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SAZETAK

Cilj ovoga zavr$nog rada je opisati razliite sustave mikropropagacije za biljku
miskantus. Miskantus je viSegodi$nja trava podrijetlom iz isto¢ne Azije. Miskantus se
uglavnom proSirio u Europi i Sjevernoj Americi kao rezultat njegove upotrebe kao
ukrasne trave. Medutim, uzgoj miskantusa vrlo je skup pa je podrucje njegovog uzgoja u
Europi jos§ uvijek malo. RazmnoZavanje miskantusa provodi se vegetativno, podzemnim
rizomima, ili mladim biljkama uzgojenim kulturom tkiva (mikropropagacijom). Jedan
alternativni na¢in razmnoZavanja je mikropropagacija, koja je vrlo u¢inkovita zbog svoje
visoke stope umnozavanja te ima dodatnu prednost Sto moze sprijeciti prijenos bolesti.
Ova metoda je najskuplji na¢in razmnozavanja miskantusa pa se stoga uglavnom Kkoristi
za znanstvena ispitivanja. Mikropropagacija je metoda vegetativnog razmnozavanja na
umjetno stvorenim hranjivim podlogama u kontroliranim uvjetima rasta i in vitro
sterilnim uvjetima. Ovim postupkom osigurava se vrlo brz proces dobivanja velikog broja
biljaka koje su identicne po genetskom potencijalu, rastu i razvoju vrste. Ovaj zavrsni rad
bit ¢e strukturiran na nacin da ukaze na vaznost proizvodnje miskantusa
mikropropagacijom, na njegove karakteristike, na dosadas$nje spoznaje o toj biljci, na

dostignuca, buducnost i perspektivu mikropropagacije miskantusa in vitro tehnikom.

Kljuéne rijeéi: miskantus, biljka, razmnozavanje, mikropropagacija, in vitro, sterilni

uvjeti, reprodukcija



ABSTRACT

The aim of this final paper is to develop and describe different micropropagation systems
for the Miscanthus plant. Miscanthus is a perennial herb native to East Asia. Miscanthus
has spread mainly in Europe and North America as a result of its use as an ornamental
herb. However, the cultivation of Miscanthus is very expensive, so its area of cultivation
in Europe is still small. Propagation of Miscanthus is carried out vegetatively, by
underground rhizomes, or young plants grown by tissue culture (micropropagation). One
alternative method of propagation is micropropagation, which is very effective due to its
high multiplication rate and has the added advantage of being able to prevent disease
transmission. This method is the most expensive method of propagating Miscanthus and
is therefore mainly used for scientific research. Micropropagation is a method of
vegetative propagation on artificially created nutrient media under controlled growth
conditions and in vitro sterile conditions. This procedure ensures a very fast process of
obtaining a large number of plants that are identical in genetic potential, growth and
development of the species. This final paper will be structured in such a way as to point
out the importance of Miscanthus production by micropropagation, its characteristics and
current knowledge about this plant, achievements, future and perspective of Miscanthus

micropropagation by in vitro technique.

Keywords: Miscanthus, plant, propagation, micropropagation, in vitro, sterile

conditions, reproduction
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Tea Tomecak Razmnozavanje biljke miskantus postupkom mikropropagacije

1. UvVOD

U danasnje vrijeme susre¢emo se s razliitim izazovima kao $to su energetska kriza,
zabrinutost za sigurnost hrane 1 degradacija te oneciS¢enje okolisa. Sve navedeno dovodi
do nuznosti pronalaska zamjene za fosilna goriva ¢ija upotreba dovodi do stvaranja
velikih koli¢ina ugljikovog dioksida i negativnog utjecaja na okolis te do povecane stope
oneciS¢enja. Biogoriva na bazi biljaka mogu dovesti do ukupnog smanjenja emisija
staklenickih plinova kroz fiksaciju atmosferskog ugljika u korisnu biomasu biljke [1]
Kandidati za nove bioenergetske usjeve trebaju biti vrlo visoko produktivni, sposobni
rasti na marginalnom zemljiStu (zemljiStu male poljoprivredne vrijednosti) 1 zahtijevati
niske unose gnojiva i pesticida. Intenzivni uzgoj energetskih biljaka u Hrvatskoj nema

dugu tradiciju. Vecina energetskih biljaka je malo poznata i nedovoljno istraZena.

Nekoliko vrsta trava iz roda miskantus smatra se izvanrednim kandidatima za odrzivu
proizvodnju biomase koja bi omogucila proizvodnju obnovljivih izvora energije. Vrste iz
roda miskantus su viSegodisnje divovske trave iz isto¢ne Azije, od kojih su neke unesene
u Europu iz Japana 1935. godine. Miskantus ima relativno nisku emisiju CO2, prilagoden
je raznim vrstima tala, a pokazuje dobru otpornost na susu i slanost. Zbog svoje
fotosinteze tipa C4 i visoke ucinkovitosti koriStenja voda, miskantus ima tendenciju da
daje vrlo veliki potencijal u proizvodnji biomase, $to ga ¢ini vrlo pogodnim i
perspektivnim za proizvodnju biogoriva i vlakana u Europi. Vazno je naglasiti kako se
smatra ekoloski prihvatljivim proizvodadem biomase, biogorival, lignina® i

lignoceluloze.

Razmnozavanje miskantusa provodi se vegetativno, podzemnim rizomima, ili mladim
biljkama uzgojenim kulturom tkiva (mikropropagacijom). Biljka se obi¢no razmnozava
diobom rizoma, ali njihova je proizvodnja vrlo spora i uspjeh uspostavljanja novih usjeva
je pod snaznim utjecajem starosti maticne biljke. Prve radove usmjerene na

mikropropagaciju miskantusa putem kalusa® iz nezrelog cvata objavili su Holme i

! Biogoriva su goriva koja se dobivaju preradom biomase. Njihova energija je dobivena fiksacijom ugljika,
tj. redukcijom ugljika iz zraka u organske spojeve.

2 Lignin je neugljikohidratni polifenolni polimer, glavni sastojak drva, koji poput plastike ili cementa
povezuje celulozna vlakna u vrlo ¢vrstu izvanstani¢nu strukturu.

% Kalus je masa parenhimskog tkiva koja se nalazi uz ranu nastalu pri mehanickim povredama bilo kojeg
dijela biljke.

Medimursko veleu¢iliste u Cakoveu 8
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Petersen (1996.) te Lewandowski (1997.). U novije vrijeme metoda mikropropagacije sve
se viSe koristi, no ta je metoda najskuplji nacin razmnozavanja miskantusa pa zato jos
uvijek prevladava umnozavanje rizomima. Trenutacno nema dobro utvrdene ili
preporuc¢ene metode mikropropagacije razli¢itih vrsta miskantusa koja bi bila prikladna
za komercijalnu proizvodnju, ali se smatra da ¢e u bliskoj buduénosti trava iz roda
miskantus igrati vaznu ulogu u odrZivoj poljoprivredi. Nedavne projekcije predvidaju da
¢e miskantus zadovoljiti 5 % globalnih energetskih potreba u 2090-ima. Jedanaest
milijuna kilometara kvadratnih marginalnog zemljista u EU smatra se prikladnim za
uzgoj miskantusa zbog visoke tolerancije na abioti¢ke stresove, kao i uéinkovitosti

koriStenja vode C4 ciklusa biljke.

Medimursko veleu¢iliste u Cakoveu 9
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2. MISKANTUS

Prema ¢lanku 7. Pravilnika o popisu biljnih vrsta za osnivanje drvenastih kultura kratkih
ophodnji te nacinu i uvjetima pod kojima se mogu uzgajati (NN 16/2019; u daljnjem
tekstu: Pravilnik) [2] rod Miscanthus pripada porodici trava (Poaceae). Miskantus je
visegodisnja, drvenasta, rizomatska®* trava podrijetlom iz isto¢ne Azije. Spada u grupu C4
biljaka i bogata je ligninom i lignoceluloznim vlaknima. Miskantus je triploidna
visegodiS$nja biljka, s debelim i jakim rizomima. Stabljika je visoka 2,5 — 3,5 m. Lisna
plojka je duza od 50 cm, a Siroka je oko 3 cm. Cvat je oko 30 cm dug, ali ne proizvodi
sjeme. Vrijeme cvatnje je izmedu rujna i studenog. Uspravna stabljika je tanka 1 obi¢no
se ne grana. Cvrstom sréikom ispunjene stabljike promjera su 10 mm i u Europi mogu
dose¢i visinu 0d nesto preko 2 m u 1. godini pa do 4 m svake sljedece godine. Duljina
ophodnje te nacin i uvjete pod kojima se mogu uzgajati kulture svake pojedine vrste iz

¢lanka 4. ovoga Pravilnika utvrdeni su u Prilogu II. ovoga Pravilnika.

