a svaki cvijet
bi ih trebao imati do 80.



Sorte koje pripadaju skupini visokogrmolike borovnice (Highbush Blueberry) same se
oploduju. Jednako kao 1 kod drugih vrsta vocéa stranooplodnja djeluje pozitivno na veli¢inu
bobica. Eksperimentima je dokazano da se kod stranooplodnje, u usporedbi sa
samooplodnjom, udio krupnijih plodova povecava, a vrijeme sazrijevanja znatno skracuje.
Raniji kvalitativno visok prinos moze za uzgajivace imati dosta prednosti. Prema americkim
istrazivanjima stranooplodnja koja rezultira ranijim sazrijevanjem i povecanjem ploda, u
konacnici donosi i veéi prihod. Za dobar urod od velikog je znaCenja Sto potpunija oplodnja
svih sjemenih zametaka. Za opraSivanje su odgovorni insekti, najvise pcele medarice, ali 1

divlje pcele i bumbari koji takoder prenose polen.

Oprasivanje vjetrom jedva da ima ikakvu ulogu. Sto je vise sjemenih zametaka oplodeno,

tim brze raste plod, a to ujedno znaci i da ¢e biti krupniji.

Koli¢ina plodnih zametaka dosta varira. U najboljem sluc¢aju zametne se do 80 % plodova,
no prosjecno je to ipak nesto manje, oko 50 % do 70 %. Medutim ako se onemoguci pristup
pcelama, npr. postavljanjem mreza preko grmova, zametanje ploda smanjuje se za 20 %.
Dolazi do znac¢ajnog pada prinosa. Stoga se preporuca postavljanje do pet koSnica s pelama
na jedan hektar povrsine. U nekim pokuSajima dobri su rezultati postignuti i sa bumbarima.
Bumbari imaju prednost zbog moguénosti leta na nizim temperaturama nego pcele, a njihovo
dulje rilo omoguéuje im da dospiju do nektara na dnu cvijeta, za razliku od pcela koje cvijet

¢vrsto otvaraju sa strane da bi dosle do nektara, ali bez dodirivanja polena.

Ne mora uvijek manje sjemena na plodu za posljedicu imati i njegovu manju tezinu, jer zbog
slabije oplodnje koje za posljedicu ima manji broj bobica na grmu one mogu biti krupnije.
Povremeno se mogu naci i plodovi bez sjemena $to upucuje na partenokarpni nastanak. Kod

njih se nije dogodila oplodnja sjemenih zametaka.

Botanicki gledano borovnice su prave bobice jer su potpuno, s iznimkom sjemenki, mesna,
te bez drvenastih vlakana. Rast i sazrijevanje ploda proteZu se, ovisno o sorti i vremenskim
prilikama, na period izmedu 8 i 16 tjedana. Pri tome plodovi prolaze kroz tri razvojne faze.
Nakon oplodnje mladi plodovi brzo dobiju na veli€¢ini ¢emu najvise pridonosi dioba stanica
u tkivu ploda. Ova faza traje oko Cetiri tjedna. Premda se €ini da je rast prestao jer plod vise
ne dobiva na teZini i1 veli€ini, to nije tako jer u unutraSnjosti se prikupljaju rezervne tvari za
sjeme, odnosno embrije. Kona¢no plod opet dobiva na veliCini, ali se broj stanica vise ne
povecava. Stanice sada uzimaju viSe vode i na taj nacin se Sire. Pri kraju ove faze boja na

kori prelazi sa zelene na blijedozelenu, pa ljubicastu i na kraju plavu. Istodobno se mijenjaju



1 vrijednosti sastojaka: Seceri se formiraju, odnosno pohranjuju, a suprotno tome kiseline se
razgraduju. Tipi¢ne aromati¢ne tvari koje su odgovorne za okus nastaju tek na kraju faze

sazrijevanja (Slika 7.).

Slika 7. Sazrijevanje bobica borovnice - faze (Izvor: Spinardi i sur., 2019.)

Bjelkasti sloj na plodu nastaje zajedno s promjenom boje od zelene preko ljubicaste pa do
plave. Ova presvlaka izazvana je mikroskopski malim Cesticama voska, koje nastaju u kori
ploda, a potom izbijaju na povrSinu. Za plod ovaj sloj voska ima visestruku zastitnu ulogu:
reflektiraju¢i suncevu svjetlost ¢uva tkivo ploda od prevelikog zagrijavanja, sprjecava vece

gubitke vode i §to je neobi¢no vazno, stiti ga od prodiranja mikrobnih uzro¢nika bolesti. Kisa
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se na sloju voska skuplja u kapljice zbog €ega se plod brzo susi i na taj nacin smanjuje se

opasnost od razvoja gljiviénih zaraza (Ebert, 2008.).

Slika 8. Stadij sazrijevanja borovnice (Izvor: Ebert, 2008.)

STADIJ STADIJ
SAZRIJEVANJA SAZRIJEVANJA STANJE PLODA

(engleski) (hrvatski)

IG - immature green nezrelozeleno potpuno zelen i tvrd

MG - mature green zrelozeleno svijetlozelen do bijel, meksi

GP - green pink zelenoruzicasto Caska ruziCaste boje

BP - blue pink plavoruzicasto javlja se plava boja, stapka ruzicasta

B - blue plavo plav, ruziasti prsten na stapki

R - ripe zrelo potpuno plav

Za naSu ishranu i okus vosak ne igra nikakvu ulogu. Ipak pazi se na to da ga se tijekom berbe
ne odstrani, jer svjetloplavi plodovi izgledaju privla¢nije, a to je ujedno i znak da se s tim
borovnicama pazljivo postupalo. Mjerenja volumena ili tezine svjezeg ploda kroz tri faze
daju naslutiti da se rast zaustavlja kada je plod u srednjoj razvojnoj fazi. Najnovija
istrazivanja, izvodena svakodnevnim uzimanjem i mjerenjem suhe tvari uzorka, upucuju na
to da se rast odvija kontinuirano te da dosta ovisi 0 vanjskim uvjetima. 1z toga se moze vidjeti
treba li u odredenom trenutku tijekom sazrijevanja ploda posvetiti vec¢u paznju opskrbi grma
vodom 1 hranjivim tvarima. To ¢e svakako pridonijeti boljem prinosu koli¢inski, a i

kvalitativno.

