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SAZETAK

Hirvatski Sumarski institut od 2018. godine kroz Laboratorij za kulturu tkiva radi na razvitku
protokola za mikropropagaciju najvaznijih i najugrozenijih vrsta Sumskog drve¢a u Republici
Hrvatskoj. Sve intenzivnije klimatske promjene negativno utje¢u na stabilnost Sumskih
sustava, dok u isto vrijeme pogoduju pojavi novih, ali i poja¢anom Sirenju ve¢ postojecih
Sumskih Stetnika i patogena. Pronalazak i o¢uvanje superiornih genotipova koji bi mogli
opstati u novonastalim okolnostima postaje sve vaznije za o¢uvanje $uma, dok se uz pomo¢
mikropropagacije ovaj proces moze visestruko ubrzati.
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UVOD

Laboratorij za kulturu tkiva Hrvatskog $umarskog
instituta (HSI) zapodeo je s radom tijekom 2018.
godine. Prema Zakonu o $umskom reprodukcijskom
materijalu (NN 75/09, 61/11, 56/13, 14/14, 32/19,
98/19,) Sluzbeno tijelo ustanovljava genetsku banku
svojti Sumskog drveca koju sacinjavaju zbirke tkiva, Zivi
arhivi, Sumski sjemenski objekti te nadzirane i uzgojene
populacije. Sukladno tome, HSI je osnovao Laboratorij
za kulturu tkiva, a s krajnjim ciljem o¢uvanja genetske
raznolikosti Sumskog drveca. U laboratoriju se za potrebe
kloniranja biljaka primjenjuje tehnika mikropropagacije.
Mikropropagacija je relativno nova metoda razmno-
zavanja $umskog drveéa u Republici Hrvatskoj. Ovom
posebnom tehnikom vegetativnog razmnozavanja se
iz malih dijelova biljnoga tkiva (eksplantata) ili stanica
roditeljske biljke na specijaliziranim hranidbenim
podlogama nastoje proizvesti zdrave presadnice (Para-
dzikovi¢ 2014). Sama metoda temelji se na svojstvu
totipotentnosti stanice, odnosno njenoj sposobnosti
da se dijeli i stvara sve diferencirane stanice odraslo
organizma. Inokulacijom i uzgojem biljnih tkiva na
specifiénim  hranjivim podlogama, u strogo kontro-
liranim uvjetima, mogucde je regenerirati novu biljku
genetski istovjetnu roditeljskoj.

Postupak zapocinje odabirom biljke, odnosno stabla koje
se zeli klonirati. Nakon toga se sakuplja biljni materijal
koji se propisno obiljezava i skladisti unutar laboratorija.
Eksplantati (naj¢e$ée pupovi) se prije obrade u sterilnim
uvjetima moraju povrsinski dezinficirati radi uklanjanja
mikroorganizama koji bi mogli kontaminirati hranjivu
podlogu. Povrsinski dezinficirani pupovi se zatim u
laminarnom kabinetu sa horizontalnim protokom ¢istog
zraka ¢iste od vanjskih listi¢a te prenose na odgovarajuéu
hranjivu podlogu u epruvete, staklenke ili druge
odgovarajuée sterilne posude. Time je uspostavljena
kultura tkiva in vitro (Slika 1.).

Slika 1. Eksplantat divlje tre$nje u inicijalnoj fazi mikropropagacije
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Nakon uspjesnog uvodenja u kulturu biljke se odredeno
vrijeme razvijaju u klima komori u, za njih idealnim,
uvjetima osvjetljenja, zraéne vlage i temperature.
Razvijenije biljke se zatim presaduju na hranjivu
podlogu s pojacanim sadrzajem hormona citokinina
koji stimuliraju multiplikaciju, odnosno umnazanje
pupova. Ova faza traje od 4-5 tjedana, sve dok kulture
ne potrose sva hranjiva iz podloge na kojoj se razvijaju.
Tijekom tog razdoblja, iz pupova koji su uvedeni u
kulturu, razvijaju se novi pupovi koji se ponovno
mogu koristiti kao eksplantati. Prosje¢an broj novih
pupova koji se tijekom subkulture razvije iz jednog
pupa je osnovni parametar multiplikacije i naziva se
indeksom multiplikacije. Sljede¢a faza podrazumijeva
izduZivanje izbojaka koje se postize poveavanjem
koncentracije hormona auksina u hranjivoj podlozi te,
nakon $to su izbojci dovoljno izduZeni, prebacuju se na
hranjivu podlogu za zakorjenjivanje ili oZiljavanje. Kada
izbojci razviju dovoljan broj korjencica, slijedi jedna od
in vivo, odnosno na vanjske uvjete. Pritom se biljke iz
posuda u kojima su kultivirane presaduju u sterilni
supstrat odredenog sastava te se neko vrijeme odrzavaju
u uvjetima visoke vlaznosti zraka. Krajnji ishod procesa
su potpuno aklimatizirane sadnice sposobne za rast u
vanjskim uvjetima.