Miskantus je prvi u Europu iz Japana unio danski kolekcionar bilja Axel Olsen. Miskantus
se danas u Europi smatra jednom od vodecih visegodi$njih energetskih trava zbog svoga
velikog potencijala prinosa suhe tvari i sposobnosti rasta u Sirokom rasponu klimatskih
uvjeta, od juzne do sjeverne Europe [3]. U njegovim stani¢nim stijenkama nalazi se veliki
udio holoceluloze®, koju ¢ine celuloza i hemiceluloza®, $to ga &ini visenamjenskom
sirovinom za pretvorbu u Sirok raspon materijala i omogucéava njegovo koristenje u
brojnim sustavima proizvodnje energije [4]. Trenutacno se ispituju i ocjenjuju razli¢ite
hibridne vrste miskantusa na razli¢itim klimatskim podru¢jima i tlima, ukljucujuéi rubna
zemljiSta koja su manje pogodna za proizvodnju hrane, s krajnjom ciljanom opskrbom

kvalitetnom biomasom prikladnom za razli¢ite namjene.

Domovina Miskantusa su u velikoj mjeri Japan, Mandzurija, Koreja, Tajland i isto¢na
obala SAD-a. U prirodnim uvjetima ova biljka raste do visine od 6 metara, a promjer
stabljike moze biti do 6 centimetara. Nakon sadnje jedna kultura moze se sakupljati

godisnje, 15 ili viSe godina, a vegetacija moze potrajati do 30 godina. Pocetkom V.

4 Rizom je modificirana podzemna stabljika kod nekih biljaka koja se nalazi ispod zemlje i ima korijenje.
® Svi ugljikohidrati koji se nalaze u drvnoj supstanci, a koji se sastoje od celuloze i hemiceluloze, nazivaju
se zajednic¢kim imenom holoceluloza.

® Hemiceluloza je heterogena skupina dugolancastih polisaharida koji se razlikuju od celuloze.

Medimursko veleu¢iliste u Cakoveu 10



Tea Tomecak Razmnozavanje biljke miskantus postupkom mikropropagacije

stolje¢a miskantus se uzgajao samo u Kini kao erozijska kultura [5]. U Europi se u XVI.
stolje¢u smatrao samo ornamentalnom biljkom. Zemljopisna distribucija miskantusa u
podrucju njegovog podrijetla, isto¢noj Aziji, ukazuje da Miscanthus sinensis i Miscanthus
sacchariflorus imaju potencijal rasta u razli¢itim klimatskim uvjetima, dok je Miscanthus
floridulus ogranicen na geografske Sirine ispod 30° N [k4] kao $to je prikazano na slici 1.
Smatra se da je prirodni hibrid Miscanthus x giganteus nastao iz M. sinensis i M.
sacchariflorus [4]. Tako se ova prirodna hibridizacija dogodila viSe puta, danas se gotovo
sva komercijalna proizvodnja miskantusa temelji na jednom genotipu prikupljenom u

Japanu 1935. godine.

(& M. sacchariflorus

M. oligostachyus M. floridulus

M. tinctorius M. sinensts

Slika 1: Zemljopisna rasprostranjenost glavnih vrsta miskantusa [4]

Medimursko veleu¢iliste u Cakoveu 11
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2.1. Takosnomija miskantusa

Miskantus pripada istom plemenu trava kao i1 kukuruz, sirak i Secerna trska:
Andropogoneae. Na usku povezanost miskantusa sa Se¢ernom trskom i sirkom ukazuje
njegova morfoloska i molekularna karakterizacija [5]. Za razliku od Seéerne trske,
kukuruza i drugih C4 biljaka, miskantus moze rasti u hladnim klimatskim uvjetima.
Razli¢ite studije izvjestavaju o razli¢itom broju vrsta za rod miskantus u rasponu od 14
do 23 vrste [4].

Miscanthus sensu stricto (ss, u strogom smislu) ukljucuje samo one vrste s 0Snovnim
brojem kromosoma 19. Medunarodni indeks biljnih imena (International Plant Names
Index) navodi preko 60 vrsta, ali samo 11 - 12 vrsta moze se prepoznati u Miscanthus s.S.
Poznato je da dolazi do hibridizacije unutar roda pa je nekoliko hibrida identificirano te

je dobilo svoje ime unato¢ nedostatku prepreka za razmnozavanje.

Miskantus je klasificiran u pretezno tropske trave plemena Andropogoneae i podplemena
Saccharinae [3]. Saccharinae ukljucuje rod Secerne trske Saccharum L. i nekoliko manje
poznatih rodova. Miskantus vrste su neuobiCajene medu Andropogoneae jer imaju
dvospolne uparene klasove, oba s hermafroditnim cvjetovima (slika 1). Druge
Andropogoneae imaju uparene klasove, ali s izuzetkom nekoliko rodova kao §to su

Ischaemum L. i Schizachyrium Nees, a jedan od njih je obi¢no muski ili sterilan.
2.2. Klimatski uvjeti

Opcenito, skupina Miscanthus je biljna vrsta koja je vrlo tolerantna na razli¢ite ekoloske
uvjete. Evolucija roda dovela je do razvoja karakteristika biljaka koje im omogucuju da
izdrze visoke temperature, mraz, suSu i poplave, dok proizvodnja biomase varira u
razli¢itim staniSnim uvjetima. Vecéina vrsta C4 najprikladnija je za tropsku i suptropsku
klimu. Ipak, ve¢ina vrsta C4 ima vrlo niske stope rasta u umjerenim klimatskim uvjetima.
Naturalizacija miskantusa u umjerenijim klimatskim uvjetima ukazuje na njegovu
relativnu toleranciju na temperaturu i dostupnost vode. lako je miskantus prilagodeniji
umjerenoj klimi od veéine drugih C4 usjeva, rast nordijskog miskantusa ogranicen je

niskim temperaturama.

Temperatura utjeCe na rast i razvoj miskantusa te regulira duljinu vegetacije. Pocetak

vegetacije odreden je datumom posljednjeg mraza u proljece, a zavrSetak je odreden

Medimursko veleu¢iliste u Cakoveu 12
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datumom prvog mraza u jesen. Temperatura snazno utjece na razvoj listova miskantusa,
a temperature izmedu 5 i 10 °C poznate su kao temperaturni prag za rast. Temperatura
zraka znacajno je utjecala na ukupni razvoj listova i cijelog usjeva, prinos i duljinu
vegetacije miskantusa. Prinos miskantusa u sjevernoj Europi ograni¢en je niskim
temperaturama i nizi je od onog u juznoj Europi osim ako voda nije ograni¢avajuci
¢imbenik.

Sposobnost prezimljavanja biljaka miskantus ovisi 0 otpornosti njihovih rizoma na
hladnocu. Prisutnost debelih pupova oko tocke rasta, kao 1 uspavanih pupova na rizomima
tla omogucuje miskantusu da odoli blagim proljetnim mrazovima. Na temperaturama
ispod -5 °C izbojci i listovi u razvoju odumiru. Prva pojava mraza oznaCava kraj

vegetacije miskantusa.

Vjetar takoder igra ulogu u uspjes$noj sadnji miskantusa. Postoji opasnost od polijeganja
usjeva 1i/ili ostecenja liS¢a pri jakom vjetru. Unato¢ ulinkovitosti koriStenja vode,
miskantus pozitivno reagira na dodatnu opskrbu vodom zbog velike proizvodnje biomase.
Miskantus, iako pokazuje vrlo visoku uc¢inkovitost koriStenja vode, jo$ uvijek zahtijeva
navodnjavanje na ve¢ini mjesta kako bi postigao svoj maksimalni potencijal prinosa.
Takoder je utvrdeno da miskantus uspjes$no raste na tlima s visokim nivoom podzemne
vode. U podrucjima s visokom podzemnom vodom miskantus se moze uspjesno uzgajati
bez navodnjavanja, dajuc¢i tek neSto nize prinose suhe tvari u odnosu na potpuno

navodnjavane parcele.
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2.3. Zahtjevi prema tlu

Miskantus nema posebne zahtjeve za tlom jer uspjesno raste na vecini kultiviranih tla. U
nekim dijelovima EU-a pjeskovita tla i pjeskovita ilovaca s udjelom gline ve¢im od 10 %
navedena su kao pozeljna tla. Uspjeh uzgoja ove kulture na pjeskovitim tlima i vrlo
skeletnim tlima ovisi 0 koli¢ini i dostatnosti oborina. Dobri prinosi se takoder mogu naci
na dobro dreniranim tlima s visokim sadrzajem humusa. Za uspjesan usjev miskantusa u
travnju 1 svibnju potrebno je tlo prije sadnje prozraditi 1 pripremiti. Tlo takoder mora
izdrzati mehanizaciju tijekom berbe pa vlazna tresetna tla nisu pogodna za uzgoj
miskantusa. Miskantus ima duboko korijenje (> 1 m) i stoga zahtijeva dublja nizinska i
dolinska tla. Tekstura tla, boja i pH takoder doprinose dinamici rasta. Tamna tla laganije

teksture pomo¢i ¢e ubrzanju rasta, a optimalni pH tla mora biti izmedu 5,517,5.
Sumarno o tlu:

- Tlo pogodno za uzgoj kukuruza moze biti pogodno i za uzgoj miskantusa.

