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1. UVOD

Borovnica (Vaccinium corymbossum L.) predstavlja voénu vrstu od iznimnog ekonomskog,
nutritivnog 1 zdravstvenog zna¢aja u Republici Hrvatskoj. Uslijed rastu¢e potraznje za
njenim plodovima, kako na domac¢em tako i na medunarodnom trzistu, uzgoj borovnice
postaje sve popularniji u nasoj zemlji. Ova vocka bogata je vitaminima, mineralima i
antioksidansima, $to je Cini izrazito cijenjenom medu potrosa¢ima, a zbog tih kvaliteta cesto
se svrstava u kategorije "supervoca" i "funkcionalne hrane". Borovnica nije samo nutritivno
vrijedna, ve¢ predstavlja i znaajan ekonomski resurs te predmet intenzivnih znanstveno-

istrazivackih studija.

U znanstveno istrazivackoj praksi, naglasak se stavlja na razne metode i modele
razmnoZzavanja, tehnologije uzgoja te ispitivanje nutritivne vrijednosti i utjecaja na zdravlje.
Jedna od klju¢nih biotehnoloskih metoda u razmnozavanju borovnice je mikropropagacija,
koja omogucava brzu i masovnu proizvodnju klonova u kontroliranim 1 asepti¢nim uvjetima.
Ova metoda ne samo da zadovoljava trziSne potrebe, ve¢ doprinosi o¢uvanju genetskih
resursa 1 poboljsanju svojstava biljaka. Mikropropagacija borovnice predstavlja jedan od
kljucnih modela u komercijalnoj proizvodnji ove voéne vrste, odnosno ovom metodom vrlo

brzo i masovno proizvodimo visokokvalitetni i fitosanitarno ispravnih sadni materijal.

Uvodenje nanobiotehnologije u kombinaciji s teku¢im imerznim (TIB/TIS) sustavom
predstavlja suvremeni pristup koji dodatno unapreduje proces mikropropagacije. Tekuci
imerzni sustavi bioreaktora TIB/TIS sustavi, (TIB — eng. Temporary Immersion Bioreactor
1 TIS — eng. Temporary Immersion System) u usporedbi s klasi¢nim metodama koje koriste
polucvrsti medij (agar), omogucuju dinami¢nu modifikaciju parametara uzgoja, optimalnu
raspodjelu hranjivih tvari 1 kisika te smanjenje kontaminacije. Ove prednosti doprinose
povecanoj stopi multiplikacije, boljoj kontroli uzgojnih uvjeta te smanjenju troSkova

energije i ljudskog rada.

Nanobiotehnologija, primjenom nanocestica i nanomaterijala, poboljSava bioloSke procese
biljaka. U kontekstu mikropropagacije, nanocestice mogu ubrzati apsorpciju hranjivih tvari,
stimulirati rast i razvoj biljaka, te povecati otpornost na bolesti i stresne uvjete.
Kombinacijom imerznog sustava s nanobiotehnologijom moZemo znafajno unaprijediti
mikropropagaciju biljnih vrsta. Teku¢im imerznim sustavom omogucéena je ravnomjerna
distribucija nanocestica kroz hranjivu otopinu, $to ujedno osigurava veliku dostupnost

nanocestica biljkama.



Silicij (Si), drugi najzastupljeniji element na Zemlji, poznat je po pozitivnim ucincima na

rast biljaka i otpornost na bioticke i abioticke stresore.

Ovaj diplomski rad usmjeren je na istrazivanje utjecaja nanocestica silicijevog dioksida
(Si02) na anatomske znacajke lista borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u tekuc¢em
imerznom sustavu bioreaktora SETIS™. Istrazivanje je provedeno na Fakultetu
agrobiotehni¢kih znanosti Osijek (FAZOS), Katedra za vocarstvo, vinogradarstvo i
vinarstvo, u in vitro laboratoriju za vocarstvo. U prvom dijelu diplomskog rada detaljno se
opisuje borovnica (Vaccinium corymbosum L.), ukljucujuéi porijeklo, biolosku klasifikaciju,
morfoloske karakteristike, ljekovita svojstva te razmnoZzavanje isklju¢ivo tehnikom in vitro.
Poglavlje ,,Materijali i metode™ pruza detaljan opis postavljanja istrazivanja, koriStenih
tretmana, promatranih parametara te nac¢ina obrade podataka. Na kraju rada, kroz analizu
rezultata i raspravu, donosi se zaklju¢ak o uspjesnosti pokusa, odnosno moguénosti i utjecaju
nanocestica silicijevog dioksida na anatomske znacajke lista borovnice (Vaccinium

corymbosum L.) u teku¢em imerznom sustavu bioreaktora.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Borovnica (Vaccinium ssp.)

Borovnica (Vaccinium ssp.) (Slika 1.) pripada obitelji Ericaceae koja sadrzi oko 450
razlicitih vrsta (Luby 1 sur., 1991.). Smatra se da je ve¢ina ovih vrsta udomacena u 20.
stoljecu (Lyrene 1 sur., 2003.). Veéina vrsta ovog bobiCastog voca nastanjuje podrucja s
kiselim tlima u hladnijim podru¢jima sjeverne hemisfere (Luby i sur., 1991.). Biljke roda
Vaccinium razlikuju se po habitusu i variraju od epifita, puzavih formi do vec¢ih grmova s
bobicama. Neke od vrsta mogu formirati kro$nju, dok druge mogu proizvoditi nove izdanke

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

Vaccinium corymbosum Blueberry

Slika 1. Borovnica — Vaccinium corymbosum L. (I1zvor: www. grandflora.stores.jp)

Botanicki, taksonomija roda tradicionalno se klasificira u dva podroda, Oxycoccus (2 sekcije
- brusnice) 1 Vaccinium (21 sekcija - borovnice), iako nova filogenetska analiza sugerira da
trenutno priznata taksonomija Vaccinium vjerojatno nije monofiletska (Kron 1 sur., 2002.).

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

mozemo vidjeti u Tablici 1.

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

-
=y
=
(=
=
32 &
= )
[ - s
El2|E 1] = | =
— =" = =
=|E|E g AE
2 # = ] o | = g |=| &
gl E = = S8 lels|d]=
o i = ] = - =
= Z —lelil=l=cs|E|EB|2|= [=
S EE L E B I A B E
BlEIEIE IS |E|E|SI1E|E|E|2|2|2]l=]|3
Br. VRSTA SlRES S| |E]l=le |A =R |ZE|S|E]E (£
1 | Maccininm corymbosum L. e | + v |
2 |Vaccininm myriilfus L. |+ ||+ | + +l+]l+]|+]+]|+* |+ +
3 | Vaceininm uliginosum L. + + || + |
4 | Vaeccinium vitis-idaea L. + |+ + + + | +

Komercijalna proizvodnja borovnice vec¢inom ukljucuje vrste visokog i niskog grma.
Kultivari visokogrmolike ameri¢ke borovnice (V. corymbosum L.) (2n = 2x = 24 1 4x = 48)
(Camp, 1945.) najvazniji su u proizvodnji iz roda Vaccinium. Prema slici 2., visokogrmolike
borovnice uzgajaju se u 37 drzava SAD-a, u Sest kanadskih provincija, te u Australiji, Cileu,

Argentini, Novom Zelandu i nekoliko zemalja Azije 1 Europe (Strik 1 Yarborough, 2005.).