Plodovi borovnice ne sazrijevaju na istom grmu istodobno. Sazrijevanje ploda vise ovisi 0
oplodnji nego o cvjetanju, a prema americkim istrazivanjima trajanje sazrijevanja naroCito
ovisi o broju razvijenog sjemenu. Sto je vie funkcijski sposobnog sjemena sadrzano u
jednom plodu, tim je kraci period njegova razvoja. To je potvrdeno i metodom promatranja
koja ukazuje da manje bobice ¢esto sazriju kasnije od velikih i tu se pokazuje vaznost

oplodnje, odnosno insekata koji prenose pelud.

Od berbe do berbe smanjuje se i veli¢ina ploda. U prvoj berbi plodovi su najveci, u drugoj
berbi se veli¢ina ploda smanjuje na 90 %, u trecoj na 85 %, a u zadnjoj na 70 %. To je
utvrdeno nakon jednomjesecne berbe grma Bluecrop sorte. Sazrijevanje plodova podijeljeno

je prema ameri¢koj shemi, na Sest faza koje se razlikuju po vanjskoj boji ploda (Slika 8.).
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Borovnice su, sli¢no kao i jabuke, klimakterijsko voce koje tijekom svoga razvoja dva puta
prolazi kroz fazu disanja. Jednom pocetkom dobivanja plave boje i prijelaza iz stadija GP
(green pink) u BP (blue pink), a drugi put tijekom stadija R (ripe), kada je voce vec zrelo.
Pojedine sorte imaju dosta razli¢ito vrijeme i intenzitet klimakterijskog disanja. U fazama
snaznije respiracije dolazi do visokih gubitaka vode putem transpiracije §to moZe puno
nastetiti kvaliteti ploda. Kroz etilen, odnosno predetilen (ACC) sazrijevanje se moze ubrzati,

a period berbe skratiti.

Tijekom promjene boje dolazi do brze razgradnje Secera koji pretezito potjecu direktno od
asimilacijskih listova. Istodobno se razgraduje i limunska kiselina koja je dominirajuca
vocna kiselina. Procesi se odvijaju posebno intenzivno kada plodovi poprime plavu boju $to
je itekako vazno za dojam okusa. Na svakih 0,1 % razgradene kiseline poveéava se slatkoca
za 1 %, a upravo ta ¢injenica je konzumentima posebno vazna. Tako na primjer razgradnja
kiseline s 1,2 % na 0,6 % odgovara povecanju udjela Sec¢era na 6 %. Usporedno s dobivanjem
plave boje plodovi postaju meksi. Do te su toc¢ke ostvarili oko 70 % svoje tezine (Ebert,

2008.)

2.4. Mikropropagacija borovnice in vitro

Borovnica se vegetativno razmnoZzava na vi$e nacina. lako se ti na¢ini razmnozavanja ¢esto
koriste njih prate razni problemi i nedostaci. U zadnje vrijeme svjedo¢imo ekspanziji
proizvodnje sadnog materijala tehnikom mikropropagacije, kao i znanjem iz tog podrucja.
Razlog tome je znatno brza proizvodnja i uspjeSnost stvaranja sadnog materijala (Jelaska,
1994.).

Mikropropagacija je tehnika brzog vegetativnog razmnozavanja biljaka u asepti¢énim
uvjetima na umjetnoj hranjivoj podlozi pod kontroliranim uvjetima rasta u staklu (in vitro).
Godisnje se ovom tehnikom moze dobiti 10* do 10® sadnica od jedne mati¢ne biljke.
Isplativost same proizvodnje sadnog materijala mikropropagacijom pokazuje i porast novih
laboratorija za tu vrstu proizvodnje kao i njihov kapacitet. U Nizozemskoj se podizu
laboratoriji s kapacitetom od 5 milijuna sadnica. U toj zemlji vecina proizvodnje odnosi se
na sadnice cvijeca, dok je vodeca zemlja po proizvodnji voénih sadnica mikropropagacijom

Skotska (Pavlina, 1994.).

Prema istrazivanju (Pierik, 1991.) u zapadnoj Europi je glavni proizvoda¢ in vitro sadnica

Nizozemska na koju otpada 27 % sveukupne proizvodnje. Od sadnog materijala najvise se
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mikropropagacijom dobivaju lon¢anice koje zauzimaju 92 % proizvodnje, a na sitno voce

kojem pripada i borovnica otpada 9,35 %.

Pored spomenutih prednosti, proizvodnja sadnog materijala mikropropagacijom ima i niz
slabosti. Prilikom prelaska biljaka iz in vitro u in vivo uvjete stvaraju se brojni problemi
poput veliko stvaranje boc¢nih izdanaka i grmolik izgled sadnica te vracanje juvenilnog
stadija dobivenih biljaka. U in vivo uvjetima razvijeno korijenje prestaje biti funkcionalno
te se gubi vrijeme na stvaranje novog korijenja koji se prilagoduje novom supstratu i
uvjetima. Na otvorenom biljke postaju osjetljivije na biljne bolesti i Stetnike $to iziskuje

znatno povecanje za$titnih mjera i poskupljuje proizvodnju (Jelaska, 1994.).

Za uspostavljanje kulture tkiva koriste se kako vr$ni tako 1 bo¢ni pupovi. Glavni parametar
biranja pupova za mikropropagaciju je njihova starost i razvoj (Brissette i sur., 1990.). Do
1980. u svijetu se ovom tehnikom proizvodilo milijun sadnica borovnice (Mohamed i sur.,
2018.). Pokazalo se da sadnice dobivene mikropropagacijom stvaraju Siri grm tj. imaju veéi
rodni volumen i prinos u usporedbi s klasi¢nim vegetativnim razmnozavanjem. Debnath
(2007.) iznosi ranije plodonosenje in vitro sadnica borovnice, a time i ranijeg vracanja
investicije i pocetka prihoda proizvodacu. Razmnozavanje borovnica mikropropagacijom je

znatno zahtjevnije ali pritom i mnogo efikasnije s obzirom na prinos (Morrison i sur., 2000.).