- Najpogodnije tlo za miskantus je pjeskovita ili praSkasta ilovaca, s dobrom
aeracijom, visokim udjelom vode i visokim udjelom organske tvari; problemati¢no
je samo vlazno tlo.

- Ako se kultura uzgaja na plitkom tlu uz duge ljetne suse, maksimalni prinos ne moze
se postici iako su rast usjeva 1 opstanak moguci.

- Hladna i teska tla te poplavljena tla (npr. glina) nisu pogodna za uzgoj miskantusa
koji nije potpuno razvijen u 5. godini i karakterizira ga spori rast i mali broj stabljika.

- Miskantus mozZe rasti na pjeskovitim tlima s niskim udjelom vlage, ali su prinosi u

takvim uvjetima manji.
2.3. Miskantus kao C4 biljka i u¢inkovitost koriStenja resursa

Miskantus provodi fotosintezu kao C4 biljka. Na ovom putu prvi spoj koji nastaje
fiksacijom CO> je organska Kkiselina sa 4 ugljika (oksaloacetat) Kkatalizirana
fosfoenolpiruvat karboksilazom. Put C4 izravno utje¢e na u€inkovitost koriStenja resursa
usjeva. Na primjer, doprinosi visokoj u¢inkovitosti koriStenja vode kroz smanjenu
evapotranspiraciju tako $to dulje drzi puci zatvorene i fiksira dostupni CO> uc¢inkovitije
nego u C3 putu [4]. Miskantus koji je nepripitomljen nadmasuje mnoge druge C4 biljke

u umjerenim Klimatskim uvjetima u smislu u¢inkovitosti koristenja resursa i sposobnosti
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rasta u uvjetima niskih temperatura. M. x giganteus sposoban je provoditi fotosintetsku
aktivnost na temperaturama od ¢ak 6 °C. Unato¢ tome $to je C4 biljka, neki genotipovi

miskantusa otporni su na hladnoéu i mogu prezivjeti teske zime.

Miskantus postize visoku ucinkovitost koriStenja hranjivih tvari na tri nacina: 1. niski
zahtjevi za unosom, 2. recikliranje hranjivih tvari opadanjem stelje, 3. translokacija
hranjivih tvari natrag u rizome. Recikliranje hranjivih tvari uvelike ovisi o u¢inkovitosti
procesa translokacije, §to je opet uglavnom definirano fenoloskim svojstvima genotipa i
vremenom berbe. Rano cvjetaju¢i genotipovi ucinkovitije dovrSavaju translokaciju

hranjivih tvari prije nego Sto mraz ubije stabljike.
2.4. Tolerancija na abioticke stresove

Miskantus se pokazao produktivnim na poljoprivrednom zemljistu nizih Kkvaliteta,
ukljucujuéi slana tla [6] | zemljistima kontaminiranim teSkim metalima. Medutim,
klasi¢an genotip M. x giganteus pokazuje ogranicenja s obzirom na abiotske stresove,
posebice suSu. Stoga je glavna svrha identificirati relevantna svojstva i mehanizme za
abioti¢ke stresove suse, saliniteta, hladenja i mraza, koji su mjerodavni za proizvodnju

miskantusa [4].

Genotipovi koji su nadmasili M. x giganteus u uvjetima suse identificirani su medu
tipovima i hibridima M. sacchariflorus, kao i M. sinensis. Utvrdeno je da se tolerancija
na suSu osigurava kombinacijom osobina navedenih biljaka [4]. Genotipovi otporni na
salinitet koji toleriraju vrijednosti elektricne vodljivosti do 2,5 bez znacajnih gubitaka
prinosa identificirani su medu M. sacchariflorus i M. sinensis. M. X giganteus nije se
pokazao otpornim na slanost. Utvrdeno je da genotipovi s najboljim uc¢inkom koriste
sisteme koji kontinuirano onemogucavaju nagomilavanje iona u lis¢u i na taj nacin
minimizira osteéenja bitnih fizioloskih mehanizama kao §to je fotosinteza [4]. Opéenito
je utvrdeno da su biljke s ve¢im rizomima tolerantnije na slanost od biljaka s manjim

rizomima.

Procjena otpornosti na mraz otkrila je da medu M. sinensis 1 hibridnim tipovima postoji
vi$e tolerantnih genotipova od M. x giganteus [4]. Tolerancija na hladno¢u i mraz glavni
su sistemi koji omogucuju prosirenje raspona proizvodnje miskantusa u Europi dalje na

sjever i istok.
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2.5. Ciljevi uzgoja

Za sve programe uzgoja miskantusa osnovni je zadatak povecati prinos biomase uz
najmanje inpute u razli¢itim klimatskim uvjetima. U nedavnom EU projektu OPTIMISC
otkriveni su novi hibridi koji mogu premasiti M. x giganteus, posebno u neadekvatnim
uvjetima uzgoja kao Sto su susa, hladnoc¢a ili slanost [4]. Prinos suhe tvari usjeva i energije
po hektaru, koji ovise o koriStenom putu pretvorbe energije, glavni su Kriteriji za ocjenu
ucinkovitosti usjeva za bioenergiju [7]. Uzgoj nastoji uvecati neto prinos energije kroz
poboljsanje efikasnosti iskoriStavanja resursa usjeva i kvalitete biomase za razliCite

mogucnosti koriStenja, uz odrzavanje visokog prinosa biomase [4].

Ovakav uzgoj ukljucuje slozene procese, a uzgajivaci moraju koristiti jednostavnije mjere
tijekom cijele sezone, kao Sto su visina stabljike i gustoca freze, kako bi napravili
selekciju. Najrelevantnije uzgojne selekcije vrSe se na parcelama buduéi da su parcele
Cesto zahtjevan resurs, a jeftiniji rasadnici biljaka Cesto se koriste u pocetnim koracima
uzgoja. Znacajke kakvoce biomase bitne su pri odabiru genotipova za specifi¢éne namjene.
Medutim, Cesto se opaza kompromis izmedu kvalitete i prinosa. Za potrebe izgaranja
preferiraju se genotipovi koji rano stare i sadrze niski sadrzaj vode, pepela, kalija (K) i
klorida (Cl). Visoki sadrzaji lignina poZeljni Su za izgaranje biomase miskantusa. Naime,
genotipovi s nizim koli¢inama lignina bolji su za potrebe fermentacije kao $to su
anaerobna fermentacija i proizvodnja etanola. Trenutno se M. X giganteus uzgaja na
terenu skupim vegetativnim metodama razmnozavanja. Vecina napora u oplemenjivanju

trenutacno je usmjerena na hibrid na bazi sjemena.
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Slika 2: Terenske parcele s razli¢itim genotipovima miskantusa na pokusnoj poljskoj
postaji ,,lhinger Hof*, juzna Njemacka [4]

Tablica 1: Osobine biljke miskantus [3]

Prinos suhe tvari cijele
biljke t/ha

Prosjek 20 — 30

Gnojidba

Miskantus je viSegodi$nja zeljasta trava s rizomima,
koja ima sposobnost mobilizacije i remobilizacije
hraniva izmedu razli¢itih organa. Jedini trajni organ su
rizomi (podzemne stabljike) s funkcijom vegetativnog
razmnozavanja 1 skladiStenja hraniva. Interno kruzenje
nutrijenata izmedu nadzemnih i podzemnih organa
omogucava zZetvu biomase niskog sadrzaja hraniva, ali
komplicira kvantifikaciju i optimizaciju gnojidbe. 50 kg
N, 21 kg P205 i 45 kg K20 po ha dovoljno je za
osiguranje adekvatnog prinosa.

Plodored

Jednom posaden traje > 20 godina.

Posebni rizici (susa,
Zivotinje...)

Lako se adaptira na nase agroekoloske uvjete. Osjetljiv
na susu u juznim podrucjima RH. Nisu pogodna
prevlaZna i mocvarna tla.