Prema Yildizu (2012) na uspjesnost mikropropagacije
utjecu:

a) Genotip

Sposobnost regeneracije biljaka u Sirokom je rasponu i
razlikuje se izmedu porodica i pojedinih vrsta, a moze
se razlikovati i unutar genotipova iste vrste. Smatra se
da zeljaste biljke imaju bolji regeneracijski kapacitet od
drveca i grmlja.

b) Fizioloski stadij mati¢ne biljke (roditeljske biljke)
Vegetativni biljni dijelovi lakSe se regeneriraju od
generativnih biljnih dijelova, a sposobnost regeneracije
se smanjuje sa staro$¢u biljke.

c) Izvor eksplantata
Biljke uzgajane u plastenicima su bolji izvor eksplantata
od biljaka uzgajanih na otvorenom.

d) Starost eksplantata

Regeneracijska sposobnost starije biljke je obi¢no niska.
Sto su dijelovi biljke koji se koriste kao izvor eksplantata
stariji to je sposobnost umnozavanja biljke manja.

e) Veli¢ina eksplantata

Vedi eksplantati, poput listova ili hipokotila, sadrze
vece koli¢ine nutritivnih rezervi te se stoga mogu lakse
regenerirati u in vitro uvjetima od sitnih biljnih dijelova
poput stanica.
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f) Polozaj eksplantata na mati¢noj biljci

Razvoj eksplantata u in vitro kulturi moze biti pod
utjecajem mijesta na biljci gdje prikupljen. Visi dijelovi
biljke, poput vrinih izbojaka u kro$nji, smatraju se
starijima od onih u bazalnom dijelu biljke.

g) Povrsinska sterilizacija eksplantata

Uspjesnost mikropropagacije uvelike ovisi o zdravstvenoj
ispravnosti eksplantata. Pritom je izrazito vazan tretman
povrsinske dezinfekcije biljnih dijelova prije samog
uvodenja u kulturu kako bi se sprije¢ila moguénost
njihove kontaminacije mikroorganizmima kojima su in
vitro uvjeti pogodni za razvoj.

Isto tako, povrsinska dezinfekcija eksplantata ne smije
biti prejaka kako ne bi ostetila biljno tkivo.

h) Hranjiva podloga

Hranjiva podloga je iznimno vazna za razvoj kulture
biljnog tkiva. Ona se sastoja od mikroelemenata,
makroelemenata, vitamina, hormona, $ecera te drugih
spojeva i elementa vaznih za razvoj biljaka. Svaka faza
miropropagacije (uvodenje u kulturu, multiplikacija,
elongacijaizakorijenjivanje) zahtjeva posebnu recepturu.
Isto tako, svaka vrsta, pa ¢ak i genotip, zahtjeva specifi¢an
sastav hranjive podloge.

i) Uvjeti u kulturi tkiva

Nakon 3to su cksplantati inokulirani na hranjivu
podlogu, svoj razvoj nastavljsju u kontroliranim
uvjetima temperature i vlage zraka. Biljke se razvijaju
pod posebnim svjetlosnim spektrom u klima komorama
sa regulacijom dana i nodi (16 sati svjetla i 8 sati mraka) i
pri temperaturi od 21 do 25 °C.