Pravi pocetak razmnozavanja Vaccinium vrsta kulturom tkiva poc¢inje 1978.-79. godine, a
istrazivaci koji su je proveli bili su Lyrene (1978.) te Cohen i Elliot (1979.). Tijekom
vremena istrazivaci su zaklju¢ili da su glavni problemi u mikropropagaciji borovnice utjecaj
raznih vrsta hormona i hranjivih podloga na efikasnost stvaranja izdanaka (Lyrene, 1980.;
Eccher i Noe, 1989..; Reed i Adbelnour-Esquivel, 1991.; Gonzalez i sur. , 2000.;
Ostrolucka i sur., 2002.; Tetsumura i sur,. 2008.; Jiang i sur., 2009.). Istrazivanjem Debnath
I McRae (2001.) je utvrdeno da je za borovnicu najpovoljniji medij koji sadrzi nisku
koncentraciju iona. Lloyd i McCown (1980.) su utvrdili da je za borovnicu najpovoljniji
WPM medij. Medij koji se sastojao od kombinacije WPM medija s 20 um zeatina te
Murashige i Skoog (1962.) MS medija u omjeru 1:1 se pokazao najboljim za izduZzivanje
izdanaka kod visokogrmolike borovnice (Tetsumura i sur., 2008.). Gonzalez i sur., (2000.)
iznose visoku multiplikaciju i izduzivanje izdanaka na WPM mediju s 25 uM N6-[2-
isopentenyl] adenin (2iP). AN medij je nakon WPM medija najéesc¢e koristen u
mikropropagaciji visokozbunaste borovnice (Gajdosova i sur., 2006.; Ostrolucka i sur.,
2002.; Ostrolucka i sur., 2007.).
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Prema Debnathu (2007.) mikropropagaciju borovnice mozemo obaviti metodom aksilarnog
pupanja ili regeneracijom adventivnih izdanaka. Na kraju obje metode slijede faze
ukorjenjivanja i aklimatizacije tj. prijenosa biljaka iz in vitro uvjeta u ex vitro tj. vanjske

uvjete.

Danas se kao pocetni materijal uzima dio stabljike koji sadrze vrsni 1 bo¢ni pup koji sluze
kao eksplantati. Najveci problem mikropropagacije borovnice je stvaranje velike koli¢ine
kalusa pri samoj bazi eksplantata, kao i stvaranje velikog broja adventivnih izbojaka
(Zimmerman i Broome, 1980.; Litwificzuk i Szczerba, 1998.). Sam proces razmnoZavanja
pocinje tijekom zime kada prikupljamo zrele reznice koje steriliziramo i skladiStimo na
mjesta s niskom temperaturom. Osim zrelih reznica koriste se i zelene reznice (Gonzalez i
sur., 2000.), eksplantati dobiveni iz sjemena (Lyrene 1980.) i dijelovi korijena (Barker i
Collins, 1963.). Sastav hranidbene podloge, vrste i koncentracije hormona prilagodavaju se
koristenim kultivarima. Klasi¢ni medij WPM kojeg su formulirali LIoyd i McCown (1980.)
se pokazao odlican za mikropropagaciju sorte Bluecrop (Wolfe i sur. 1983.). Za vrste
Vaccinium zeatin se pokazao idealan u inicijaciji i duzini izbojaka (Chandler i Draper, 1986.;
Eccher i No¢, 1989.; Reed i Abdelnour-Esquivel, 1991.; Gonzalez i sur., 2000.; Debnath,
2004.) i duzinu izbojaka. S druge strane Gonzalez i sur. (2000.) su dokazali da se mladice

visokoZbunaste borovnice najbolje multipliciraju primjenom hormona 2iP.

Da je proces proizvodnje sadnica borovnice mikropropagacijom gotov moze se re¢i tek kada
izdanke proizvedene in vitro premjestimo iz hranjive podloge na supstrat (indukcija
adventivnog korijenja in vitro ili ex vitro). Ukorjenjivanje se odvija u kiselom supstratu kao
Sto je mjesavina perlita i treseta (Gonzalez i sur., 2000.) ili mjeSavina treseta, vermikulita i
perlita u omjeru 4:2:1 bez predtretmana auksinom (Morison i sur., 2000.). Prema istrazivanju
Gonzalez i sur. (2000.) za ex vitro ukorjenjivanje sadnica borovnice predtretman auksinom
je nepotreban. Prilikom faze ukorjenjivanja ex vitro sadnica borovnice neophodno je
osigurati vrlo visoku relativnu vlaznost zraka od 95 % $to se postize ovlaziva¢ima zraka tzv.
misterima. Nakon toga se sadnice premjestaju na aklimatizaciju u zasticeni prostor (plastenik
ili staklenik) gdje je relativna vlaga zraka 85 %. Zimmerman (1987.) iznosi da ukorjenjivanje
izdanaka u ex vitro uvjetima smanjuje troSkove proizvodnje. Negativna strana ex vitro

ukorjenjivanja je u sporosti rizogeneze u odnosu na in vitro (Wolfe i sur., 1983.).
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2.4.1. Mikropropagacija borovnice u bioreaktorima

Mikropropagacija borovnice na ¢vrstom i polu¢vrstom mediju nije idealna za veliku
industrijsku proizvodnju (visoka cijena proizvodnje). S toga se u proizvodnju uvode
bioreaktori s teku¢om kulturom koji su potpuno automatizirani te su u mogucénosti rijesiti
odredene probleme koje prate konvencionalnu in vitro tehniku (Paek i sur., 2005.). Osim
toga uporaba bioreaktora omogucuje i dodatnu kontrolu fizikalnih i kemijskih ¢imbenika
kao §to su sadrzaj CO», jacina svjetla i izmjenu zraka (ventilaciju). Sve to znatno utjece na
bolji razvoj biljaka tijekom mikropropagacije (Arencibia i sur., 2008.; Bernal i sur., 2008.;
Liu, 2010.). Mikropropagacija putem bioreaktora pokazala se znatno jeftinijom u odnosu na
konvencionalnu mikropropagaciju kako zbog opreme tako i zbog odrzavanja tijekom samog
ciklusa. Uslijed kontrole uvjeta primjena bioreaktora omogucuje poboljSanje fizioloskih
procesa biljke kao npr. fotosinteze u uvjetima in vitro. U odnosu na konvencionalni sustav
mikropropagacije, sadnice proizvedene u bioreaktorima pokazuju jaci stupanj rasta i

adaptabilnosti na vanjske ex vitro uvjete (Arencibia i Gonzales, 2013.).