Postojeca tehnika
proizvodnje u RH

Dobra s izrazitim potencijalom

Sjetvena norma

10.000 — 15.000 rizoma/ha

Vrijeme Zetve

Jesen poslije prvog mraza do pocetka rasta nove
vegetacije (ozujak, pocetak travnja)

Izvor: Pravilnik o popisu biljnih vrsta za osnivanje drvenastih kultura kratkih ophodnji
te nacinu i uvjetima pod kojima se mogu uzgajati. NN 16/2019
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3. GLOBALNA PROIZVODNJA | UPOTREBA MISKANTUSA

Trenutacno se u svijetu za proizvodnju biomase koristi oko 123 000 ha zemlje. Najvece
podrucje proizvodnje nalazi se u Kini, gdje na jezeru Dongting raste oko 100 000 ha
Miscanthus lutarioriparius [4]. Biomasa se uglavnom Koristi za izradu papira, ali i kao
gradevinski materijal te za hranu. U Europi postoji 20 000 ha miskantusa uglavnom u

Ujedinjenom Kraljevstvu, Francuskoj i Njemackoj, kao $to se moZe vidjeti u tablici 2.

U Ujedinjenom Kraljevstvu glavna primjena biomase miskantusa je proizvodnja
elektri¢ne energije u namjenskim elektranama. U Njemackoj prevladava toplinska
konverzija u malim toplanama. Upotreba miskantusa ukljucuje gradevinske materijale i
biokompozite. Osim nekoliko hektara M. sinensis koji se koristi kao slama u
termoelektranama u Danskoj, samo jedan genotip M. x giganteus komercijalno se uzgaja
u Europi. M. x giganteus takoder se uzgaja na oko 3200 ha u Sjedinjenim Ameri¢kim

Drzavama.

Tablica 2: Sadasnja komercijalna proizvodnja miskantusa i primjena biomase [4]

Drzava Povrsina Genotip Primjena biomase
(ha)
Kina Miscanthus Izrada papira,
100,000 lutarioriparius gradevinski material
Europa 19,050
Miscanthus x Zajednicko lozenje u
UK 10,000 : proizv. elektricne
giganteus eneraije
Njemacka 4,000 M. x giganteus Toplinska energija,

gradevinski materijal
Toplinska energija,

) gorivo za su$enje i

Francuska 4,000 M. x giganteus peletiranje,

gradevinski materijal,
prostirka za zivotinje

Svicarska 500 M. x giganteus Gradevinski materijal
. . Gradevinski materijal,
Poljska 500 M. x giganteus ra tﬁ‘glﬁlgrﬁprggiﬁm
Danska 50 Miscanthus sinensis Slama
Austrija 1000 M. x glganteus Izgaranje, malliranje

Toplinska 1 elektricna
_ energija, prostirka za

SAD 3,200 M. x giganteus Zivotinje, aditiv vlakna
za sto¢nu hranu

Izvor: Autor
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3.1. Neenergetska moguénost koriStenja miskantusa

Miskantus se moze koristiti i u neenergetske svrhe, za proizvodnju papira, gradevinskog
materijala, malca, plastike te kao prostirka za Zivotinje [4]. Osim toga, moZe se koristiti
za poboljSanje strukture tla, smanjenje erozije, a takoder i u procesima fitoakumulacije
biljaka [8]. Fitoakumulacija je metoda sanacije onecis¢enog tla uz pomo¢ nizih ili visih
biljaka. Primjenom ove tehnologije postignuti su najbolji rezultati u uklanjanju teskih
metala i eksploziva iz zemlje. Takve su biljke sposobne akumulirati one¢is¢ujuce tvari u
korijenskom sustavu te ih prenositi i akumulirati u nadzemnim dijelovima. Nakon §to
biljke vezu teske metale, uklanjaju se s povrSine i skladiSte na odlagalistima ili
spalionicama te u cementarama ili Zeljezarama, gdje se spaljuju. Postupak se ponavlja
nekoliko puta, ovisno o stupnju onecis¢enja, kako biste Sto bolje ocistili tlo 1 ucinili ga

pogodnim za druge namjene.
3.1.1. Upotreba miskantusa kao materijala

Najveca koli¢ina biomase miskantusa proizvodi se u Kini iz M. lutarioriparius koji raste
u divljim uvjetima u poluprirodnom stani$tu i ubire se za izradu papira [4] te se
transportira do tvornice kao $to je vidljivo na slici 3. U Kini se biomasa miskantusa
takoder koristi kao gradevinski materijal i za hranu. Gradevinski i ambalazni materijali

najée$c¢a su upotreba biomase miskantusa u Europi.

=
-«

~

Slika 3: Miscanthus lutarioparius na jezeru Dongting (Kina) lijevo, transport biomase u
tvornicu papira desno [4]
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Zbog svoje velike sposobnosti upijanja vode, miskantus vlakna posebno su prikladna za
ambalazni materijal koji treba apsorbirati tekuc¢inu. Ova znac¢ajka iskoriStena je za razvoj
ambalaznog materijala za zra¢ni transport tekucina. Slika 4 prikazuje lagani beton na bazi
miskantus agregata [9]. Miskantus je koristan agregat za betonske smjese zbog sloja
silicija na njegovoj vanjskoj ljusci [9]. Utvrdeno je da je kalcijev klorid najucinkovitiji
mineralizator koji cementu daje visoku tla¢nu ¢vrstocu i dobru vezu izmedu agregata
miskantusa. Tla¢na Cvrsto¢a ovog betona usporediva je s drugim lakim betonskim
mjeSavinama i pokazuje dobru toplinsku vodljivost [9]. Lagani beton na bazi biomase
miskantusa ima nekoliko prednosti u odnosu na mjesavine na bazi pijeska ili Sljunka,
ukljucujuéi bolja izolacijska svojstva, poboljSanu zastitu od pregrijavanja ljeti i veliku
trajnost. Dugi vijek trajanja posljedica je dobre sposobnosti mineralnog vezivanja

materijala miskantusa [9].

Slika 4: Lagani beton na bazi biomase miskantusa [9]
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3.1.2. Miskantus kao prostirka za Zivotinje

U Francuskoj se miskantus koristi kao prostirka za purane. U usporedbi s uobi¢ajenom
podlogom na slami, duboka stelja miskantusa ima prednost boljeg upijanja vode i
adsorpcije amonijaka, izbjegavajuci potrebu za obnavljanjem prostirke tijekom razdoblja
rasta purana. Osim toga, purice su na miskantusu zdravije nego na podlozi od slame s

manje uocenih $tetnika i ozljeda nogu (slika 5).

Slika 5: Purice na podlozi od miskantusa lijevo, zdrave noge purana na miskantusu
desno [9]

Istrazivanja su takoder pokazala prikladnost miskantusa kao podloge za krave i konje [4].
U cetverotjednom pokusu u kojem se usporeduju podloga od miskantusa i slamnata
podloga za konje utvrdene su iste prednosti miskantusa kao i kod prostirke za purice,
posebno u pogledu visokih higijenskih standarda [4]. Usporedba prostirke od miskantusa,
slame i drvne sjecke takoder je pokazala da podloga miskantusa proizvodi manju masu i
volumen stajskog gnoja uz vecu nasipnu gusto¢u. To rezultira manjim zahtjevima
volumena za skladistenje stajskog gnoja i kra¢im vremenom potrebnim za izbacivanje.
Medutim, prostirka miskantusa skuplja je zbog vecih troSkova materijala i dodatnih
zahtjeva za grubom hranom [4]. Zbog toga se podloga miskantusa posebno preporucuje
za profesionalni konjicki sport, farme konja kojima je potrebno smanjiti koli¢inu gnojiva

i vlasnike konja s alergijom [4].

Medimursko veleu¢iliste u Cakoveu 21



Tea Tomecak Razmnozavanje biljke miskantus postupkom mikropropagacije

3.2. Energetska moguénost koriStenja miskantusa

Miskantus se trenuta¢no uglavnom koristi za zajednicko lozenje s ugljenom ili neovisno
izravno izgaranje za proizvodnju topline ili elektricne energije. Razli¢itim tehnikama
zbijanja proizvedena se biomasa preraduje u ¢vrsta biogoriva: brikete i pelete (Bilardzija
i sur., 2017.) vidljive na slici 6 i 7. Proces briketiranja ili granulacije omogucava
ucinkovitije koriStenje miskantusa za proizvodnju zelene energije. Kako bi se izbjegli
dodatni troskovi zbijanja, miskantus se moze koristiti i u tzv. rinfuznom stanju, odnosno
u obliku velikih bala ili sje¢ke [8]. Moze se koristiti zajedno s drugim sirovinama tijekom

anaerobne digestije u proizvodnji bioplina, ali i za proizvodnju bioetanola druge

generacije koji spada u skupinu tekucih biogoriva.