Borovnica je zna¢ajno povecala svoju popularnost tijekom posljednjeg desetljeca. Tijekom
1990. godine ove su se bobice uzgajale u oko 10-ak zemalja Sirom svijeta (Slika 2.), dok se

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

Proizvodinja svjezh borovnica po zemljama

s Peru 162,73 2434

4 Kina 141,85 2082 46,8
¥ Sjedinjens Dzave 153,07 177,09 15,7
s Cile 138,78 1229 N4
o Giad Wk 62,38 832 334
® Spanjalsks 59,29 67,88 14,5
b Poliska 521 52,5 0,8
* Maroko 342 37,07 84
o Kanada 3,72 33739 53

duine Afika 15,33 24 56,6

=5
b

Slika 2. Americka borovnica proizvodnja u svijetu 2020. 1 2021. godine (Izvor:

www.gardenerspath.com i International Blueberry Organization (IBO))



2.2. Uzgoj borovnice u RH

Kao intenzivna kultura borovnica u RH nema veliku tradiciju, a intenziviranje njenog uzgoja
zapocCinje tek u zadnjem desetlje¢u (Bosnjak, 2022.). Rod Vaccinium obuhvaca relativno
velik broj vrsta, ali u Hrvatskoj su samo tri vrste autohtone: V. myrtillus (Sumska borovnica),
V. vitis-idaea (brusnica) i V. uliginosum (moévarna borovnica). Cetvrta ,,prido§la“ vrsta je ¥/
corymbosum (americ¢ka borovnica) (Slika 3.) koja se uvozi i kultivira zbog svojih bobica.
Ove vrste rastu na kiselim 1 tresetnim tlima, preferiraju¢i svijetle Sume, rubove Suma,
kréevine i Cistine (Purgar i sur., 2007.). Borovnica (V. myrtillus) je najrasprostranjenija u
Hrvatskoj, kao sezonsko Sumsko voce. U prirodi, borovnica raste u nizinskim i gorskim

krajevima Hrvatske, u crnogori¢nim 1 bjelogoricnim Sumama.

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

www.cabidigitallibrary.org)

Kultivirana americka visoko grmolika borovnica (V. corymbosum) uspjesno se uzgaja u
nasoj zemlji, a najceS¢i sortiment proizvodnih nasada ¢ine kultivari: Duke, Bluecrop,
Chandler, Spartan, Legacy, Darrow, Early blue, Elliot, Patriot i drugi. Sami kultivari
americke borovnice mogu se svrstati u viSe kategorija ovisno o vremenu dozrijevanja, te su

tako prisutni kultivari ranog, srednjeg i kasnog dozrijevanja.

Uzgoj borovnice zahtijeva znacajna znanja i financijska ulaganja, Sto ¢ini intenzivni
plantazni uzgoj borovnice vrlo izazovnim. Pored prisutnog problema introdukcije ove nove
vocne vrste te nepoznavanja tehnologije proizvodnje, ograni¢avajuéi faktor njenog Sirenja u
Hrvatskoj predstavlja vrlo mali areal pogodnih lokaliteta s adekvatnim agroekoloskim

uvjetima (Bosnjak, 2022.). U Hrvatskoj je pod borovnicom oko 213 hektara (Agencija za
5



placanja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom razvoju, APPRRR 2019.). Unato¢ rastu
povrsina u RH, uzgoj borovnice jo§ nije na razini koja bi zadovoljila potraznju potrosaca.
Proizvodnja borovnice najzastupljenija je u zapadnoj 1 sjeverozapadnoj Hrvatskoj, gdje se
vecina plantaza 1 nalazi. Trenutna ekspanzija rasta proizvodnih povrSina uz medijsko
eksponiranje podize svijest potroSaca o nutritivnoj vrijednosti borovnice (Bosnjak, 2022.).
Danas, borovnica se predstavlja kao funkcionalna hrana, odnosno ,,supervoce® s vrlo

povoljnim uc¢inkom na ljudsko zdravlje (Bosnjak, 2022.).

2.3. Nutritivna vrijednost i utjecaj na ljudsko zdravlje

Ova ukusna bobica stekla je popularnost diljem svijeta, a ta popularnost raste posljednjih
godina, ne samo u vidu svjeze konzumacije ploda, nego i u vidu prerade borovnica u druge
proizvode koji promicu ljudsko zdravlje. Ove ukusne bobice konzumiraju se kao voce
(svjeze, suSene, konzervirane ili zamrznute), te kao punjenje za vocéne pite 1 pekarske
proizvode diljem svijeta. Preradeni proizvodi od borovnica, kao $to su dzemovi, sirupi, voéni
sokovi, napitci i koncentrati, takoder su vrlo popularni. Trenutno postoje brojna nezavisna
istrazivanja koja ukazuju na pozitivhu korelaciju izmedu konzumacije ovih bobica i
prevencije, odnosno odgadanja 1 pocCetka razvoja kroni¢nih bolesti poput raka,
kardiovaskularnih poremecaja i dijabetesa (Agustinah i sur., 2016; Flores i sur., 2013;

Khanal i sur., 2012).

Svjezi plodovi (bobice) predstavljaju bogat izvor polifenola, posebice antocijanina poznatog
po svom antioksidativnom ucinku (Huntley, 2009.; Louis i sur., 2014.). Borovnice su
prepoznate kao voce bogato antioksidansima, suzbijaju oksidativni stres, smanjuju upale,
reguliraju ekspresiju gena povezanih s procesima razliCitih bolesti te moduliraju
makromolekularne interakcije (Neto, 2007). Plodovi takoder sadrze i vitamine, minerale u
tragovima, mikroelemente, enzime i vlakna, flavonoide 1 triterpenoide (Slika 4.) (Patel,

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

Istrazivanja ukazuju na potencijal ovog voca (antioksidacijska aktivnost, antibakterijska,
antivirusna 1 antiangiogena svojstva, detoksikacija, poboljSanje imunoloskog sustava i
metabolizma hormona, smanjenje hipertenzije, itd) u preventivhom ucinku na pojedine

bolesti (Freitas i sur., 2008.; Howell, 2008.; McLeay i sur. , 2012.; Patel, 2014.).



VITAMINI MINERALI

KALORIJE
0.336 mg
Mn

19.3ug

57 kcal

9.7mg
0.57 mg Cu 0.057 mg
0.418 mg
0.124 mg K 77 mg
0.052mg
0.041mg F 0.28 mg
0.037 mg e
6 HE B \ Man_ie od 2% fosfor, kaleij,
9 \ I . 1 magnegy), cink 1 selen
Nutritivni sadrzaj na 100 g _
Voda Proteini Ugljikohidrati Masnoca Viakna
84.21g 0.74¢g 14.49¢ 0.33g 24g

Slika 4. Nutritivne karakteristike borovnice (Izvor: www.herbazest.com)

2.4. Mikropropagacija borovnice (in vitro kultura biljnog tkiva)

Biljna biotehnologija jedna je od najvaznijih znanstveno-tehnoloskih dostignu¢a ovog

stoljeca te ima izuzetnu ulogu u razvoju suvremene poljoprivrede i hortikulture (BoS$njak,

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

biotehnologije.

Slika 5. Mikropropagacija - in vitro izdanci borovnice, (Izvor: www.airellesdesfreres.com)
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Masovnost proizvodnje fitosanitarno ispravnog te visokokvalitetnog reprodukcijskog
biljnog materijala u brzom ciklusu, osigurana je upravo upotrebom tehnologije
mikropropagacije in vitro u asepti¢nim uvjetima (Bosnjak, 2022.). U svijetu je joS uvijek
najzastupljeniji konvencionalni model in vitro mikropropagacije biljnog materijala na

¢vrstom i polu¢vrstom mediju (Bosnjak, 2022.).

Moderna znanstveno istrazivacka praksa razvijenih ¢lanica Europske unije oslanja se na
upotrebu suvremene biotehnologije (mikropropagacija, kultura tkiva in vitro). Reprodukcija
biljaka in vitro (kultura tkiva, mikropropagacija) predstavlja suvremeni biotehnoloski proces
masovne proizvodnje genetski identi¢nih, fizioloSki uniformnih i zdravih biljaka (BosSnjak,

2022.).

Kultura tkiva in vitro predstavlja asepti¢nu kulturu biljnih stanica, tkiva, organa ili cijele
biljke (Slika 6.) u kontroliranim uvjetima najcesce za klonsku proizvodnju biljaka (Thorpe
T., 2007.). Dobiveni klonirani biljni materijal predstavlja vjerni tip ishodiSnog genotipa.
Kontrolirani uvjeti uzgoja pruzaju kultivaru okruzenje pogodno za idealni rast 1 razvoj. Ti
uvjeti ukljucuju odgovarajucu opskrbu hranjivim tvarima, stabilni pH medija, odgovaraju¢u

temperaturu i ostale okoliSne parametre (Hussain A. 1 sur., 2012.).