Kultura biljnih tkiva, a time i mikropropagacija, se
primjenjuje u mnogim podru¢jima kao $to su biokemija,
fiziologija, genetika i molekularna biologija, a primjenu
je nasla i pri o¢uvanju ugrozenih i rijetkih biljnih vrsta
i biljnog genofonda. Iz tog razloga se primjenjuje u
procesu oplemenjivanja poljoprivrednih, hortikulturnih
i ostalih drvenastih biljaka, a ujedno je i sastavni dio
biotehnologije (Jelaska 1994).

Glavne prednosti primjene mikropropagacije jesu
moguénost dobivanja biljnog materijala oslobodenog od
virusa i patogena te moguénost proizvodnje vrlo velikog
broja biljaka (klonova) u relativno kratkom vremenu.
Ova metoda omogucava olak$ano razmnozavanje vrsta
kodkojih se to tesko ostvaruje tradicionalnim metodama,
uslijed otezanog klijanja sjemena ili odbacivanja cijepa
zbog inkompatibilnosti reznica i podloga prilikom
cijepljenja. Prednost mikropropagacije je, u odnosu na
druge metode razmnoZavanja, i u uStedama sredstava
koja bi se inade trosila na zagrijavanje plastenika i drugih
prostora te moguénosti proizvodnje presadnica tijekom
cijele godine.

Nedostaci mikropropagacije su ¢este infekcije inicijalnih
kultura te otezano zakorjenjivanje drvenastih vrsta.
Prilikom presadnje biljaka u in vivo uvjete, moze do¢i do
pojave nezeljenih karakteristika kao $to su grmolik rast ili
povratak na juvenilne karakteristike. Biljke proizvedene
ovom metodom mogu na terenu pokazivati osjetljivost
na pojavu bolesti i $tetnika, zbog ¢ega nije preporucljiv
uzgoj monoklonskih plantaza. Takoder, nakon
odredenog broja supkultura kalusnog tkiva ili stanica,
moze dod¢i do smanjenja regenerativne sposobnosti
biljaka. Nedostatak mikropropagacije je i potreba za
visokim ulaganjima u opremu i rad prilikom osnivanja
laboratorija, kao i u nastavku njegova rada i proizvodnji
presadnica.

RADOVI U LABORATORIJU ZA
KULTURU BILJNIH TKIVA HRVATSKOG
SUMARSKOG INSTITUTA

U laboratoriju za kulturu biljnih tkiva Hrvatskog
Sumarskog instituta trenutno se primjenjuje tehnika
mikropropagacije. U nastavku su navedene vrste
Sumskog drveca na kojima se do sada radilo te je prikazan
kratak pregled istraZivanja.

Divlja tresnja

Divlja tresnja (Prunus avium L.) je vrlo vazna autohtona
vrsta nasih mezofilnih $uma. Osim $to je cijenjena
zbog svog tvrdog drveta, njezini plodovi sluze kao izvor
hrane za mnoge ptice i sisavce. Razmnozavanje divlje
tre$nje tradicionalnim metodama desto je vrlo spor
proces zbog nedostatka redovitih i dovoljnih koli¢ina
prirodnog sjemena. Mikropropagacija odabranih elitnih
genotipova najbrza je metoda za proizvodnju kvalitetnih
presadnica koje se mogu koristiti za posumljavanje ili
podizanje klonskih sjemenskih plantaza. Biljni materijal
kori$ten za mikropropagaciju yrikupljeg je na klonskoj
sjemenskoj plantazi Polojec — Sartovac, Sumarija Kutina

(Slika 2.).

Slika 2. Uzimanje biljnih uzoraka divlje tre$nje na klonskoj sjemenskoj
plantazi Polojec-Sartovac
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Nakon povrsinske sterilizacije radi uklanjanja mogudih
izvora kontaminacije, aksilarni pupovi su o¢iséeni od
vanjskih listia te nasadeni na odgovarajucu hranjivu
podlogu.