Slika 6: Miskantus u formi briketa [9] Slika 7: Miskantus u formi peleta [9]

Slika 8: Miskantus u formi bale [9] Slika 9: Miskantus u formi sjecke [9]
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Energetsko koriStenje uzgoja miskantusa moze znacajno sacuvati fosilnu energiju: na
primjer, 20 tona biomase miskantusa ekvivalentno je 12 tona ugljena, a 30 tona te biomase
je ekvivalentno 12.000 litara lozivog ulja. Zaklju¢no, sa sigurno$¢u se moze re¢i da
proizvodnja "zelene" energije ima potencijal pozitivno pridonijeti ekoloskim problemima

u poljoprivrednom sektoru te na globalnoj razini.
3.2.1. Izgaranje miskantusa

U Europi se veliki udio biomase miskantusa koristi za izgaranje za proizvodnju topline,
elektri¢ne energije ili kombinirane toplinske i elektri¢ne energije [4]. Izravno lozenje
biomase Koristi se u termoelektranama i u malim plamenicima na biomasu. Trenutacno
se razvija i trziSte za kotlove za grijanje na pelete u svrhu zadovoljavanja potreba grijanja.
Prikladnost biomase za izgaranje ovisi o sadrzaju pepela, kalija i klorida te o ponasanju
pepela pri taljenju [4]. Prijavljeno je da sadrzaj K varira od 0,11 % do 1,2 % i Cl od 0,03
% do 0,16 %, ovisno o genotipu i vremenu zetve. Kloridi stvaraju korozivne spojeve koji

potencijalno ostecuju kotlove, a visok udio kalija snizava temperature taljenja pepela.

Za vecinu klasi¢nih tehnologija izgaranja biomase vrlo je vazna visoka tocka taljenja
pepela, a takve su tehnologije razvijene za drvnu biomasu i podrazumijevaju minimalnu
temperaturu taljenja pepela od 1200 °C kako bi sigurno radile. Stovise, danas su
raspolozive i tehnologije izgaranja koje mogu normalno raditi i uz nize temperature
taljenja pepela (npr. izgaranje u fluidiziranom sloju, kotlovi s reSetkama hladenim
vodom) ili koje zapravo zahtijevaju niske temperature taljenja pepela [npr. veliki kotlovi
(ugljen) s ispustanjem tekuceg pepela]. Za M. x giganteus zabiljeZeno je taljenje pepela
na 900 °C [4].

Utvrdene su znacajne varijacije u to¢kama taljenja pepela medu razli¢itim genotipovima
uzgojenim u Njemackoj [10]. U Nizozemskoj su neki testirani genotipovi M. sinensis
pokazali da se pepeo ne topi do 1100 °C [11]. Varijacija nudi priliku za odabir
odgovaraju¢ih genotipova 1 razvoj tehnika Zetve i nakon Zetve kako bi se maksimizirala
temperatura fuzije pepela. Unaprjedenje kvalitete biomase duz proizvodnog lanca
moguce je uz brojne mogucénosti. Na primjer, vrijeme Zetve ima snazan utjecaj na
anorganske sastojke biomase, koji naknadno utjeCu na ponasanje pepela pri taljenju. Za
potrebe izgaranja ozujak se smatra optimalnim vremenom Zetve u umjerenim regijama za

isporuku biomase s niskim sadrzajem kalija, klorida, pepela i vlage.
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3.2.2. Bioplin

Upotreba biomase miskantusa za proizvodnju bioplina’ primjena je koja se trenuta¢no
istrazuje te jo$ nije potpuno istrazena u praktiénim bioplinskim postrojenjima. Postoji
nekoliko izazova koje je potrebno prevladati prije nego $to se miskantus moze smatrati
glavnom kulturom za proizvodnju bioplina [12]. Kako bi se omogucio visok prinos po
povrsini i odgovaraju¢a kvaliteta biomase, vazno je pronaci odgovarajuée vrijeme Zetve.
Zetva u proljeée nije povoljna za anaerobnu fermentaciju biomase miskantusa, §to stvara
posebno velike izazove u uzgoju [12]. Tijekom zime javljaju se gubici biomase koji
smanjuju prinos bioplina. Izuzev navedenog, tijekom jeseni i zime dolazi do povecanja
sadrzaja lignina, $to u krajnosti rezultira nizim kvalitetama biomase za anaerobnu
fermentaciju buduc¢i da je lignin u negativnoj korelaciji sa specifiénim prinosom bioplina
[13]. 1z tog se razloga miskantus mora ubrati dok je jo§ zelen, i to prije zime. Zbog
napredovanja vegetacijskog razdoblja, odnosno procesa lignifikacije, dolazi do opadanja
kvalitete biomase za proizvodnju bioplina. To znaci da bi ranija berba (npr. kolovoz) bila
pozeljnija s gledista kvalitete, ali se ne moZe preporuciti za M. x giganteus zbog
znaCajnog smanjenja prinosa u sljede¢oj godini. Rana zelena berba zahtijevala bi
genotipove s poboljsanom tolerancijom na zelenu rezidbu, koji jo§ nisu otkriveni [4].
Tolerancija zelene rezidbe ve¢inom je u vezi s premjestanjem ugljikohidrata u rizom, koji

su potrebni za nicanje i ponovni rast u sljedece proljece [13].

U Europi M.x giganteus je medu genotipovima s najve¢im prinosom i jo$ uvijek jedina
komercijalno dostupna sorta. Zbog toga se preporuca za proizvodnju bioplina kada se
bere na zeleno u listopadu. Kako bi se odrzala dugoro¢na produktivnost usjeva, hranjive
tvari uklonjene ubranom biomasom moraju se zamijeniti primjenom digestata ili gnojiva.
U literaturi su opisane razli¢ite tehnologije predobrade kao Sto su ekstruzija, mljevenje,
ultrazvuk te tretmani bijelih i smedih gljivica [14]. U praksi se takva tehnologija
predobrade sve vise koristi jer omogucuje koriStenje jeftinijih ulaznih supstrata, npr.
poljoprivrednih ostataka. Zbog svoje viSegodiSnje prirode, visokog potencijala prinosa i
poboljsanja nacina uzgoja, miskantus je perspektivna kultura za opskrbu velikim

koli¢inama jeftine biomase za anaerobnu digestiju.

" Bioplin se dobiva anaerobnom razgradnjom ili fermentacijom organskih tvari, ukljucujuéi gnojivo,
kanalizacijski mulj, komunalni otpad ili bilo koji drugi biorazgradivi otpad.
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3.2.3. Tekuéa biogoriva i biokemikalije

Miskantus nije tipi¢na kultura za proizvodnju tekuéih goriva (prva generacija biogoriva),
jer ne sadrzi ekstrahirajuca ulja i ima vrlo malo Se¢era. Biomasa miskantusa opisuje se se
kao lignoceluloza sa visokim sadrzajem (celuloza + hemiceluloza = holoceluloza). Na
sadrzaj celuloze, hemiceluloze i lignina moze utjecati izbor genotipa i vrijeme zetve
biomase [11]. Zbog sve veceg broja tvornica za proizvodnju biogoriva druge generacije

u cijelom svijetu, miskantus ima potencijal postati glavna kultura biogoriva [4].

Rafinerije biogoriva druge generacije mogu se klasificirati prema koristenim putevima
pretvorbe: (1) termokemijski (npr. rasplinjavanje i piroliza) i (2) biokemijski. Na putu
biokemijske pretvorbe biomasa se prethodno obraduje, a celuloza 1 hemiceluloza se
enzimski hidroliziraju u C6 1 C5 Secere. Posljednjih godina razvijeni su sojevi kvasca koji
mogu pretvoriti ne samo C6 nego 1 C5 Secere u etanol, omogucujuci da se veci dio
holoceluloze iskoristi za proizvodnju biogoriva. Dok put biokemijske pretvorbe moze
koristiti samo holocelulozu, put termokemijske pretvorbe takoder moze pretvoriti lignin
u biogoriva. Zbog svega navedenog putevi termokemijske pretvorbe obi¢no se
primjenjuju za preradu drva ili drvenastih sirovina, a putevi biokemijske pretvorbe ve¢im
se dijelom koriste za poljoprivredne ostatke, poput pSeni¢ne i kukuruzne slame, s manjim
sadrzajem lignina. Miskantus daje prikladnu nadopunu takvim ostacima jer se bere u
proljece u vrijeme kada nema drugih ostataka (npr. pSeni¢na slama ljeti, kukuruzna slama
u jesen). Kombinacijom ova tri izvora sirovina mogu se izbje¢i duga i skupa razdoblja
skladiStenja. U literaturi je objavljena prikladnost novih genotipova miskantusa za

proizvodnju bioetanola, §to ukazuje na veliki potencijal ove kulture [11].