Povecanje koncentracije CO: i redukcija saharoze tijekom rasta u mediju znatno utjece na
povecanje rasta tijekom aklimatizacije u uvjetima ex vitro (Kozai i sur., 1995; Janick i Ziv,
2000.). Kao prednosti tekuc¢eg medija jo$ se izdvajaju i veéa uniformiranost izdanaka, lako
obnavljanje medija, sterilizacija ultrafiltracijom, koristenje velikih kontejnera i time veéa
proizvodnja, vrijeme postavljanja eksplantata u kulturu je mnogo manje (Debnath, 2010.).
Nedostaci teku¢eg medija su izmjena plinova kod biljaka $to uzrokuje asfiksiju i preveliku
hidriranost eksplantata (vitrifikacija, hiperhidriranost), a to uzrokuje deformaciju biljnog
materijala i sam gubitak eksplantata (Detrez i sur., 1994.). Deformaciju uzrokuju prevelika
hidracija listova uslijed ¢ega se poremeti lisna anatomija. Osim toga simptomi vitrifikacije
odituju se poremecajem u enzimatskim aktivnostima i sintezi proteina, vitrifikaciji stanica,
smanjenjem klorofila i kutikularnog voska te slabom lignifikacijom (Ziv, 1991.a,b). Rjesenje
za ovaj problem namece su u uporabi biljnih retardanata koji bi smanjili izduzivanje
izdanaka te uporaba TIB imerznih bioreaktora (Ziv i sur., 2003.), (Slika 9.). Debnath (2009.)
iznosi tadasnje spoznaje o koriStenju bioreaktora u mikropropagaciji borovnice. Prilikom
razmnozavanja borovnice u bioreaktoru koristi se teku¢i medij koji sadrzi zeatin u koli¢ini
od 1 - 2 um/l. Ukoliko se eksplantati uzgajaju na mediju koji ne sadrzi citokinine on stvara
samo 1 - 2 slaba izdanka. Kao objasnjenje ove pojave George i Sherrington, (1984.) navode

da je najvjerojatnije uzrok u prevelikoj apikalnoj dominaciji. Eksplantati uzgajani na
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teku¢em mediju u bioreaktoru rezultirali su tri puta ve¢om duzinom izbojaka u odnosu na

konvencionalno uzgojene (Debnath, 2009.).

Slika 9. TIB sustav bioreaktora SETIS (Izvor: https://setis-systems.be)
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Cilj istrazivanja i opis laboratorija

Cilj ovog diplomskog rada usmjeren je na ispitivanja moguénosti mikropropagacije
borovnice u teku¢em imerznom sustavu bioreaktora. Usporedivan je utjecaj odredenih
koncentracija citokinina zeatina na uspjesnost multiplikacije i morfoloske karakteristike 2

privredno znacajna kultivara visokozbunaste borovnice (Duke i Legacy).

Istrazivanje je provedeno u in vitro laboratoriju za vocarstvo (Katedra za vocarstvo,
vinogradarstvo i vinarstvo) na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS). U
laboratoriju se provode razna in vitro istrazivanja na vise voénih vrsta (lijeska, orah,

borovnica, vi$nja, malina, maslina, treSnja, goji, poncirus, itd.).

U laboratoriju osim edukacije studenata, proizvodi se sadni materijal te provodi znanstveno-
istrazivacki rad. Laboratorij je opremljen svom potrebnom opremom za mikropropagaciju
kao $to je autoklav, laminar, klima-komora, magnetna mjesalica s grijalicom, pH-metar,
teglice, skalpeli, sterilizator, pincete, imerzni TIB sustav bioreaktora SETIS (Slika 10.),

mati¢njak biljnih vrsta, prostor za aklimatizaciju, itd.

Slika 10. Imerzni sustav bioreaktora SETIS, FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)
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3.2. Biljni materijal — kultivari u pokusu

Izvor biljnog materijala (eksplantati) u ovom istrazivanju potjece s in vitro biljaka uvedenih
u kulturu prethodnih godina na kojem se vrSe razna druga istrazivanja. Istrazivanje je

provedeno na dva privredno znacéajna kultivara borovnice: Duke i Legacy (Slika 11.).

DUKE - Porijeklom je iz SAD-a, gdje se po¢eo uzgajati 1987. godine. Sorta je dobivena
krizanjem (Ivanhoe x Earliblue) x 192-8 (E-30 x E-11). Duke ima odli¢nu toleranciju na
bolesti, te je jedna je od najotpornijih sorti na smrzavanje tokom zimskog perioda. Grm je
srednje jakog Sirokog rasta, a zrioba je srednje rana. Duke je sorta borovnice sa

polupodignutim izdancima.

LEGACY - sorta borovnice stvorena na sveucilistu Rutgers od strane USDA i NJAES 1993.
godine. Cvatnja joj pocinje 1. travnja dok sazrijeva i bere se od 30. svibnja do 3. lipnja.
Habitus joj je uspravan i bujan s fleksibilnim granc¢icama koje su obrasle cvjetnim pupovima.
Visoko produktivna sorta koja stvara visokokvalitetne plodove. Za svjezu potroSnju se moze
brati i strojno. Zbog svog visokog prinosa i kvalitete ploda ima potencijal da postane vodecéa

sorta borovnice.

Slika 11. Izvor eksplantata, lijevo — Duke, desno — Legacy, FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)
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3.3. Postavljanje pokusa i tretmani u istraZivanju

U istrazivanju je koristen hranjivi medij WPM (Lloyd i McCown, 1980.) proizvodaca
Duchefa Biochemie B.V., Nizozemska. Detaljan sastav hranjive podloge nalazi se na slici
12. Lloyd i McCown 1980. godine osmislili su i slozili ovaj medij tijekom mikropropagacije
biljne vrste Kalmia latifolia. Od tada do danas medij je ekspandirao u jednog od najcesce
koristenih medija u mikropropagaciji mnogih biljnih vrsta. Sastoji se od kombinacije
vitamina, aminokiselina i anorganskih tvari. U koriSteni medij se dodala i saharoza (30 g/l)

koja je sluzila kao izvor ugljika.
Slika 12. Sastav hranjive podloge WPM, (lIzvor: Duchefa catalogue, 2010-2012.)