Slika 6. Prikaz razmnozavanja, razvoja kalusa i uvodenja borovnice u kulturu tkiva; a. 1 d.
—razvoj izdanka, b. 1 e. — formiranje i rast nodijalnih izdanaka, c. i f. — stvaranje kalusa

(preuzeto iz Qiansheng i sur., 2021.)



Tehnologija mikropropagacije ima velik potencijal u proizvodnji visoko kvalitetnog biljnog
materijala, izolaciji korisnih genotipovima s boljom otporno$¢u na bolesti i tolerantnosti na

stresne uvjete (Brown 1 Thorpe, 1995.).

U klonskoj reprodukciji vrsta iz roda Vaccinium, mikropropagacija predstavlja mocan alat
za brzo umnazanje novonastalih kultivara, te za uspostavljanje in vitro banke gena Vaccinium
spp. In vitro tehnika kod ove voéne vrste u pocetku se koristila za brzo umnazanje novih
kultivara uslijed njenog sporog umnozavanja tradicionalnim konvencionalnim tehnikama -

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

U recentnim istrazivanjima na mikropropagaciji borovnice najcesce se koriste WPM (Woody
Plant Medium, Lloyd i McCown, 1980.) i MS (Murashige i Skoog, 1962.) hranjivi mediji te
njihove razne modifikacije i kombinacije koncentracija i/ili pojedinih elemenata medija
(Song 1 Sink, 2004.; Tetsumura 1 sur., 2008.; Debnath, 2009.; Liu i sur., 2010.; Ruzic i sur.,
2011.; Lyrene, 1978., 1980.; Reed 1 Abdelnour Esquivel, 1991.; Wolfe 1 sur., 1993.;

Tetsumura i sur., 2008.).

2.5. Suvremeni TIB/TIS imerzni sustav bioreaktora

Potreba korporativnog rasta, povecanja u€inkovitosti i automatizacije, odnosno globalne
masovnosti proizvodnje i opskrbe namece uporabu imerznih TIB/TIS sustav bioreaktora
nove generacije (TIB, eng. Temporary Immersion Bioreactor; TIS, eng. Temporary
Immersion System) kao neophodno tehnolosko rjeSenje u suvremenoj biotehnologiji

(Bosnjak, 2022.).

Bosnjak, (2022.) navodi prednosti ovog sustava koje se ocituju kroz smanjenje potreba za
manipulativnim prostorom, kratkim vremenskim intervalom proizvodnje, manjom
koli¢inom inicijalnog baznog pocetnog biljnog materijala, dugog ¢uvanja klonskog biljnog
materijala, prenosenja, itd. Konvencionalni model mikropropagacije biljnog materijala in
vitro ogranicen je uporabom agara (zgusnjivac za ¢vrsti ili polucvrsti hranjivi medij = gel)
koji ujedno 1 poskupljuje samu proizvodnju za razliku od suvremenog imerznog sustava

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

Sustav se sastoji od fizicki odvojenih posuda s biljkama (Slika 7.) te posuda s hranjivim
medijem. Hranjivi medij pomoc¢u pneumatike i kontrolne jedinice (CPU 1 software) u

zadanom ciklusu povremeno potapa biljni materijal s ciljem podmirenja svih Zivotnih
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potreba. Jedna od vaznih komponenti TIB/TIS sustava je racunalna kontrolna upravljacka
jedinica — CPU te pneumatska jedinica (kompresor). Pneumatska jedinica mora stvarati vrlo
Cisti 1 ne kontaminirani (sterilni) suhi zrak. Veza izmedu pneumatskih elemenata 1
upravljacke jedinice mora biti savrSena kako bi rad bioreaktora bio vrlo precizan i

kontroliran.

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

2019.)

2.6. Silicij i nano silicij

Silicij (Si) je najzastupljeniji element za zemlji nakon kisika. Ipak, uloga silicija u biologiji
nije dovoljno shvaéena jer se Si ne smatra esencijalnim elementom. Sadrzaj Si u biljci moze
doseci razine makroelemenata (Epstein, 1994.; 1999.). Neke biljne vrste akumuliraju Si od
0,1 do 10 % stvarne koncentracije (Cherif i Belanger, 1992.). Nano strukturni silicijev
dioksid (Si02) nakon apsorpcije (Slika 8.) moZze stvoriti film na stjenkama stanica te na taj
nacin moze smanjiti transpiraciju, povecati otpornost na bolesti i poboljsati rast biljaka u
stresnim uvjetima visoke temperatura i1 zaslanjenosti tla (Gillman i sur., 2003.; Lim 1 sur.,
2012.; Locarno 1 sur., 2011.; Shetty 1 sur., 2012.; Stamatakis 1 sur., 2003.). Takoder, nano

struktura silicijevog dioksida moZze povecati tvrdocu stani¢ne stjenke (Lin Bao i sur., 2004.).
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Slika 8. Pozitivan utjecaj nano Cestica silicija na biljku i tlo

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

Iako je Si kvantitativno glavni anorganski sastojak viSih biljaka, element se ne smatra
hranjivom za biljke i nije uklju¢en u formulacije kulturnih otopina koje se koriste u
istrazivanjima na biljkama. Biljke siromasne silicijem cesto su strukturno slabe, imaju

abnormalan rast i razvoj, te su osjetljivije na abioticke 1 bioticke stresove (Rafi i sur., 1997.).

Dodavanjem Si u medij za kulturu tkiva povecava se stabilnost stanica, tkiva i organa biljaka
(Sivanesan i Park, 2014.). Rast biljaka in vitro, biomasa 1 anatomija biljaka poboljSana je
dodavanjem Si u oblicima kao Sto su: natrijev silikat (Na;SiO; - 1 ppm) kod jagode
(Fragaria x ananassa Duch.), (Braga i sur., 2009.), kalcijev silikat (CaSiO3 - 1000 ppm) kod
banane (Musa sp. Maga (Silk) banana), (Asmar 1 sur., 2013.) i kalijevog silikata (K>SiO3 -
200 ppm) kod begonije 1 macuhice (Begonia semperflorens Link et Otto 1 Viola %
wittrockiana Hort.), (Lim 1 sur., 2012.). Regulacija rada puci ili poboljSanje transpiracije
kroz puc¢i ukazuje da Si snazno utjee na vodni rezim biljke (Ming i sur., 2012.).
Polimerizacija Si u stanicama epiderme utjeCe na integritet stani¢ne stijenke (Dakora i
Nelwamondo, 2003.) i njihovu strukturnu stabilnost tijekom stresnih uvjeta (Tripathi i sur.,

2016.).
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2.7. Nanotehnologija

Biotehnologija ima klju¢nu ulogu u masovnoj proizvodnji poboljSanih biljnih genotipova (in
vitro kultura tkiva, klonsko razmnoZzavanje). Ona moze pomoc¢i i u razmnozavanju biljnih
vrsta koji sadrze korisne bioloske aktivne tvari (aditive za hranu, pigmente, farmaceutske

proizvode, biopesticide, itd.).

Nanotehnologija, predstavlja vazno podru¢je u istrazivanju temeljeno na modernim
materijalima — nanocesticama (NP). Ovi materijali specificni su po svojim: veli¢inama,
oblicima i distribuciji. Primjene koriStenja nanomaterijala i NP se vrlo brzo razvija (Jain 1
sur., 2009). Nanocestice su pokazale svoju vaznost u razli¢itim granama biljne
biotehnologije. Dokazana je njihova ucinkovitost u mnogim istrazivanjima, od pojedinih
faza kulture tkiva (dezinfekcija, diferencijacija kalusa), stvaranja somaklonalnih varijacija,
dobivanja genetski modificiranih organizama do ostalih oblika primjene kao Sto je
produkcija sekundarnih metabolita (Kim i sur., 2017.). U kulturi biljnog tkiva, postoji
nekoliko istrazivanja temeljenih na nanotehnologiji, a posebice upotrebi NP u klijanju
sjemena (Slika 9.), poboljSanju rasta biljaka, genetickim modifikacijama biljaka, zastiti bilja,

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

Slika 9. Aplikacija nano-silicija i utjecaj na klijavost sjemena raj¢ice (preuzeto iz Siddiqui i
Al-Whaibi, 2013.)
12



2.8. Puci

Biljke za svoj rast i transpiraciju (disanje) koriste ali i gube puno vode. Kada je dostupnost
vode ograni¢ena, jedan od brzih odgovora biljaka je u vidu zatvaranja puci, mikroskopskih

pora koje se obi¢no nalaze u epidermi lista i zeljastih izdanaka (He J., Liang Y., 2018.).