Uz proizvodnju biogoriva pretvorba biomase u platformske kemikalije za koriStenje u
raznim sektorima, ukljucuju¢i bioplastiku, trenutatno je obecavajuée podrucje
istrazivanja i razvoja, S ciljem uspostavljanja bioekonomije u kemijskoj industriji. Oba
puta konverzije prikladna su za biokemijsku proizvodnju: npr. termokemijski put moze
se primijeniti za proizvodnju 5-hidroksimetilfurfurala, a biokemijski put za proizvodnju
izobutanola. To omogucuje visokovrijednu primjenu biomase miskantusa, koja ujedno

moZe pridonijeti osiguravanju potraznje za biomasom rastuc¢eg biogospodarstva.
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3.3. Troskovi proizvodnje biomase

TroSkovi proizvodnje biomase miskantusa na osnovi tonaze uglavnom ovise o ubranom
prinosu, ali i o troSkovima proizvodnih ¢imbenika (kao $to su zemljiste i rad), metodama
uzgoja i berbe te potrebi za zgusnjavanjem, skladiStenjem i transportom [4]. Za jedini
komercijalno uzgojen genotip, M. x giganteus, uspostavljanje usjeva je dominantni faktor
troskova na oko 3000 € ha™!, a ta visoka pocetna ulaganja odvradaju mnoge

poljoprivrednike od proizvodnje miskantusa.

Studija [15] je procijenila troSkove opskrbe biomasom miskantusa, ukljucujuci
proizvodnju, zgus$njavanje 1 transport biomase od farme do jedinice u kojoj se spaljuje ili
preraduje u etanol ili izolacijski materijal. Oni se krecu od 78 € po toni suhe mase (za
lokalnu, malu proizvodnju) i 79 € po toni silaze (50 % vode) za proizvodnju bioplina, do
oko 140 € po toni suhe mase bala za proizvodnju izolacijskog materijala, etanola i peleta.
TroSkovi su procijenjeni za niz novih genotipova uzgojenih na razli¢itim lokacijama

diljem Europe.

Tri glavna potencijala za smanjenje buduéih troSkova proizvodnje biomase miskantusa
su: (1) veci prinosi kroz uzgoj genotipova otpornijih na stres i ve¢i prinos, kao i
optimizacija upravljanja usjevima; (2) smanjenje troSkova uzgoja kroz razvoj metoda
uzgoja temeljenih na sjemenu i (3) optimizirane, u¢inkovite metode sakupljanja s niskim

gubicima koje osiguravaju visokokvalitetnu biomasu.
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3.4. Obnova zemljista (fitoremedijacija)

Fitoremedijacija je niz procesa koji koriste biljke, zajedno s njihovim enzimima i
okolisnim mikroorganizmima prisutnim u zoni Kkorijena za izolaciju, transport,
detoksikaciju i mineralizaciju ksenobiotika u tlu, ¢ime se smanjuje njihova koncentracija,
pokretljivost ili toksi¢ni ucinci [16]. Fitoremedijacija se koristi za uklanjanje
zabrinjavajuc¢ih vrsta zagadivaca i njihovih sloZenih mjeSavina. Rije¢ je o teSkim
metalima, radionuklidima i organskim ksenobioticima, koji uglavnom dospiju u tlo zbog
rutinskih antropogenih aktivnosti u poljoprivrednom sektoru, atmosferskog taloZzenja u

zraku i nepravilnog odlaganja otpada [16].

Oneciséujude tvari
Pollutants

Fitoekstrakcija

Fitovolatizacija Phytoextraction

Phytovolatilization
Fitorazgradnja
Phytodegradation Rizorazgradnja

Rhizodegradation

Rhizofiltration

Slika 10: Mehanizmi fitoremedijacije [16]

Zbog svog ucinkovitog recikliranja hranjivih tvari i niskih zahtjeva za unosom, miskantus
ima potencijal rasti na marginalnim zemljistima. Zbog toga je od interesa za uzgoj na
kontaminiranom zemljiStu u svrhu sanacije tla. Jedna studija koja je istrazivala uzgoj
miskantusa na zemljiStu kontaminiranom policiklickim aromatskim ugljikovodicima
(PAH) pokazala je da ima pozitivan utjecaj na razgradnju PAH-a [15]. Druga studija koja
je testirala upotrebu miskantusa u puferskim trakama za kontrolu ispiranja nitrata i
izbjegavanje onecis¢enja podzemnih voda pokazala je pozitivne rezultate sa smanjenjem
ispiranja nitrata 60 % — 70 % [17]. Moze se uzgajati i u svrhu fitoekstrakcije ili

fitostabilizacije oneciS¢enja tla. Na primjer, ima potencijal remedijacije tla
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kontaminiranih cinkom (Zn) putem fitoekstrakcije [18], pri ¢emu je M. sinensis
najprikladniji genotip jer ne pokazuju znacajno smanjenje akumulacije biomase tlima
kontaminiranim cinkom [19]. Miskantus je takoder u¢inkovit kod sanacije tala koja su
onecis¢ena barijem (Ba) i niklom (Ni). Studija koja je provedena u svrhu testiranja
miskantusa na tlima oneCiS¢enim teSkim metalima pokazala je da on pomaze u

izbjegavanju onecis¢enja podzemnih voda fitostabilizacijom navedenim metala [18].

4. MIKROPROPAGACIJA

Mikropropagacija biljaka je integrirani proces u kojem se stanice, tkiva ili organi
odabranih biljaka izoliraju, steriliziraju i inkubiraju u asepticnom okruzenju koje potice
rast kako bi se dobilo mnogo kloniranih sadnica [20]. Tehnika izoliranog kloniranja
pokazala je Cinjenicu da se somatske stanice, pod odgovaraju¢im uvjetima, mogu
diferencirati na cijelu biljku. Termin mikropropagacija se opéenito koristi za asepticke
kulture stanica, tkiva, organa i njihove komponente pod definiranim kemijskim i
fizikalnim uvjetima in vitro [20]. Podloga za kulturu biljnih tkiva je umjetna hranjiva tvar
s dodatkom organskih i anorganskih hranjiva koja se koriste za uzgoj medija biljnih tkiva.
Kulturni medij koji se koristi za in vitro uzgoj biljnih stanica sastoji se od tri osnovne
komponente: esencijalnih elemenata (normalnih iona), organskih dodataka i izvora
fiksnog ugljika. Kada se uzgajaju u odgovaraju¢em mediju s auksinom 1 citokininom,

eksplantati stvaraju neorganiziranu, rastu¢u i dijele¢u masu stanica zvanu "kalus".

Mikropropagacija je i dalje vazan alat za masovnu proizvodnju klonskih sadnica nekoliko
vaznih biljnih vrsta koje zadrZavaju genetsku istovjetnost [21]. U nekim je slu¢ajevima
mikropropagacija jedina tehnika koja podrzava uzgoj i promice ekonomsku vrijednost
odredenih poljoprivrednih vrsta. Mikropropagacija biljaka rijesila je mnoge fitosanitarne
probleme 1 omogucila ekspanziju i pristup visokokvalitetnim biljkama za uzgajivace iz
razli¢itih zemalja i gospodarskih sredina, ¢ime je ucinkovito pridonijela ekspanziji
poljoprivrede u ovom i pro§lom stoljecu [21].

Osnovna oprema za pripremu medija ukljucuje autoklav, pH metar, analiticke i
poluanaliticke vage te mjerne instrumente i posude; oprema za zagrijavanje, mijeSanje i

izlijevanje; hladenje; sustav za destilaciju/deionizaciju vode; skladista te prostor za pranje

alata i opreme. Veliki, komercijalni laboratorij koristit ¢e industrijsku opremu i metode
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za odrzavanje i1 pracenje zaliha medijskih komponenti i medija, proizvoditi i sterilizirati

velike serije, oznacavati, skladistiti, saditi i odlagati tisu¢e posuda dnevno.
4.1. Vrste mikropropagacije miskantusa

Postoje dvije wvrste mikropropagacije: izravna i neizravna. lzravna metoda
mikropropagacije — takoder kategorizirana kao kultiviranje in vitro — ukljucuje razvoj
pupova iz aksilarnih ¢vorova i apikalnih meristema i korisna je za uzgojne interese
oCuvanjem genetske uniformnosti (jedinke identi¢nih genotipova 1 fenotipova). Metode
neizravne mikropropagacije uglavnom su usmjerene na somatsku embriogenezu kroz
nezrele kulture cvatova, §to moze biti prednost za stvaranje lakse genetske transformacije
radi poboljSanja vrste. lako su drugi eksplantati koristeni kao izvorni materijal (npr.
dijelovi listova 1 korijena), kontaminacija, nekroza tkiva i specificnost vrste/genotipa

sprijecili su da se ti eksplantati vise koriste u komercijalnim primjenama.