FMICRO ELEMENTS

mgl T
CusSO, 5H.0 0.25 1.00
FeNabEDTA 36.70 100.00
H,BO, 6.20 100.27
Mns0, H.0 2230 131.04
Na Mo0, 2H,0 0.25 1.03
In50,.7H,0 B.60 2091

MACRO ELEMENTS

mgfl mid
CaCl, 7250 0.65
CalNQ,), 4H,0 471.26 235
KH,PO, 170.00 1.25
K50, 990.00 563
Mgs0, 180.54 1.50
MH,NO, 400.00 5.00

Total concentration Micro and Macro elements: 2358 60 mg/l

VITAMIMNS
mg/l T
Glhydine 2.00 2664
myo-Inostol 10000 L5404
Micotinic acid 0.50 406
Pyridoxine HC 0.50 243
Thiamine HC 1.00 256

Laboratorijski pribor (pincete, skalpeli, podloske za disekciju, bioreaktori, crijeva i filteri,
voda za hladenje pribora, itd.) steriliziran je kroz 20 minuta u autoklavu na 121 °C pri tlaku

od 1,2 bara. Sterilizacija radnog prostora tj. laminarne komore je izvrsena 70 % etanolom
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nakon Cega se prostor tretirao UV lampa u trajanju od 60 minuta. Nakon sterilizacije pribora,
prostora, posuda s medijem i posuda za biljke u asepticnim uvjetima laminara pristupilo se
disekciji i punjenju posuda bioreaktora s eksplantatima. Prilikom pripreme medija, odnosno

autoklaviranja pH istog se podesio na vrijednost od pH 5,0.

Tretmani su ukljucivali razli¢ite koncentracije citokinina zeatina (0,5, 1, 2 i 2*
autoklavirani). Poznato je kako citokinin zeatin nije stabilan pri visokoj temperaturi
(termolabilan, ponistava se efekt) te se iz tog razloga na tretmanima 0,5, 1 i 2 naknadno
dodavao u ohladeni medij (<50 °C) preko hidrofilnog 0,2 um PTFE syringe filtera. Jedino
je tretman s koncentracijom od 2* ml/l zeatina autoklaviran zajedno s medijem kako bi

utvrdili postoji li moguénost opadanja djelotvornosti zeatina autoklaviranjem (Tablica 1.).

Tablica 1. Tretmani u istrazivanju

Tretman Hranjivi medij Citokinin / koncentracija Kultivar

T1-0.5 WPM Zeatin 0,5 ml/I Duke, Legacy
T2-1 WPM Zeatin 1 ml/l Duke, Legacy
T3-2 WPM Zeatin 2 ml/l Duke, Legacy
T4 -2* WPM Zeatin 2* ml/l (*autoklaviran) Duke, Legacy

Zeatin pripada u skupinu fitohormona pod nazivom citokinini. Dobiva se iz purinskog
adenina. Otkriven je prvi put u nezrelom zrnu kukuruza. Dokazano je da se nalazi u ve¢im
koli¢inama u kokosovu mlijeku koji se prijasnjih godina i koristio u mikropropagaciji u
svrhu pospjesivanja rasta eksplantata. Razlozi zbog kojih se ova tvar dosta ¢esto koristi u
mikropropagaciji je dobar utjecaj na formiranje kalusa, (pogotovo ako se kombinira s
auksinom) i poticanje aksilarnih izbojaka na rast i proliferaciju. Osim toga Kkoristi se i za

poticanje rasta sijanaca kao i za germinizaciju sjemenja.

Eksplantati su disecirani u asepticnim uvjetima laminarne komore na nodijalne segmente
veli¢ine 2 cm do 3 cm (Slika 13.), te su ubaceni u posudu bioreaktora namijenjen biljnom
materijalu. Svaki tretman, odnosno bioreaktor sadrzavao je 100 eksplantata (ukupno 4
tretmana x 100 biljaka x 2 kultivara = 800 biljaka).
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II Disekcija eksplantata

vlopfealolq afualung

Slika 13. Disekcija i bioreaktori s eksplantatima — tretmani, FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)

Labaratorij posjeduje suvremeni imerzni sustav (TIB/TIS) bioreaktora belgijskog
proizvodada Setis® Vervit. Imerzni bioreaktori TIB (engl. ,,Temporary Immersion
Bioreactor®) predstavljaju bioreaktore nove generacije. Glavne prednosti navedenog sustava
su visoka uc¢inkovitost te skraceni ciklus reprodukcije klonskog materijala. Sustav se sastoji
od fizicki odvojenih posuda s biljkama i posudama s hranjivim medijem koji pomocu
pneumatike i kontrolne jedinice (CPU i software) u zadanom ciklusu povremeno potapa

biljni materijal s ciljem podmirenja svih Zivotnih potreba (Slika 14.). Jedna od vaznih
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komponenti TIB sustava je racunalna kontrolna upravljacka jedinica — CPU i pneumatska
jedinica (kompresor). Pneumatska jedinica mora stvarati vrlo ¢isti i ne kontaminirani suhi
zrak. Veza izmedu pneumatskih elemenata i upravljacke jedinice mora biti savrSena kako bi
rad bioreaktora bio vrlo precizan i kontroliran. Pomoc¢u kontrolne jedinice automatizira se
sam proces i1 frekvencija, te se odvija kontrola pojedinih faza imerzije, ventilacije,
upuhivanja raznih plinova, rasvjete, pH, temperature, potro$nje zraka, itd. Takoder
omogucuje se stvaranje 1 spremanje svojih vlastitih programa (setup) i sigurnosnih kopija,
kao i internetski pristup bazi za kontrolu s bilo kojeg mjesta u svijetu. U naSem istrazivanju
frekvencija imerzije bila je svakih 24 sata (1 x dnevno) sa trajanju od 4 minute i ventilacijom

svakih sat vremena (24 x dnevno) u trajanju od 2 minute.

Slika 14. Princip rada SETIS imerznog sustava bioreaktora (Izvor: https://setis-systems.be)

Nakon §to su svi bioreaktori (tretmani) napunjeni s biljnim materijalom isti su postavljeni u
klima komoru s kontroliranim uvjetima: temperatura 24 °C i fotoperiodom 16/8 (16 sati

svjetlo, 8 sati mrak). Intenzitet svjetlosti u svijetloj fazi iznosio je 3 850 lux-a (Slika 15.).