Puci su evolucijski vrlo stare, a pronadene su na fosilima starim viSe od 400 milijuna godina.
Iako su se veli€ina, broj i raspored puci te njihove okolne stanice diversificirale, morfologija
pojedinacnog kompleksa puci ostala je uglavnom nepromijenjena. Sredi$nja pora omedena
je parom stanica zapornica koje potjeCu iz iste matiCne stanice, a ispod njih se nalazi

substomatalna Supljina smjeStena na mezofilnim stanicama (He J., Liang Y., 2018.).

Puci (jednina, puc), ponekad je anglizirana kao "stoma", Sto na grckom znaci 'usta’, jer
nalikuje sicu$nim ustima okruzenu nate¢enim usnama. Puci su zapravo par zastitnih stanica,
koje mogu nabubriti da se otvore ili smanjiti oticanje kako bi zatvorili srediSnju poru kroz
koju voda kao para prolazi u atmosferu. Biljke koriste puci za simultanu regulaciju unosa
CO: 1 gubitka vode, te izravno utjecu na stopu asimilacije COz i transpiracije (Raven, 2002.;

Ruszala i sur., 2011.).

Najvaznija karakteristika puci je da se mogu otvarati i zatvarati, a promjena veli¢ine otvora
regulira izmjenu plinova (Jones i sur., 2003.; Doblin i sur., 2010.; Amsbury i sur., 2016.).
Otvaranje puci, proces koji je ovisan o energiji i citoplazmi, takoder proizlazi iz transporta,

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

Biljke bez korijena Cesto se uzgajaju in vitro gdje je atmosfera vrlo vlazna, a protok voden
razlikom u potencijalu vode posljedi¢no je smanjen. Unato¢ tome, ¢ini se da u kulturi tkiva
jos uvijek postoji dovoljan protok vode (Beruto i sur., 1999.) koji moze utjecati na puci koje
budu konstantno otvorene (De Klerk i Wijnhoven, 2005.). Medutim, treba napomenuti da su
u kulturi tkiva puci uvijek otvorene na dijelu eksplantata koji je izloZen plinovitoj fazi (De
Klerk 1 Wijnhoven, 2005.), a isto se moZe odnositi i na tkiva koja su izlozena polukrutom ili

tekuc¢em mediju.

Sto je vise puci po jedinici povrSine (gustoca puci), to se vise viska vode oslobodi, a CO>
primi. Ravnoteza izmedu ova dva procesa ovisi o odgovoru puci na unutarnje i vanjske

podrazaje te zahtjevu mezofila prema CO> (Lawson i Blatt, 2014.).
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Slika 10. Fenotipovi i raspodjela puci: a, ¢ (puci u obliku bucice kod biljke Setaria viridis,
tipi¢ne za trave), b, d (puci u obliku bubrega, tipicne za biljke poput Commelina
communis), € (puci kod trava su strogo rasporedene u nizovima stanica s identi¢nom
orijentacijom), f (puci kod C. communis su rasporedene rastrkano i anizotropno), (preuzeto

izHeJ., 2018.).

Postoje dvije razliCite vrste stanica zapornica, u obliku bucice i u obliku bubrega,
predstavljene biljkama Setaria viridis (Slika 10. a, c i €) i Commelina communis (Slika 10.
b, d i f). Trenutni dokazi podrzavaju tezu da su puci sa stanicama zapornicama u obliku
bucice evolucijski naprednije i1 fizioloski ucinkovitije, jer njihove stanice zapornice
zahtijevaju manje otopljenih tvari i manje vode za postizanje odredenog povecanja otvora

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

Pore puci takoder se mogu aktivno zatvoriti kako bi se sprijec¢io ulazak mikroba te na taj
nacin zastititi biljku od infekcija patogenima (Melotto i sur., 2006.). Pu¢i mogu imati veliki
utjecaj na globalne cikluse ugljika 1 vode, kao i na konkurentnost biljaka i nutritivhu
vrijednost poljoprivrednih proizvoda. Taj utjecaj dodatno se pogorSava zbog trenutnih
klimatskih promjena, osobito povecanja razine CO2 u atmosferi (Hetherington i Woodward,

2003; Myers 1 sur., 2014).

Otvor i broj puci na povrsini fotosintetskih organa zajednicki kontroliraju genetika i okolisni
faktori kako bi se 'postavile' stope izmjene plinova u skladu s trenutnim uvjetima okoline
(Hetherington i Woodward, 2003; Assmann i Jegla, 2016). Da bi sauvale vodu, pustinjske
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biljke, kao i borovi, ¢esto imaju svoje puci uvucene u stomatalne kripte koje su male komore

ispod povrsine lista ili stabljike.

Slika 11. Fotografija uzoraka distribucije puc¢i u C. camphora. (a, b). Rijetko je da se puci
medusobno dodiruju; veéina ih je rasporedena na pokozici lista pojedina¢no. Medutim, ima
mnogo puci ¢iji je raspored vrlo blizu jedno drugome i odvojenih samo jednim EC
(epidermalna stanica), (oznaceno isprekidanim strelicama). (¢, d) Grozdasti prikaz puci je

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

Puci se znacajno razlikuju u raspodjeli, rasporedu, veli¢ini i ucestalosti medu vrstama ili
genotipovima unutar jedne vrste (Slika 11.). Obi¢no su duge 20-50 um i javljaju se u gustoci
izmedu 50 1 300 po mm? Puci se mogu naci na stabljikama, listovima, cvjetovima i
plodovima, ali ne i na korijenju. Na listovima puci mogu biti prisutne na obje povrsine
(amfistomatski, npr. kod Arabidopsisa) ili samo na jednoj povrsini (hipostomatski), kao kod
vecine drvenastih biljaka, ukljuc¢ujuéi i borovnicu. Medutim, topola i vrba su iznimke medu
drvenastim biljkama jer su amfistomatske. Puci obi¢no potpuno izostaju s potopljenih listova

vodenih biljaka (astomatski). Ve¢ina parazitskih biljaka ¢esto nema puci (He, Liang, 2018.).
15



Biljke stvaraju puci u organiziranim uzorcima. Kod trava, ¢etinjaca i nekih dikotiledona,
puci se javljaju u paralelnim redovima, dok su kod listova s mrezastom nervaturom c¢esto

'nasumicno' rasprsene (He, Liang, 2018.).

16



3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Opis laboratorija

Istrazivacki dio ovog diplomskog rada proveden je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva
Katedre za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (laboratorij za vocarstvo) Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS). Laboratorij je u potpunosti opremljen za
uspjesno provodenje istrazivanja iz ovog podrucja znanstvenog rada, a posjeduje: laminarni
stol/kabinet, autoklav, magnetna mijeSalica, pH metar, sterilizator, pincete, skalpeli, TIB/TIS

— SETIS® sustav bioreaktora (Slika 12.), mati¢ni biljni materijal (mati¢njak), prostor za

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

()

u pojedinim fazama mikropropagacije.

=

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

U laboratoriju za kulturu tkiva in vitro u kulturi se odrzavaju mnoge vocne i druge biljne
vrste poput: lijeske, paulovnije, maline, kupine, vi$nje, treSnje, ruzmarina, divizme, ukrasnih

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

3.2. Cilj i postavljanje istraZivanja

Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje utjecaja nanocestica silicija (SiO2) na
anatomske znacajke lista (veli¢ina, broj 1 izgled puci) voéne vrste americke visokogrmolike
borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u SETIS™ tekuc¢em imerznom sustavu bioreaktora

(Slika 12).