Uslijedila je faza umnazanja kojom se biljni materijal
multiplicira, te faza zakorjenjivanja u kojoj se,
primjenom odredenih biljnih hormona, potice rast
korijena novonastalih izbojaka (Slika 3.).
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Slika 3. Tri faze u razvoju divlje tre$nje u uvjetima in vitro (uspostavljanje
kulture, multiplikacija i zakorjenjivanje)

U idudoj fazi aklimatizacije koja se odvijala u plasteniku u
uvjetima visoke zra¢ne vlage i kontrolirane temperature,
mlade biljke su se pripremale za rast u vanjskim uvjetima.
Jednogodisnji rad Laboratorija za kulturu biljnih tkiva
rezultirao je dobivanjem veleg broja izrazito vitalnih,
bezvirusnih sadnica divlje tre$nje &iji rast i razvoj ée se
nastaviti pratiti u daljnjem razdoblju (Slika 4.).

Slika 4. Aklimatiziranje presadnice divlje tre$nje nastale mikropropagacijom

Poljski jasen

Poljski jasen (Fraxinus angustifolia Vahl.) je jedna od
najvaznijih vrsta drveéa u nizinskim poplavnim $umama
Republike Hrvatske te najéesée dolazi u zajednici sa
hrastom luznjakom (Quercus robur L.). Posljednjih
godina zamijeceno je pojacano susenje poljskog jasena
u Europi, ali i na cjelokupnom podruc¢ju Republike
Hrvatske. Odumiranje stabala u Sumskim sastojinama
svih dobnih razreda na pojedinim lokalitetima stvara
velike ekoloske i gospodarske probleme te svrstava ovu
vrstu u jednu od trenutno najugrozenijih. Klimatske
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promjene te poremeéen odnos podzemnih i poplavnih
voda dovele su do fizioloskog slabljenja poljskog jasena,
anakon pojave patogene gljive Hymenoscyphus fraxineus
(T. Kowalski) Baral, Queloz & Hosoya u interakciji sa
ostalim patogenima, doslo je do rapidnog susenja ove
vrste. Glavni cilj projekta ,,Uspostavljanje protokola za
mikropropagaciju poljskog jasena (Fraxinus angustifolia
Vahl.)“ zapocetog 2020. godine, financiranog od
strane Hrvatskih $uma d.o.o. jest razvijanje protokola
za mikropropagaciju poljskog jasena i razvoj sadnica
sposobnih za rast u vanjskim uvjetima. Time bi se
omogucilo brzo i uspjesno razmnozavanje najotpornijih
i najkvalitetnijih stabala poljskog jasena Sto bi pridonijelo
ocuvanju ove vrste uslijed klimatskih promjena i napada
patogena i $tetnika. Osim toga, kultura tkiva poljskog
jasena omogucila bi brzu proizvodnju ve¢ih koli¢ina
sadnog materijala u kratkom vremenskom razdoblju kao
i proizvodnju biljaka potpuno oslobodenih patogena i
virusa $to u konaénici smanjuje troskove proizvodnje.
Biljni materijal kori$ten za mikropropagaciju prikupljen
je na klonskoj sjemenskoj plantazi poljskog jasena
Prvéa na podru¢ju USP Nova Gradiska te sa pojedinih
potencijalno rezistentnih stabala pronadenih u Sumama

(Slika S.).

Slika 5. Uzimanje biljnih uzoraka poljskog jasena na klonskoj sjemenskoj
plantazi Prv¢a

Zbogjake infekcije biljnog materijala ve¢ u inicijalnoj fazi
(Slika 6.), intenzivno se radi na dodatnim istraZivanjima
kojima bi se izvrSila determinacija patogena koje
onemogucavaju uspjesan primitak biljaka.

To¢nom determinacijom patogena odgovorilo bi se na
pitanje da li je uzrok infekcije biljnog materijala vanjski
ili je mozda dosao iz samog izoliranog pupa, te bi se na taj
nacin moglo lakse pristupiti rjeSavanju problema.
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Slika 6. Inficirani pupovi poljskog jasena nakon uvodenja u kulturu.

Crna topola

Crna topola (Populus nigra L.) je vaina vrsta nasih
poplavnih podrugja ¢ije je drvo izrazito popularno
u drvno-preradivackoj industriji. Biljni materijal
je prikupljen u sjemenskoj sastojini crne topole na
podrugju USP Osijek. Nakon uspjesne inicijalne faze i
faze multiplikacije testirane su razlicite verzije hranjivih
medija za produljenje (Slika 7.).