Slika 15. Bioreaktori u klima komori, FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)
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3.4. Mjerenja u istrazivanju i obrada dobivenih podataka

U ovom istrazivanju pristupilo se mjerenju sljede¢ih promatranih parametara:

# Broj izdanaka
= Visina izdanaka
+ Broj listova

= Multiplikacija

Sva mjerenja izvrSena su unutar laboratorija kada su eksplantati dostigli odgovarajucu

vegetativnu masu (biomasu), odnosno nakon 30 dana od uspostavljanja kulture (Slika 16.).

Slika 16. Mjerenje morfoloskih parametara, FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)

Svi dobiveni rezultati analizirani su pomocu programa za statisticku obradu podataka
Microsoft Office Excel 2013, SAS Software 9.3. (2002.-2010., SAS Institute Inc., Cary,
USA). Od statistickih metoda koriStena je analiza varijance (ANOVA), kao i statisti¢ki
testovi znacajnosti za primijenjene tretmane, odnosno F-test i Fisher's LSD (engl. Least

Significant Difference) u vrijednosti razine od p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Razlike izmedu tretmana na kultivaru Duke

Kao sto je vidljivo iz grafikona 1. i slike 17. najveci broj izdanaka kod kultivara Duke
dobiven je pri koncentraciji zeatina od 1 ml/l (3,6), zatim 2 ml/l (3,1) i podjednako na 0,5 i
2* ml/l (2,2). Visina izdanaka bila je najveca pri koncentraciji od 0,5 ml/l (2,9), zatim 2 ml/I
(1,7), 1 ml/l (1,6) i 2* ml/l (1,5) koji je rezultirao najkra¢im izdancima. Broj listova pri
koncentraciji od 0,5 ml/l (11,6) bio je najve¢i, zatim 2 mil/l (10,9), 1 ml/I (9) i najmanji pri
koncentraciji 2* ml/l (8,4). Multiplikacija je bila najvec¢a pri koncentraciji 0,5 ml/l (2,3),
zatim 2 ml/l (2), 1 ml/l (1,4) i najmanja na 2* ml/l (1,2) koji ukljuCuje tretman s

autoklaviranim zeatinom (Grafikon 1.).

Iz navedenih rezultata (Slika 17. i Grafikon 1.) vidljivo je da su tretmani zeatinom s
koncentracijom od 0,5 ml/l rezultirali najve¢om visinom izdanaka (2,9), brojem listova
(11,6) i multiplikacijom (2,3). Jedino je broj izdanaka bio manji (2,2). Najlosiji rezultati
dobiveni su na tretmanu koji je ukljuc¢ivao 2* ml/l zeatina koji je autoklaviran zajedno s

medijem.
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Grafikon 1. Razlike izmedu tretmana za kultivar Duke
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Slika 17. Kultivar Duke pri tretmanima: A—0,5ml/l, B—1ml/l, C- 2ml/l, D - 2* ml/I,
FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)
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4.2. Razlike izmedu tretmana na kultivaru Legacy

Prema grafikonu 2., kultivar Legacy (Slika 18.) rezultirao je najve¢im brojem izdanaka pri
tretmanu 0,5 ml/l (6,3), zatim 1 ml/l (5,4), 2* ml/l (5,3) i najmanjim brojem izdanaka pri
tretmanu 2 ml/l (4,2). Najveca visina izdanaka zabiljezena je pri tretmanu zeatinom s 1 ml/I
(2,2), zatim 0,5 ml/I (1,9), 0,5 ml/l (1,8) i najmanja pri tretmanu 2 ml/l (1,7). Broj listova je
bio najveci kod tretmana 1 ml/l (11,4), zatim 2* ml/l (11,1), 0.5 ml/l (10,5) i najman;ji pri 2
ml/l (8,9). Najveca stopa multiplikacije zabiljezena je takoder pri tretmanu od 1 ml/l (2),
zatim 0,5 ml/l (1,8), a oba tretmana od 2 i 2* ml/l rezultirali su podjednako s najnizom

multiplikacijom (1,3).

Prema iznesenim rezultatima za kultivar Legacy (Grafikon 2. i Slika 18.) koncentracija
zeatina od 1 ml/l rezultirala je najuc¢inkovitije po pitanju visine izdanaka (2,2), broja listova
(11,4) i multiplikacije (2). Najve¢i broj izdanaka dobiven je pri tretmanu 0,5 ml/l (6,3) ali i
rezultati na ostalim promatranim parametrima su vrlo dobri, odnosno tek neSto manji od
rezultata dobivenih pri koncentraciji od 1 ml/l zeatina. Najmanja multiplikacija dobivena je

na tretmanu 2* ml/| zeatina (1,3) koji je bio autoklaviran.
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Grafikon 2. Razlike izmedu tretmana za kultivar Legacy
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Slika 18. Kultivar Legacy pri tretmanima: A-0,5ml/l, B—1ml/l, C- 2ml/l, D - 2* ml/l,
FAZOS (Foto: Bosnjak, 2020.)
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5. RASPRAVA

Na razini cijelog pokusa (Tablica 2.) kultivar Legacy rezultirao je znacajno ve¢im brojem
izdanaka (5,29) dok je multiplikacija bila znacajno vecéa kod kultivara Duke (1,82). Nema

znacajne razlike u visini izdanaka i broju listova izmedu kultivara.

Iz navedenog zakljuCujemo kako postoji velika sortna specificnost, odnosno razliciti
odgovor izmedu kultivara na primijenjene koncentracije zeatina. Kultivar Legacy inicira vrlo
velik broj izdanka s losijom multiplikacijom, dok kontrastno kultivar Duke manjim brojem
izdanaka ali boljom multiplikacijom. Oba kultivara rezultirala su podjednakom visinom
izdanaka i brojem listova. Ako pogledamo detaljnije, kultivar Duke inicirao je malo vece

izdanke, a kultivar Legacy malo veci broj listova, ali ne znacajno (Tablica 2.).

Tablica 2. Razlike na razini cijelog pokusa izmedu kultivara (Duke i Legacy), tretmana
(koncentracija zeatina ml/l: 0,5, 1, 2 i 2* autoklavirano) te interakcija kultivar x tretman za

promatrane parametre (broj izdanaka, visina izdanaka, broj listova i multiplikacija).