Samo istrazivanje je postavljeno u sterilnim uvjetima laminarne komore (laboratorij za in
vitro), gdje je pripremljen tekuci hranjivi medij s razli¢itim koncentracijama nanocestica
silicijevog dioksida (SiO»). Inicijacija eksplantata obavljena je u TIB/TIS posude za biljni

materijal.

Sva oprema, posude, pribor i medij koristen za izradu ovog diplomskog rada steriliziran je
u vertikalnom Inko lab autoklavu u rezimu 121 °C s trajanje od 20 minuta pri tlaku od 1,2
bara. Radni prostor laminarne komore je steriliziran sa 70 %-tnim etanolom i UV svjetlom

u trajanju od 30 minuta.

Imerzni sustav bioreaktora SETIS™ se sastoji od fizicki odvojenih posuda (komora) s
biljnim materijalom i posuda s teku¢im hranjivim medijem koji pomocu pneumatike i
zadanog ciklusa povremeno potapa biljni materijal. Svaka je jedinica (bioreaktor),
opremljena dodatnim ventilima s mikrofilterima (veli¢ina pora 0,2 um) za regulaciju tlaka i

izmjenu plinova ¢ime se postize kontrolirano prozraCivanje medija i komore s biljnim
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materijalom (Slika 14.) kako bi se sprijecila akumulacija etilena i naknadna kontaminacija u

sustavu (Bosnjak, 2022.).

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

3.3. Biljni materijal u istraZivanju

Istrazivanje je provedeno na vo¢noj vrsti ameri¢koj borovnici (Vaccinium corymbosum L.),
koja je prethodno uvedena u in vitro kulturu biljnog tkiva. In vitro izdanci disecirani su na
nodijalne eksplantate (Slika 15.) veli¢ine 1 do 2 cm s dva do tri nodija (bo¢na pupa s listom),

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

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

nodijalni segmenti nakon 30 dana kulture (Izvor: Zita Bece)
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3.4. Tretmani u istraZzivanju

U izradi ovog diplomskog rada koristen je gotovi hranjivi medij WPM (Lloyd i McCown,
1981.) formulacije, proizvodaca Duchefa Biochemie (Nizozemska). Hranjivi medij
sadrzavao je mikro- i makroelemente koji su navedeni u tablici 2., uz dodatak 30 g/L Secera,
2 mg/L zeatina (citokinin) i pojedinih tretman nanocestica SiO,. pH medija podesen je na
5,0. Svaki bioreaktor sadrzavao je oko 750 ml tekuceg hranjivog medija, a nanocestice SiO»

dodane su direktno u teku¢i hranjivi medij prije autoklaviranja.

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

istrazivanju

Mikroelementi mg/1 M
CuSO04.5H;0 0.25 100
FeNaEDTA 36.70 100.00
HsB0s 6.20 100.27
MnS0y.HeO 22.30 131.94
NagMoCy.2Hz0 0.25 1.03
ZnS04.7H20 8.60 29.91
Makroelementi mg/l mM
CaCly 72.50 0.55
CalNOg2 4H0 471.26 2.35
KHPO, 170.00 1.25
K504 990.00 5.68
MgS0y 180.54 150
NH;NO3 400.00 5.00

Tretmani su ukljucivali primjenu gotovih i sintetiziranih nanocestica silicijevog dioksida
(Si02 nanopuder, veli¢ina cestica 10 — 20 nm), a mati¢na otopina nanocestica SiO»
pripremljena je otapanjem i disperzijom pomocu DMSO (dimetil sulfoksida) i ultrazvu¢nog

homogenizatora Hielcher UP400St.

Istrazivanje je ukljucivalo postavljenje 2 tretmana s nanocesticama (Si I i Si II) + kontrolni
tretman (K). Svaki tretman postavljen je u 3 repeticije (3 bioreaktora + 3 tretmana = 9
bioreaktora), a svaka posuda s biljnim materijalom sadrzavala je 200 eksplantata borovnice
(3 x 200 = 600 eksplantata po tretmanu). U tablici 3. detaljno su prikazane koriStene
koncentracije nano-SiO> u ovom istrazivanju.
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Tablica 3. Tretmani u istrazivanju

Tretman | Koncentracija — repeticije

K kontrola — 0 (bez nanocCestica)

Sil 30 mg/L — nano-SiO>
Sill | 75 mg/L —nano-SiOs

Po zavrsetku postavljanja istrazivanja svi bioreaktori postavljeni su u klima komoru u rezim

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

3.5. Mjerenja u istraZivanju

Listovi s pu¢ima pripremljeni su prema metodi Gao i sur. (2017.). Nakon 30 dana kulture
sa svakog tretmana uzeto je 10 nasumi¢no odabranih novih izdanaka borovnice, odnosno sa
svakog izdanka je uzeto najmanje 10 listova koji su potopljeni u MES-KCI pufer te im je
pomocu skalpela i pincete oguljena donja epiderma. Fragmenti epiderme su promatrani pod
svjetlosnim mikroskopom i fotografirani digitalnom mikroskopskom kamerom (Slika 17.)
uz analizu u programu Motic Images Plus 2.0ML. Mjerenja su obuhvacala odredivanje broja
pudi po povrsini epiderme lista (mm?) i dimenzija puci (duZina i $irina puci i otvora porusa,
um).

Mjerenja u istrazivanju:

e Broj puci po povrsini epiderme (mm?)

e Dimenzije puci (Slika 16.): duzina (A) i Sirina (B) puci 1 duzina (a) 1 Sirina otvora

(b) porusa u pm

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

3.6. Statisticka obrada podataka

Podatci u ovom diplomskom radu analizirani su pomo¢u Microsoft Office Excel 2013.1 SAS
Software 9.3. statistickog paketa. Za statisticku obradu koriStena je analiza varijance, a
razlike izmedu srednjih vrijednosti tretmana utvrdene su pomocu Fisher LSD testa (p <

0,05).
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4. REZULTATI

Nakon 45 dana kulture svi tretmani uspjeli su inicirati dovoljno biomase za daljnju
multiplikaciju, odnosno provodenje analiza i evaluaciju tretmana (Slika 18.). Tijekom
mjerenja anatomskih znacajki lista i evaluacije samih tretmana nije uoc¢ena kontaminacija ili

stresni utjecaj hranjive podloge i/ili uvjeta klima komore.

A

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

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

tretmanima.

Prema tablici 4. na kontrolnom tretmanu (K) visina puci (A) po repeticijama kretala se u
rasponu od 23,09 do 26,31, odnosno prosje¢no 24,70 um. Sirina puéi (B) kretala se u rasponu
od 19,63 do 22,72, prosje¢no 21,18 um. Visina porusa (a) kretala se od 8,10 do 11,12,
odnosno prosjeéno 9,61 pum. Sirina porusa na kontrolnom tretmanu (K) iznosila je 6,33 do
8,78, tj. prosjecno 7,55 um.
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Tablica 4. Dimenzije puci i otvora porusa na listovima borovnice po tretmanima i repeticijama (pm)

Tretman
K

K

Sil
Si 1
Si 1l
Si 1l

Tablica 5. Broj puéi po tretmanima i repeticijama na listovima borovnice (po mm?)

Sil
Si 1
Si 1l
Si 1l

Repeticija (A) Visina pu¢i Prosjek (B) Sirina puti Prosjek (a) Visina porusa

1

N = N = N

Tretman

23,09
26,31
26,30
28,00
27,06
26,04

24,70
27,15

26,55

Repeticija

N = N = N =

19,63
22,72
22,59
24,26
23,16
21,20

21,18
23,43

22,18

Broj puci

43,3
34,6
31,2
26,5
25,0
34,0

8,10

11,12 2,61
10,22
1121 10,72
10,90
9,59 10,24

Prosjecan broj puci po
tretmanu (po mm?)

39,0
28,9

29,5

Prosjek (b) Sirina porusa Prosjek

6,33

8.78 7,55
7,90
9.26 8,58
8,10
7.7 7,68

Prosjecan broj puci na
razini pokusa (po mm?)