Slika 7. Crna topola u fazi elongacije.

Nastaviti ¢ée se raditi na uspostavljanju potpunog
protokola za mikropropagaciju ove vrste kako bi se mogle
proizvoditi kvalitetne presadnice za potrebe osnivanja
pokusa i daljnje istraZivanje.

Ostale vrste

Osim navedenih vrsta, u laboratoriju se eksperimentalno
radi na pronalaZenju receptura za mikropropagaciju
ostalih najvaznijih i najugrozenijih vrsta S$umskog
drveéa u Hrvatskoj —hrasta luznjaka (Quercus robur
L.), nizinskog brijesta (Ulmus minor Mill.), tise (Taxus
baccata), sumskih voékarica, itd.

RASPRAVA I ZAKLJUCCI

Najnovija istraZivanja klimatskih promjena nagovjesta-
vaju porast koncentracije CO2 u atmosferi kao i porast
srednje godi$nje temperature za 1.5-2°C (IPPC 2014).
Posljedica toga biti ée sve intenzivniji i uéestaliji klimatski
ekstremi, povecanja temperatura, ucestalost i intenzitet
suse s produljenim vegetacijskim periodom (IPPC
2014). Takav proces aridifikacije moze biti okida¢ za
novo susenje Suma (Porter i sur. 1991), pri ¢emu bioticki
¢imbenici imaju terminalnu ulogu (Gea-Izquierdo i sur.
2019). Nezeljene posljedice tog procesa su smanjenje
bioraznolikosti i otpornosti na Stetne organizme, $irenje
invazivnih vrsta, Sumski pozari i oslobadanje CO2.
Sto ¢e pridonijeti nestabilnosti $umskih ekosustava i
pogodovati razvoju $umskih Stetnika i patogena. Jedan
od nacina da se pokusa uspostaviti naruena ravnoteza
jest poéumljavanje sa superiornim genotipovima
koji bi mogli opstati u novonastalim okolnostima. U
Sumarstvu se za vegetativno razmnozavanje najcesée
koristi metoda cijepljenja ¢ime se dobiva sadnica
genetski i fizioloski identi¢na roditeljskom stablu od
kojega su uzeti biljni dijelovi. Ovom metodom se moze
proizvesti mali broj biljaka, a nerijetko se javljaju i
poteskoce. Mikropropagacija je relativno nova metoda
razmnozavanja drve¢a u Republici Hrvatskoj. Biljke koje
se uspjesno uvedu u kulturu mogu se godinama cuvati
u laboratorijskim uvjetima, time ¢inedi genetsku banku
najkvalitetnijih i najotpornijih jedinki, te se po potrebi
iskoristiti za proizvodnju sadnica za poSumljavanje.
Hrvatski Sumarski institut ¢e i dalje nastaviti intenzivno
raditi na razvijanju mikropropagacije Sumskih vrsta
drveéa kako bi u buduéim izazovima klimatskih
promjena pridonio ocuvanju genetske raznolikosti
$uma.

FINANCIRANJE

Ova istrazivanja su sufinancirana sredstvima Ministar-
stva poljoprivrede kroz ,Program planiranih radova
za sjemensku $tedionicu, genetsku i sjemensku banku
svojti Sumskog drveéa“ te sredstvima Hrvatskih $uma
d.o.o. kroz projekt ,Uspostavljanje protokola za
mikropropagaciju poljskog jasena (Fraxinus angustifolia

Vahl.)*.
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MICROPROPAGATION OF FOREST TREE SPECIES IN
THE LABORATORY FOR PLANT TISSUE CULTURE OF
THE CROATIAN FOREST RESEARCH INSTITUTE

SUMMARY

Since 2018, the Laboratory for Plant Tissue Culture of Croatian Forest Research Institute has been working
on the development of protocols for micropropagation of the most important and most endangered forest tree
species in the Republic of Croatia. Increasing climate changes negatively affect forest systems stability, favour-
ing the emergence of new and increasing the spread of existing forest pests and pathogens. Finding and preserv-
ing superior genotypes that could survive in the changed conditions is becoming increasingly important for
forest conservation. By applying the micropropagation technique, this process can be accelerated many times.
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