Kultivar  Brojizdanaka  Visinaizdanaka Broj listova Multiplikacija

Duke 2,758 1,93 9,94 1,824
Legacy 5,29 1,90 10,46 1,618
F-test 129,11 0,26 3,35 12,74
p <,0001 0,6086 0,0686 0,0004
Tretman
0,5 ml/l 4,228 2,414 11,024 2,247
1 ml/I 4,48 1,918 10,16° 1,718
2 ml/l 3,658 1,67¢ 9,858 1,678
2* ml/l 3,738 1,67¢ 9,758 1,25¢
F-test 3,15 22,28 4,13 46,71
p 0,0259 <,0001 0,0070 <,0001
Interakcija kultivar x tretman
F-test 8,49 19,44 17,68 37,41
p <,0001 <,0001 <,0001 <,0001

*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisticki znacajne: B razina p < 0,05

Interakcija kultivar x tretman bila je znaajna za sve promatrane parametre. Sto se tie

tretmana zeatina, odnosno koncentracija, najveéi broj izdanaka nastao je pri tretmanus 0,51
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1 ml/l (4,22 i 4,48) izmedu kojih nije bilo zna¢ajne razlike. Obje koncentracije znac¢ajno su
bolje po pitanju broja izdanaka u odnosu na koncentraciju od 2 ml/I. Visina izdanaka (2,41),
broj listova (11,02) i multiplikacija (2,24) bila je zna¢ajno bolja na tretmanu s 0,5 ml/l u

odnosu na ostale primijenjene koncentracije (Tablica 2.).

Tablica 3. Razlike izmedu kultivara (Duke i Legacy) po tretmanima zeatinom (0,5, 1, 2 i 2*

ml/l) na promatrane parametre (broj izdanaka, visina izdanaka, broj listova i multiplikacija).

Broj izdanaka Visinaizdanaka Broj listova Multiplikacija

0,5 ml/l
Duke 2,178 2,88% 11,58 2,724
Legacy 6,274 1,948 10,47 1,768
F-test 51,49 35,78 3,01 38,97
p <,0001 <,0001 0,0880 <,0001
1ml/
Duke 3,578 1,638 8,978 1,418
Legacy 5,40 2,194 11,354 2,014
F-test 16,02 8,83 16,07 16,62
p 0,0002 0,0043 0,0002 0,0001
2 ml/l
Duke 3,078 1,69 10,83% 2,024
Legacy 4,23 1,65 8,888 1,338
F-test 9,93 0,10 16,42 77,15
p 0,0026 0,7549 0,0002 <,0001
2* mi/l
Duke 2,208 1,548 8,368 1,158
Legacy 5,274 1,804 11,134 1,344
F-test 73,93 4,38 24,97 6,37
p <,0001 0,0407 <,0001 0,0143

*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisti¢ki znacajne: B razina p < 0,05

Prema tablici 3. kultivar Legacy je inicirao znacajno veci broj izdanaka (6,27, 5,40, 4,23,
5,27) u odnosu na kultivar Duke na svim tretmanima zeatinom (0,5, 1, 2 i 2* ml/l). Nije
utvrdena znacajna razlika u broju listova izmedu kultivara pri koncentraciji od 0,5 ml/l. Na

istoj koncentraciji zeatina od 0,5 ml/l kultivar Duke rezultirao je znacajno ve¢om visinom

29



izdanaka (2,88) i multiplikacijom (2,72). Kultivar Legacy na tretmanima od 1 ml/l i 2* ml/I
rezultirao je znacajno vecim izdancima (2,19 i 1,80), brojem listova (11,35 i 11,13) i
multiplikacijom (2,01 i 1,34). Nije zabiljezena znac¢ajna razlika u visini izdanaka izmedu

kultivara na tretmanu s 2 ml/l zeatina.

Tablica 4. Razlike u ucinkovitost izmedu tretmana zeatinom (0,5, 1, 2 i 2* ml/l) po
kultivarima (Duke i Legacy) na promatrane parametre (broj izdanaka, visina izdanaka, broj
listova i multiplikacija).

Broj izdanaka Visinaizdanaka Broj listova Multiplikacija

Duke
0,5 ml/I 2,178 2,88% 11,58* 2,724
1ml/l 3,57A 1,638 8,978 1,41¢
2 ml/l 3,07A 1,698 10,837 2,028
2% ml/I 2,208 1,548 8,36° 1,14°
F-test 10,21 50,08 15,93 70,73
D <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
Legacy
0,5 ml/I 6,27A 1,9478 10,477 1,768
1 ml/I 5,404 2,194 11,35% 2,014
2 ml/l 4,238 1,658 8,888 1,32¢
2% ml/I 5,27A8 1,808 11,134 1,34¢
F-test 4,51 3,77 6,88 15,07
p 0,0050 0,0127 0,0003 <,0001

*Vrijednosti iste slovne oznake nisu statisti¢ki znacajne: B razina p < 0,05

Kod kultivara Duke koncentracija, odnosno tretman s 0,5 ml/l zeatina rezultirao je zna¢ajno
veéim izdancima (2,88), multiplikacijom (2,72) i brojem listova (11,58) u odnosu na ostale
primijenjene tretmane. Broj izdanaka na tretmanu od 1 i 2 ml/l zeatina rezultirao je zna¢ajno
ve¢im brojem izdanaka kultivara Duke u odnosu na ostale tretmane. Najmanja stopa
multiplikacije (1,14), odnosno znac¢ajno manja u odnosu na sve tretmane bila je pri 2* ml/|
zeatina. Pretpostavljamo kako je djelotvornost ili u¢inkovitost zeatina opala uslijed izlaganja

istog visokoj temperaturi (120 °C) autoklaviranja (Tablica 4.).

Kultivar Legacy je na tretmanu s 1 ml/l zeatina rezultirao znacajno vecom stopom

multiplikacije (2,01) u odnosu na sve ostale primijenjene tretmane. Takoder koncentracija
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od 1 ml/l zeatina rezultirala je znacajno vecom visinom izdanaka (2,19), brojem izdanaka
(5,40) i listova (11,35) u odnosu na tretman s 2 ml/l zeatina. Nema znacajne razlike izmedu

koncentracija 0,5, 1 2* ml/l u broju izdanaka i listova (Tablica 4.).