Koraci za neizravnu mikropropagaciju ukljucuju: indukciju embriogenog kalusa,
regeneraciju sadnica, in vitro kultiviranje te in vitro ili ex vitro ukorjenjivanje. Izravna
mikropropagacija razlikuje se po slijedu dogadaja iskljuc¢ujuéi indukciju embriogenog
kalusa iregeneraciju sadnica, a umjesto toga moraju pro¢i "indukciju izdanaka" prije faze
proizvodnje bo¢nih izdanaka. U pojedinim znanstvenim radovima regenerirani/inducirani
grozdovi izdanaka izlozeni su mediju za ukorjenjivanje prije nego Sto se podvrgnu fazi

proizvodnje boc¢nih izdanaka.
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4.2. Faze mikropropagacije

Mikropropagacija je sloZzen proces koji se sastoji od nekoliko koraka, a vazno je svaki
korak ispravno izvesti kako bi se uspostavila in vitro kultura, a uspjesna mikropropagacija
ukljucuje pet glavnih faza [20] - Nulta faza: izbor i priprema mati¢ne biljke, faza I.:
uspostavljanje asepti¢ne kulture, faza Il.: faza multiplikacije, faza Ill.: in vitro

ukorjenjivanje i faza IV.: aklimatizacija i prijenos biljaka u ex vitro uvjete.

0. Nulta faza: Izbor i priprema mati¢ne biljke - Prije poCetka mikropropagacije treba
obratiti paznju na odabir mati¢nih biljaka. Mati¢ne biljke moraju biti tipi¢ne za sortu ili
vrstu 1 bez simptoma bolesti. MoZda bi bilo korisno tretirati odabranu biljku (ili njezine
dijelove) na neki nac¢in kako bi in vitro kultura bila uspjesna. Rast, morfogeneza i stope
razmnoZavanja in Vitro mogu se poboljsati odgovaraju¢om prethodnom ekoloskom i
kemijskom obradom mati¢nih biljaka. Identificiranje i eliminacija Stetnika kod biljaka
trebali bi biti sastavni dio mikropropagacije, ali te mjere opreza naZalost Su Cesto

izostavljene, ponekad sa Stetnim posljedicama.

1. Faza I.: Uspostavljanje asepticne kulture - Uobicajeni drugi korak procesa
mikropropagacije je stvaranje asepticne kulture odabranog biljnog materijala. Ova faza
zahtijeva da eksplantati budu prenijeti u kulturno okruZenje bez o¢itih mikrobnih
kontaminanata te nakon toga treba uslijediti neka vrsta rasta (npr. rast vrha izbojka ili
stvaranje kalusa). Obi¢no se serija eksplantata prenosi u kulturu u isto vrijeme. Nakon
kratkog razdoblja inkubacije odbacuje se svaki spremnik za koji se utvrdi da ima
kontaminirane eksplantate ili medij. I. stupanj smatrao bi se¢ zadovoljavajuce zavrSenim

ako je odgovarajuci broj eksplantata prezivio bez kontaminacije i ako je rastao.

2. Faza Il.: Faza multiplikacije - Cilj faze Il. je dovesti do proizvodnje novih biljnih
izdanaka ili propagula, koji, kada su odvojeni od kulture, mogu dati potpune biljke. U
skladu s in vitro procedurom koja se provodi razmnozavanje se moze posti¢i iz
novoizvedenih aksijalnih ili adventivnih izbojaka, somatskih embrija ili minijaturnih
organa za pohranu ili razmnozavanje. Neke od propagula proizvedenih u fazi 1. (osobito
izbojci) takoder se mogu koristiti kao osnova za daljnje cikluse umnozavanja jer se obi¢no

mogu ponovno uzgajati (podkulturiti) kako bi se povecao njihov broj.

3. Faza Il1.: In vitro ukorjenjivanje - Izbojci ili sadnice dobivene iz faze Il. su malene i

jos$ nisu sposobne za samoodrzivi rast u thu ili kompostu. U fazi I11. poduzimaju se koraci
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za uzgoj pojedinacnih ili grozdova biljaka, sposobnih za fotosintezu i prezivljavanje bez
umjetne opskrbe ugljikohidratima. Neke je sadnice u ovoj fazi potrebno posebno tretirati
kako ne bi zakrzljale ako se iznesu iz kulturnog okruzenja. Stadij III. ¢esto se prikladno
dijeli na: Stadij I1l. a - produljenje pupova ili izdanaka formiranih tijekom faze I1. kako
bi se dobili izbojci prikladne veli¢ine za stadij I1I. b; Stadij I11.b - ukorjenjivanje izbojaka

faze l11. a in vitro.

4. Faza IV.: Aklimatizacija i prijenos biljaka u ex vitro uvjete - Kona¢no, nakon §to se
korijenje dobro ucvrsti na mikroreznici, sadnice se moraju aklimatizirati na normalno
okruzenje za uzgoj u fazi IV. Metode kojima se sadnice prenose iz in vitro u ex vitro
vanjsko okruZenje izuzetno su vazne. Ako se ne provodi paZljivo, prijenos moze
rezultirati znaCajnim gubitkom razmnozenog materijala. U praksi se sadnice vade iz
njihovih spremnika, a ako su uzgajane na agarnome mediju, gel se paZljivo ispere iz
korijena. U ovoj fazi preporucuje se nanosenje antitranspirantnog filma na listove, ali se
u praksi ¢ini da se rijetko koristi. Biljke se zatim presaduju u odgovaraju¢i medij za
ukorjenjivanje (kao Sto je kompost od treseta: pijesak). Kona¢no, nakon sto se korijenje
dobro ucvrsti na mikroreznici, sadnice se moraju aklimatizirati na normalno okruzenje za

uzgoj u fazi IV.

Stage 0 Stage | Stage Il
Donor Plant Selection Etablishment Shoot Multiplication

Explant source Shoots are established Subculture to multiply
in culture (2- to 3-months) microshoots
(4- to 8-week cycles)

Stage lll Stage IV
Root Formation Acclimatization

In vitro rooting
(~ 4-weeks)

Plants are gradually
: - acclimatized to ambient
ex vitro rooting environmental conditions Nurser_y
(~ 4- to 8-weeks) and moved to unit cells production

Slika 11: Faze mikropropagacije [20]
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4.3. Tehnicki aspekti

Eksplantati: Za mikropropagaciju biljaka, odgovaraju¢ih stanica, tkiva ili organa
eksplantati se moraju uzeti iz izvornih biljaka i uspje$no uzgajati. Kvaliteta eksplantata
primarna je za uspjeh bilo koje sheme mikropropagacije. Odabranim biljnim tkivom ili
organom, nakon $to se isti ukloni iz izvora, mora se pazljivo rukovati kako bi se izbjegla
nepotrebna fizicka oSte¢enja, vanjska kontaminacija ili propadanje zbog duljeg vremena

ili loSih uvjeta skladistenja prije dolaska u laboratorij.

Asepsa: Konvencionalna mikropropagacija biljaka zahtijeva asepti¢no okruzenje i
aksenske kulture. To se idealno postize povrSinskom sterilizacijom kontaminiranih
eksplantata. Moraju biti stvoreni asepti¢ni radni prostori, zasStiCeni i izolirani od drugih
podrucja laboratorija, ¢ime se uspostavljaju progresivno €iS¢i prostori koji ukljucuju

stroZe ponasanje 1 rad.

Tehnologija cCistih soba: Prema Medunarodnoj organizaciji za standardizaciju (ISO)
Cista soba definirana je kao "prostorija u kojoj se kontrolira koncentracija ¢estica u zraku
1koja je izgradena 1 koriStena na na¢in da se minimizira unosenje, stvaranje i zadrzavanje
Cestica unutar prostorije i u kojoj se po potrebi kontroliraju drugi relevantni parametri, na

primjer temperatura, vlaznost i tlak zraka*.

Dezinfekcija i sterilizacija: Sve sto dolazi u dodir s biljnim materijalom potencijalni je
zagadivacC. Sterilizacija, dezinfekcija, osobna higijena i protokoli odrzavanja sastavni Su
¢imbenici stvaranja 1 odrzavanja asepticnog okruzenja i proizvoda bez kontaminacije.
Komercijalni laboratoriji opremljeni su autoklavima i/ili sterilizatorima za rasute medije

koji se koriste za vecinu sterilizacije medija, spremnika i alata.

Okoli$ni uvjeti: U komercijalnom laboratoriju za mikropropagaciju kriti¢ni su elementi
okoli$ni uvjeti i njihova kontrola. Troskovi grijanja, hladenja, ovlazivanja/odvlazivanja i
filtriranja zraka 1 osvjetljavanja biljnog materijala ¢esto su bili ograni¢avajuci cimbenik
u osnovi troSkova mikropropagacije biljaka. Moraju se pratiti i uzeti u obzir tri skupa
uvjeta okolisa - (1) trenutna sezona i okoli§, ukljucujuéi temperaturu i vlaznost u
neseptinim, ambijentalnim podru¢jima laboratorija, (2) kontrolirano okruzenje
prostorije za uzgoj, ukljucujuéi sanitarne uvjete i asepsu, temperaturu, vlaznost, protok i

cirkulaciju zraka, kvalitetu i intenzitet svjetlosti i duljinu dana i (3) mikrookruzenje
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posude za rast ukljucuju¢i asepsu, temperaturu, vlaznost, izmjenu plinova, intenzitet i

kvalitetu svjetlosti, ishranu i potencijalni izvori stresa.