32,4
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Na tretmanu Si I, visina puci (A) po repeticijama kretala se u rasponu od 26,30 do 28,00 s
prosje¢nom vrijedno$éu od 27,15 pum. Sirina puéi (B) u ovom tretmanu kretala se od 22,59
do 24,26, odnosno prosjecno 23,43 um. Visina porusa (a) bila je izmedu 10,22 do 11,21 s
prosjekom od 10,72 um. Sirina porusa (b) kretala se u rasponu od 7,90 do 9,26, tj. prosje¢no
8,59 um (Tablica 4.).

Na tretmanu Si II (Tablica 4.), visina puci (A) po repeticijama kretala se u rasponu od 26,04
do 27,06, s prosjekom od 26,55 um. Sirina puci (B) bila je od 21,20 do 23,16, odnosno
prosjecno 22,18 um. Visina porusa (a) kretala se izmedu 9,59 i 10,90, s prosjekom 10,24
um, a Sirina porusa (b) od 7,27 do 8,10 u prosjeku 7,68 pm.

U tablici 5. izneseni su rezultati broja pu¢i po mm? donje epiderme lista po primijenjenim
tretmanima (Slika 19.). Prema tablici 5. broj pu¢i po mm? na kontrolnom tretmanu (K) kretao
se urasponu od 34,6 do 43,3 ili prosjecno po tretmanu 39,0. Na tretmani Si I broj puci kretao
se u rasponu od 26,5 do 31,2, odnosno prosje¢no 28,9. Na tretmanu Si II broj puci bio je
izmedu 25,0 do 34,0 s prosjekom od 29,5. Prosjecan broj puci na razini cijelog pokusa po

mm? donje epiderme lista borovnice iznosio je 32,4 puéi.

Slika 19. Originalni izgled uzorka za parametar broj pu¢i po mm? donje epiderme lista

(Izvor: Zita Bece)
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5. RASPRAVA

Na razini cijelog pokusa nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike u dimenzijama puci (A i
B) i otvoru porusa (a i b) te broju puci po mm? epiderme lista izmedu kontrole i tretmana s

nano silicijem (Si10>), (Tablica 6).

Tablica 6. StatistiCke razlike u dimenzijama puci i otvoru porusa po tretmanima u pokusu

(4) Visina (B) Sirina (a) Visina (b) Sirina Broj puci

Tretman
puci (um) puci (um)  porusa (um) porusa (um) (mm?)
K 24,704 21,174 9,614 7,554 38,924
Sil 27,154 23,424 10,714 8,584 28,824
Sill 26,554 22,184 10,244 7,684 29,474
F - test 1,37 0,94 0,31 0,44 2,14
p 0,3781 0,4813 0,7530 0,6812 0,2640

Prema grafikonima 1. ali i1 tablici 6. vidljivo je da su pu¢i na tretmanu s niZom
koncentracijom silicija od 30 mg/L (Si I) bile najve¢ih dimenzija u odnosu na kontrolu (K)
1 tretman s ve¢om koncentracijom nano silicija (Si II — 75 mg/L). Tretman s viSom
koncentracijom silicija od 75 mg/L (Si II) takoder je razvio vece puci (A, B, aib) u odnosu
na kontrolni tretman (K). Primjena nano silicijevog dioksida (SiOz) ima znacajan utjecaj na
morfoloSke karakteristike listova (Sivanesan i Park, 2014.; Humbal i Pathak, 2023.). Nano
Si0, moZe poboljsati strukturu i funkcionalnost stani¢nih stjenki, ukljucujuéi stanice puci,
Sto rezultira promjenama u veli¢ini puci i porusa. Osim toga, aplikacija SiO2> moZe povecati
broj puci na listovima, Sto poboljSava fotosintetsku aktivnost i u¢inkovitost koristenja vode

u biljkama (Direkvandy i1 sur., 2024.; Liang i sur.,2023.; Du i sur., 2022.).

Direkvandy 1 sur. 2024., u svom istrazivanju na pSenici (7riticum aestivum L.) iznose
pozitivni utjecaj nanocestica SiO2 koje su blago povecale broj puci i poboljsale fotosintetsku
aktivnost, Sto je dovelo do bolje otpornosti biljaka na susu i druge abioticke stresove. Ova
teza u naSem istrazivanju nije potvrdena, odnosno u nasem istrazivanju oba tretmana sa nano
SiO (Si I'i Si II) nisu utjecala na povecanje broja puci po mm?. Isti autori navode da su
nanocestice SiO> smanjuju veli¢inu puci 1 porusa na listovima pSenice, ¢ime se poboljSava

kontrola transpiracije i povecava ucinkovitost koriStenja vode u uvjetima suSe. Manje puci
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omogucuju bolju prilagodbu biljaka na stresne uvjete, smanjujuéi gubitak vode i
poboljSavaju¢i opstanak biljaka u nepovoljnim uvjetima (Direkvandy i sur. 2024.).
Kontrastno, u naSem istrazivanju na svim tretmanima s nano SiO», a posebice na tretmanu
Si I (30 mg/L) primije¢eno je blago povecanje (statisticki nije znacajno) svih parametara po

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

a. dimenzije puci b. broj puci

, 27.15 45.
30.00 5.00 180

25.00 2342 40.00
20.00 35.00 28.82 29.47
15.00 10.71 30.00
10,00 8.58 25.00
5.00 20.00
15.00
0.00

(A)Visina (B) Sirina  (a) Visina  (b) Sirina 10.00
puci puci porusa porusa 5.00
0.00

mK mSil mSill K Sil Sill

Grafikon 1. Graficki prikaz razlika izmedu tretmana u a. dimenzije puci i b. broju puci u
pokusu

Takoder, slicne rezultate u smanjenju veli¢ine i povecanju broja puci pod utjecajem
nanocestice SiO2 iznose Du i sur. 2022. na rizi (Oryza sativa L). Autori iznose kako je veci
broj puci rezultirao pove¢anom fotosintetskom aktivnos¢u i boljom otpornosti na abioticke

stresove, dok je smanjena veli¢ina puci pogodovala smanjenju gubitka vode.

Liang i sur. 2023. u istrazivanju na pamuku (Gossypium hirsutum L.) iznose da je primjena
nanocestica SiO; poboljsala regulaciju puci i fotosintetsku ucinkovitost pod uvjetima stresa
izazvanog niskim temperaturama i visoke koncentracije soli. Takoder utvrdili su da je
primjena nano SiO> rezultirala smanjenjem veli¢ine puci, dok je broj puci po jedinici

povrsine ostao stabilan ili blago povecan, ovisno o koncentraciji nanocestica.

Navedena istrazivanja ukazuju na pozitivni utjecaj nanocestica SiO> u poboljSanju biljnih
karakteristika, odnosno otpornosti biljaka na razliCite stresove ex vitro. U nasem istrazivanju
nismo utvrdili znacajne razlike izmedu kontrolnog tretmana i tretmana s nanocesticama po
pitanju dimenzija puci ali i broja puci na listovima borovnice in vitro. lako se radi o
imerznom sustavu koji koristi teku¢u hranjivu podlogu, odnosno medij, nanocestice SiO»
nisu zna¢ajno doprinijele u smanjenju dimenzija pu¢i, odnosno poveéanju broja puéi po mm?

epiderme listova borovnice. Oba tretmana s nanocesticama SiO; rezultirala su s veéim
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pucima (veli¢ina i §irina puci i porusa) i manjim brojem pu¢i po mm? u odnosu na kontrolni

tretman (Tablica 6., Grafikon 1).

Istrazivanja o direktnom utjecaju nanocestica SiO> u kulturi biljnog tkiva na anatomske
znacajke listova (dimenzije i broj puci) in vito biljaka vrlo su oskudna. Pregledom recentnih
1 dostupnih istrazivanja nije utvrden niti jedan znanstveno-istrazivacki rad ciljan na ovu
temu. Pojedine studije ukazuju da postoje odredeni utjecaju nanocCestica SiO> na ponaSanje
puci (fiziologiju), medutim specifi¢na ili sli¢na istrazivanja usmjerena iskljuc¢ivo na ove

parametre (dimenzije i broj puci) in vitro jos uvijek nisu dostupna.