Prema dobivenim rezultatima manje koncentracije zeatina od 0,5 i 1 ml/l rezultirale su
boljim morfoloSkim parametrima i stopom multiplikacije kod kultivara Legacy. Takoder 1
na kultivaru Duke najmanja koncentracija, odnosno tretman zeatinom od 0,5 ml/l bio je
najucinkovitiji (Slika 19.).

Tretman koji je ukljucivao zeatin od 2* ml/l te bio autoklaviran nije rezultirao
zadovoljavajuéim uspjehom. LoSu ucinkovitost pripisujemo navodima o opadanju
djelotvornosti zeatina u mikropropagaciji  uslijed izlaganja velikoj temperaturi

autoklaviranja.

Daljnja istrazivanja potrebno je usmjeriti na ispitivanja u¢inka razli¢itih frekvencija imerzije
I ventilacije u mikropropagaciji borovnice u teku¢em imerznom sustavu. Takoder i detaljnije

pristupiti utvrdivanju pretpostavke opadanja djelotvornosti zeatina uslijed autoklaviranja.

Slika 19. Najucinkovitiji tretmani: A — Legacy 1 ml/l i B — Duke 0,5 ml/l zeatina, FAZOS
(Foto: Bosnjak, 2020.)
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6. ZAKLJUCAK

Na Fakulteu agrobotehni¢kh znanosti Osijek (2020. godina) provedeno je ispitivanje
uspjes$nosti mikroporpagacije borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u teku¢em imerznom
sustvu kroz analizu morfoloskih parametara. Cilj istrazivanja bio je odrediti optimalne
koncentracije koncentracije hormona citokinina (zeatin) u mirkoporopgaciji kultivara

borovnice Duke i Legacy.

e Utvrdena je znacajna varijabilnost izmedu kultivara u odgovoru na primijenjene
tretmane.

e Interakcija kultivar x tretman bila je znacajna za sve promatrane parametre.

e Na razini cijelog pokusa kultivar Legacy rezultirao je znafajno veéim brojem
izdanaka dok je multiplikacija bila znac¢ajno veca kod kultivara Duke.

e Najvedi broj izdanaka nastao je pri tretmanu s 0,5 (Duke) i 1 ml/l (Legacy) zeatina
izmedu kojih nije bilo znacajne razlike.

e Kod kultivara Duke koncentracija, odnosno tretman s 0,5 ml/l zeatina rezultirao je
znacajno vecim izdancima, multiplikacijom i brojem listova u odnosu na ostale
primijenjene tretmane. Najmanja stopa multiplikacije bila je pri 2* ml/l zeatina.

e Kultivar Legacy je na tretmanu s 1 ml/l zeatina rezultirao znac¢ajno ve¢om stopom
multiplikacije u odnosu na sve ostale primijenjene tretmane.

e Daljnja istraZivanja potrebno je usmjeriti na ispitivanja uc¢inka razli€itih frekvencija
imerzije i ventilacije tijekom mikropropagacije borovnice u tekuéem imerznom
sustavu.

e Detaljnije pristupiti utvrdivanju djelotvornosti zeatina kroz analizu medija da bi se

utvrdila postojanost koncentracije nakon autoklaviranja.
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8. SAZETAK

Moderna rasadnicarska praksa razvijenih clanica Europske unije u proizvodnji sadnog
materijala, temelji se dijelom ili u potpunosti na uporabi suvremenih biotehnoloskih metoda
(mikropropagacija, kultura tkiva in vitro). Imerzni sustav bioreaktora (TIB/TIS) Kkoristi
teku¢i hranjivi medij kojeg je moguce mijenjati u svakom trenutku. Istrazivanje o
mogucénosti mikropropagacije borovnice (Vaccinium corymbossum L.) u teku¢em imerznom
sustavu provedeno je na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku, Katedra za
vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (in vitro laboratorij za vocarstvo). Ispitivan je utjecaja
odredenih koncentracija citokinina zeatina (0,5, 1, 2 i 2* ml/l) na uspjeSnost
mikropropagacije dva kultivara borovnice Duke i Legacy. Utvrdena je znacajna varijabilnost
izmedu kultivara u odgovoru na primijenjene tretmane. Kod kultivara Duke tretman s 0,5
ml/l zeatina rezultirao je znacajno ve¢im izdancima, multiplikacijom i brojem listova. Manje
koncentracije zeatina od 0,5 i 1 ml/l rezultirale su boljim morfoloskim parametrima kod
kultivara Legacy. Daljnja istrazivanja potrebno je usmyjeriti na ispitivanja ucinka razli¢itih
frekvencija imerzije i ventilacije tijekom mikropropagacije borovnice u teku¢em imerznom
sustavu. Detaljnije pristupiti utvrdivanju djelotvornosti zeatina kroz analizu medija da bi se

utvrdila postojanost koncentracije nakon autoklaviranja.

Klju¢ne rije¢i: borovnica, mikropropagacija, zeatin, bioreaktor, TIS
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9. SUMMARY

Modern fruit nursery practice of developed member states of the European Union in the
production of planting material is based in part or in full use of modern biotechnological
methods (micropropagation, tissue culture in vitro). Temporary Immersion System
(TIB/TIS) uses a liquid nutrient medium that can be changed at any time. Study on the
possibility of micropropagation blueberries (Vaccinium corymbossum L.) in liquid
immersion system was conducted at the Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek,
Department of Pomology, Viticulture and Enology (in vitro pomology laboratory). The
influence of certain concentrations of cyatokinin zeatin (0.5, 1, 2, 2* ml/l) was examined in
micropropagation of two blueberry cultivars Duke and Legacy. Significant variability
between cultivars in response to applied treatments was found. Duke cultivar on treatment
with 0.5 ml/l zeatin resulted in significantly greater shoots, multiplication and number of
leaves. Lower zeatin concentrations of 0.5 and 1 ml/l resulted in better morphological
parameters in Legacy cultivars. Further research should be focus on investigating the effect
of different frequencies of immersion and ventilation during blueberry micropropagation in
a liquid immersion system. A more detailed approach to determining the efficacy of zeatin

through media analysis to determine the stability of the concentration after autoclaving.

Key words: Blueberry, Micropropagation, Zeatin, Bioreactor, TIS
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