U znanstvenim radovima o primjeni nanocestica SiO> u kulturi biljnog tkiva in vitro
uglavnom se istrazuje utjecaj ovih nanocestica na povecanje otpornost biljaka na bolesti (EI-
Shetehy i sur., 2021.) unosu, transportu, distribuciji ili bio-u¢incima nanocestica (Le i sur.,

2014.) ili u¢inku na razvoj eksplantata i korijena in vitro biljaka (El-Kady 1 sur., 2017.).

El-Shetehy i sur., (2021.) u svom istrazivanju utvrdili su da in vitro biljke Arabidopsisa pod
tretmanom s nanocesticama nepotpuno zatvaraju puci, a razlog lezi uslijed prisutnosti
nanocestica smjestenih izmedu stanica zapornica. Ovi rezultati upucuju na izravan utjecaj
nanocestica SiO2 na funkcioniranje samih puci. lako je istrazivanje prvenstveno usmjereno
na otpornost na bolesti i fizioloske ucinke, dobivene su spoznaje o akumulaciji i fiziologiji
rada puci na tretmanima s nanocesticama silicijevog dioksida. Le i sur., (2014.) pruzaju nam
uvid u fizioloske uc¢inke ovih nanocestica, koji se neizravno mogu odnositi 1 na karakteristike
samih puci. Istrazivanje govori o tome kako nanocestice SiO> mogu utjecati na rast 1 razvoj
in vitro biljaka pamuka, te iznose posljediénu moguénost utjecaja i na gustocu (broj) i
veli¢inu (dimenzije) puci, iako konkretna mjerenja nisu iznesena u rezultatima. El-Kady 1
sur., (2017.) na in vitro eksplantatima banane usredotoceni su na parametre rasta i razvoja
korijena 1 izdanaka. U ovom istrazivanju nema podataka o dimenzijama ili broju puci, ali
studija implicira da bi fizioloSke promjene izazvane nanocesticama SiO> mogle neizravno

utjecati na rad puci kroz poboljsani rast biljaka i reakciju na stresne uvjete.

Slijedom iznesenog, nanocestice Si0> pokazuju niz korisnih uc¢inaka u kulturi biljnog tkiva
in vitro, uklju¢ujuéi poboljSani rast eksplantata, povecanu otpornost na stres i smanjenu

kontaminaciju.

Rezultati dobiveni u nasem istrazivanju sugeriraju na moguénost utjecaja prvenstveno nize
koncentracije nanocestica SiO2 od 30 mg/L, ali i ve¢e od 75 mg/L na anatomske znacajke

puci (dimenzije puci i otvora porusa) listova borovnice u imerznom sustavu bioreaktora.
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Biljni materijal na kraju ciklusa razvio je idealnu biomasu te nije pokazao znakove stresa,
vitrifikacije ili negativnog utjecaja primijenjenih koncentracija nanocestica. Vizualnom
analizom utvrdena je 1 veca visina te broj izdanaka koji su razvili viSe zelenijih listova u
odnosu na kontrolni tretman (Slika 20.). Medutim, utjecaj primijenjenih koncentracija
nanocestica SiO na razvoj veéeg broja pu¢i po mm? epiderme listova eksplantata borovnice

u teku¢em imerznom sustavu nije potvrden.

Pretpostavka je da nanocestice SiO> u obije koncentracije (30 1 75 mg/L) pozitivno utjeCu
na anatomske karakteristike puci jer su in vitro izdanci na oba tretmana razvili vece 1 krupnije
puci u odnosu na kontrolni tretman bez nanocestica. Pogotovo ukoliko se radi o teku¢em
hranjivom mediju (TIB/TIS sustav bioreaktora) gdje prevladavaju okolisni uvjeti visoke
koncentracije vlage koja moze dovesti do negativne fizioloske pojave tzv. vitrifikacije ili

hiperhidriranosti biljnog tkiva koja u naSem istraZivanju nije zapaZena na ovim tretmanima.

Pretpostavka je da su primijenjene nanocestice pozitivno utjecale i na razvoj kutikule,
odnosno epiderme ali 1 stanica mezofila (spuzvasti 1 palisadni parenhim) listova borovnice.
Izdanci na kontrolnom tretmanu (K) rezultirali su s 30 % vitrificiranih izdanaka, dok na
tretmanima sa nanocesticama vitrifikacija je bila minimalna samo pri bazi, odnosno kalusu

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

Ovi rezultati naglaSavaju potencijal 1 vrijednost primjene nanocestica SiO; u biljnoj
biotehnologiji, posebice na poboljSanje ucinkovitosti ishoda in vitro metoda razmnozavanja
u tekuéem imerznom sustavu bioreaktora. Daljnja istrazivanja potrebno je usmjeriti
istrazivanju drugih koncentracija te samih mehanizama na kojima se temelje izneseni u¢inci

ali 1 optimizaciji njihove primjene na razli¢itim drugim biljnim, odnosno vo¢nim vrstama.

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

tretmanu (K) i tretmanu (Si I) s nanocesticama SiO; (Izvor: Bosnjak D.)
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6. ZAKLJUCAK

Mikropropagacija borovnice predstavlja jedan od kljuénih modela u komercijalnoj
proizvodnji ove voéne vrste, odnosno ovom metodom vrlo brzo i masovno proizvodimo
visokokvalitetni i fitosanitarno ispravnih sadni materijal. Uvodenje nanobiotehnologije u
kombinaciji s teku¢im imerznim (TIB/TIS) sustavom predstavlja suvremeni pristup koji
dodatno unapreduje proces mikropropagacije. Istrazivacki dio ovog diplomskog rada
proveden je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva Katedre za vocarstvo, vinogradarstvo i

vinarstvo (laboratorij za vocarstvo) Fakulteta agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS).

Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na ispitivanje utjecaja nanocestica silicijevog
dioksida (Si02) na anatomske znacajke lista (veliina, broj i izgled puci) borovnice

(Vaccinium corymbosum L.) u SETIS™ tekuc¢em imerznom sustavu bioreaktora.
Na osnovu dobivenih rezultata u ovom diplomskom radu zakljuc¢ujemo sljedece:

e Na razini cijelog pokusa nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u dimenzijama puci 1
otvoru porusa (um) te broju pu¢i po mm? epiderme lista izmedu kontrole i tretmana s
nanocesticama SiOx.

e lako statisticki razlike nisu bile znacajne, puci na tretmanima s nanocesticama, a
posebice na tretmanu s nizom koncentracijom nanocestica SiO2 od 30 mg/L (Si I)
rezultirale su ve¢im dimenzijama i otvorom porusa u odnosu na kontrolni tretman (K).

e Rezultati dobiveni u naSem istrazivanju sugeriraju na mogucénost utjecaja prvenstveno
nize koncentracije nanocestica SiO2> od 30 mg/L, ali i ve¢e od 75 mg/L na anatomske
znacajke puci (dimenzije puci i otvora porusa) listova borovnice u imerznom sustavu
bioreaktora.

¢ Biljni materijal na kraju ciklusa (45 dana) razvio je idealnu biomasu te nije pokazao
znakove stresa, vitrifikacije ili negativnog utjecaja primijenjenih koncentracija
nanocestica SiO; na oba tretmana.

e Vizualnom analizom utvrdena je i1 veca visina te broj izdanaka na tretmanu s
nanocesticama koji su razvili viSe zelenijih listova u odnosu na kontrolni tretman.

e Utjecaj primijenjenih koncentracija nanogestica SiOz na razvoj veéeg broja puci po mm?

epiderme listova eksplantata borovnice u teku¢em imerznom sustavu nije potvrden.
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Nanocestice SiO2 u obje koncentracije (30 1 75 mg/L) su pozitivno utjecale na anatomske
karakteristike puci jer su in vitro izdanci na oba tretmana razvili vece i krupnije puci u
odnosu na kontrolni tretman bez nanocestica.

Sugeriramo 1 na moze bitni utjecaj primijenjenih nanocestice na pozitivni razvoj
parametara kutikule, odnosno epiderme ali i stanica mezofila (spuzvasti i palisadni
parenhim) listova borovnice.

Izdanci na kontrolnom tretmanu (K) rezultirali su s 30 % vitrificiranih izdanaka, dok na
tretmanima sa nanocesticama vitrifikacija je bila minimalna samo pri bazi eksplantata,
odnosno kalusu izdanka. Za potvrdu ove pretpostavke bilo bi potrebno obaviti histoloske
analize tkiva lista.

Pregledom recentnih i dostupnih istrazivanja nije utvrden niti jedan znanstveno-
istrazivacki rad ciljan na ovu temu. Pojedine studije ukazuju da postoje odredeni utjecaju
nanocestica SiOz na ponasanje puci (fiziologiju), medutim specificna ili sli¢na
istrazivanja usmjerena isklju¢ivo na ove parametre (dimenzije i broj puci) in vitro jos
uvijek nisu dostupna.

Dobiveni rezultati naSeg istrazivanja naglasavaju potencijal i vrijednost primjene
nanocestica SiO> u biljnoj biotehnologiji, posebice na poboljsanje ucinkovitosti ishoda
in vitro metoda razmnozavanja u teku¢em imerznom sustavu bioreaktora.

Daljnja istrazivanja potrebno je usmjeriti ispitivanju drugih koncentracija te samih
mehanizama na kojima se temelje izneseni ucinci ali i optimizaciji njihove primjene na

razli¢itim drugim biljnim, odnosno vo¢nim vrstama.
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8. SAZETAK

Istrazivacki dio ovog diplomskog rada proveden je u laboratoriju za kulturu biljnog tkiva
Katedre za vocarstvo, vinogradarstvo i vinarstvo (laboratorij za vodarstvo) Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti Osijek (FAZOS). Cilj ovoga diplomskog rada usmjeren je na
ispitivanje utjecaja nanocestica silicijevog dioksida (SiO2) na anatomske znacajke lista
(veli¢ina, broj 1 izgled puci) borovnice (Vaccinium corymbosum L.) u SETIS™ teku¢em
imerznom sustavu bioreaktora. lako statisticki razlike nisu bile znacajne, puci na tretmanima
s nanocesticama, a posebice na tretmanu s nizom koncentracijom nanocestica SiOz od 30
mg/L rezultirale su ve¢im dimenzijama i otvorom porusa u odnosu na kontrolni tretman.
Rezultati sugeriraju na mogucénost utjecaja prvenstveno nize koncentracije nanocestica SiO»
od 30 mg/L, ali i ve¢e od 75 mg/L na anatomske znacajke puci (dimenzije puci i otvora
porusa) listova borovnice u imerznom sustavu bioreaktora. Nanocestice SiO» u obje
koncentracije (30 1 75 mg/L) su pozitivno utjecale na anatomske karakteristike puci jer su in
vitro izdanci na oba tretmana razvili vece 1 krupnije puci u odnosu na kontrolni tretman bez
nanocestica. Biljni materijal na kraju ciklusa (45 dana) razvio je idealnu biomasu te nije
pokazao znakove stresa, jake vitrifikacije ili negativnog utjecaja primijenjenih koncentracija
nanoCestica SiO. Vizualnom analizom utvrdena je 1 veca visina te broj izdanaka na
tretmanima s nanocCesticama koji su razvili vise zelenijih listova u odnosu na kontrolni
tretman. Utjecaj primijenjenih koncentracija nanocestica SiO2 na razvoj veceg broja puci po
mm? epiderme listova eksplantata borovnice u tekuéem imerznom sustavu nije potvrden.
Dobiveni rezultati naSeg istrazivanja naglasavaju potencijal 1 vrijednost primjene
nanocestica SiO> u biljnoj biotehnologiji, posebice na poboljSanje ucinkovitosti ishoda in
vitro metoda razmnoZzavanja u teku¢em imerznom sustavu bioreaktora. Daljnja istraZivanja
potrebno je usmjeriti ispitivanju drugih koncentracija nanocestica te samih mehanizama na
kojima se temelje izneseni ucinci ali 1 optimizaciji njihove primjene na razlic¢itim drugim

biljnim, odnosno voénim vrstama.
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9. SUMMARY

The research component of this thesis was conducted in the Plant Tissue Culture Laboratory,
Department of Pomology, Viticulture, and Enology (Pomology Laboratory) at the Faculty of
Agrobiotechnical Sciences Osijek (FAZOS). The aim of this thesis was to examine the
effects of silicon dioxide (SiO2) nanoparticles on the anatomical characteristics of blueberry
(Vaccinium corymbosum L.) leaves, specifically the size and number of stomata, within the
SETIS™ liquid immersion bioreactor system. Although the statistical differences were not
significant, stomata in treatments with nanoparticles, especially with the lower concentration
of Si0; nanoparticles (30 mg/L), exhibited larger dimensions and pore openings compared
to the control treatment. The results suggest a potential effect, primarily of the lower
concentration (30 mg/L), but also of the higher concentration (75 mg/L), of SiO;
nanoparticles on the anatomical features of stomata (size and pore openings) in blueberry
leaves grown in the immersion bioreactor system. Si0O, nanoparticles, at both concentrations
(30 and 75 mg/L), positively influenced the anatomical characteristics of stomata, as in vitro
shoots in both treatments developed larger and more robust stomata compared to the control
treatment without nanoparticles. By the end of the 45-day cycle, the plant material had
developed an ideal biomass and showed no signs of stress, severe vitrification, or any
negative effects from the applied concentrations of SiO; nanoparticles. Visual analysis also
revealed greater shoot height and an increased number of shoots in nanoparticle-treated
plants, which developed more and greener leaves compared to the control treatment. The
effect of the applied SiO> nanoparticle concentrations on the development of a greater
number of stomata per mm? of epidermal tissue in blueberry explants in the liquid immersion
system was not confirmed. The results of our research emphasize the potential and value of
applying SiO? nanoparticles in plant biotechnology, particularly in improving the efficiency
of in vitro propagation methods within the liquid immersion bioreactor system. Future
research should focus on testing other nanoparticle concentrations and exploring the
mechanisms underlying the observed effects, as well as optimizing their application to other

plant, especially fruit species.
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Abstract: The research component of this thesis was conducted in the Plant Tissue Culture Laboratory, Department of
Pomology, Viticulture, and Enology (Pomology Laboratory) at the Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek (FAZOS).
The aim of this thesis was to examine the effects of silicon dioxide (SiO2) nanoparticles on the anatomical characteristics
of blueberry (Vaccinium corymbosum L.) leaves, specifically the size and number of stomata, within the SETIS™ liquid
immersion bioreactor system. Although the statistical differences were not significant, stomata in treatments with
nanoparticles, especially with the lower concentration of SiO2 nanoparticles (30 mg/L), exhibited larger dimensions and
pore openings compared to the control treatment. The results suggest a potential effect, primarily of the lower concentration
(30 mg/L), but also of the higher concentration (75 mg/L), of SiO2 nanoparticles on the anatomical features of stomata (size
and pore openings) in blueberry leaves grown in the immersion bioreactor system. SiO2 nanoparticles, at both
concentrations (30 and 75 mg/L), positively influenced the anatomical characteristics of stomata, as in vitro shoots in both
treatments developed larger and more robust stomata compared to the control treatment without nanoparticles. By the end
of the 45-day cycle, the plant material had developed an ideal biomass and showed no signs of stress, severe vitrification,
or any negative effects from the applied concentrations of SiO2 nanoparticles. Visual analysis also revealed greater shoot
height and an increased number of shoots in nanoparticle-treated plants, which developed more and greener leaves
compared to the control treatment. The effect of the applied SiO2 nanoparticle concentrations on the development of a
greater number of stomata per mm? of epidermal tissue in blueberry explants in the liquid immersion system was not
confirmed. The results of our research emphasize the potential and value of applying SiO: nanoparticles in plant
biotechnology, particularly in improving the efficiency of in vitro propagation methods within the liquid immersion
bioreactor system. Future research should focus on testing other nanoparticle concentrations and exploring the mechanisms

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