Temperatura: In vitro uvjeti rasta za vecinu biljaka zahtijevaju temperaturu okoline od
22 do 27 °C. Neke vrste, faze rasta ili uvjeti skladiStenja mogu zahtijevati razlicite ili
promjenjive temperaturne rezime. Grijanje i hladenje prostorija za uzgoj te odrzavanje
temperaturne stabilnosti, osobito u ekstremnim klimatskim uvjetima ili vremenskim

prilikama, znacajan je izazov.

Relativna vlaznost: Mikrovlaznost u posudi za rast biljaka, za koju se opcéenito oc¢ekuje
da ¢e dosec¢i 98 % — 100 %, najznacajniji je faktor vlaznosti. Postoje dokazi da bi moglo
biti u¢inkovitije odrzavati RH na 88 % — 94 % ili manje. To se moZze posti¢i koriStenjem
manje medija po spremniku, ve¢im koncentracijama sredstava za zeliranje, filterima za

izmjenu plina u posudama za rast i/ili odrzavanjem nize vlaznosti u prostoriji za uzgoj.

Svjetlo: Konvencionalni in vitro mediji za rast daju kulturama izvor ugljika, obi¢no
saharozu. Iako postoji odredena fotosintetska aktivnost in vitro, biljke se ne oslanjaju na
fotosintetsku fiksaciju ugljika za rast. Tradicionalno, fluorescentne svjetiljke bile su
primarni izvor svjetlosti koji se koristi u mikropropagaciji. Gustoc¢a fotona je izmedu 20

i 200 pmol/m?/s , sa standardnim fotoperiodom od 12 do 16 h. m?
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4.4. Prednosti i nedostaci mikropropagacije

Za mnoge vrste mikropropagacija nudi znacajne prednosti u kvaliteti, kolicini i
ekonomicnosti u odnosu na konvencionalno vegetativno razmnozavanje. Medutim,
mikropropagaciji su svojstveni nedostaci i znacajni nedostaci u znanju o tome kako
kultura biljnog tkiva radi, a kako ne, i zasto. To se ne moze zanemariti ako se zeli povecati
potencijal biljnih biotehnologija. Nastavlja se potraga za boljim metodama i povoljnijim
ishodima u komercijalnoj mikropropagaciji.

4.4.1. Prednosti

Proizvodi se vrlo velik broj klonskih propagula u relativno kratkom vremenskom rasponu
u odnosu na istu biljku koristenjem konvencionalnih tehnika [20]. Mikropropagacijom se
vr§i proizvodnja biljnog materijala bez bolesti s moguénos¢u eliminacije virusne,
bakterijske i gljiviéne kontaminacije. Primarni razlozi za koriStenje mikropropagacije i in
vitro tehnike su da pruzaju vazne alate za stvaranje irad s eksplantatima i materijalom za
razmnozavanje bez patogena. Osnovna postavka u komercijalnoj mikropropagaciji je
sposobnost kontrole i jamc¢enja dosljedno visokog stupnja sli¢nosti izmedu karakteristika
izvorne biljke 1 konacnog biljnog proizvoda, bilo da se radi o veli¢ini, obliku, boji cvijeta,
prisutnosti i koncentraciji metabolita ili drugim karakteristikama. Tehnike
mikropropagacije biljaka, integrirane u nove tehnologije, ¢esto predstavljaju sredstvo za
brze i kvalitetnije rjeSavanje pitanja u hortikulturi te u poljoprivrednim, kemijskim,
medicinskim i farmaceutskim znanostima. Mikropropagacija omogucava veéu
sposobnost sigurne isporuke velikih koli¢ina biljnog materijala brzo, ucinkovito i
relativno jeftino. Time se ucinkovito eliminira ili minimizira udaljenost izmedu

istrazivackih i razvojnih centara te laboratorija.
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4.4.2. Nedostaci

Nedostaci za komercijalnu primjenu mikropropagacije velikih su razmjera. Oni ukljucuju
sljede¢e probleme: Ceste mutacije, nedostatak osnovnog znanja o organogenezi ili
embriogenezi, unutarnje infekcije, vitrifikaciju i toksi¢ne eksudate, povecan etilen i CO2
razine, zanemarivanje uloge fizi¢kih ¢imbenika rasta (svjetlo, temperatura, vlaznost i
plinovita faza), gubitke pri prijenosu iz in vitro na aklimatizaciju, troskove rada i
nedostatak realne mehanizacije, a mnoge novorazvijene tehnike nisu ekonomski isplative
dok je komercijalna proizvodnja Cesto nedovoljno kontrolirana. Neki od najvecih
ekonomskih gubitaka, izravnih i neizravnih, u komercijalnoj mikropropagaciji
uzrokovani su endogenom 1 ekoloSki izazvanom kontaminacijom biljnih kultura.
Takoder, nastaju veliki gubici tijekom prijenosa biljnog materijala iz faze 11l. u fazu IV.,
fazu aklimatizacije. Uspjeh i odrzivost komercijalnog programa mikropropagacije
temeljenog na kulturi tkiva ne mjeri se samo koeficijentom umnozavanja, nego i
sposobnos¢u biljke da napravi prijelaz iz heterotrofnog/miksotrofnog in vitro sustava u
fotoautotrofno stanje u stakleniku i polju. Skupa tehnologija, objekti i rezijski troskovi te
radno intenzivna priroda mikropropagacije Cesto ju Cine ekonomski neizvedivom i

stvaraju troskove koji su neodrzivi za odredene biljke, sorte, proizvode ili trzista.
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5. PREGLED KULTURE STUDIJA IN VITRO

Ovo istrazivanje provedeno je u cilju usporedbe razli¢itih metoda mikropropagacije kako

bi se odredila metoda koja je najpovoljnija za mikropropagaciju miskantusa.

Mnogi autori proucavali su i razvili nove biotehnoloske metode reprodukcije miskantusa
i razradu novih pocetnih oblika za poboljSanje genetske varijabilnosti. Prve detaljne
informacije o in vitro kulturama na temelju proizvodnje kalusa Miscanthus x giganteus
objavili su Lewandowski (1992.) i Lewandowski i Kahnt (1993. a, b, c). Prve rezultate

mikropropagacije in vitro kultiviranjem objavio je Moller-Nielsen i sur. (1993).

U ovom radu napravljena je usporedba studija mikropropagacije morfogeneza
Miscanthus x giganteus koju su objavili Klychenko i sur. (2018.), regeneracija biljaka
Miscanthus giganteus - ucinak tipova kalusa, starosti i na¢ina uzgoja na sposobnost
regeneracije koju su objavili Kim i sur. (2010.) te u¢inkovit i jednostavan in vitro sustav
regeneracije Miscanthus sinensis, M. x giganteus i M. sacchariflorus za sadnju i

biotehnoloske svrhe, koju su objavili Slusarkiewicz-Jarzina i sur. (2017.).

6. MATERIJALI | METODE

6.1. Morfogeneza Miscanthus x giganteus in vitro [22]

Materijal istrazivanja bili su latentni pupovi trogodi$njih rizoma Miscanthus x giganteus.
Za sterilizaciju je koriStena 70-postotna otopina etanola i 0,1-postotna otopina HgCI2 .
Eksplantati su sterilizirani 1,5 min u 70-postotnoj otopini etanola i 22 min u otopini od
0,1 % zivinog biklorida uz naknadno ispiranje u tri obroka vode 7 - 10 min. Sterilni
eksplantati stavljeni su u epruvete s 10 ml Murashige i Skoog (MS) nehormonskog medija
za kulturu s naknadnim prijenosom u modificirani medij kulture MS: 1. MS + BAP? (0,2
mg/l) + saharoza (30 mg/l) 2. MS + BAP (0,75 mg/l) i kinetin (1,2 mg/I) + saharoza (30
mg/l). Klice miskantusa ukorijenjene su u MS mediju, nadopunjenom polovi¢nom dozom
makro- i mikroelemenata bez regulatora rasta. Eksplantati su uzgajani u prostoriji za
kulturu na 23 — 25 °C, relativna vlaznost zraka 60 — 70 % i osvjetljenje 3000 Ix, fotoperiod

— 16 h. Biljke su prilagodene in vivo uvjetima u klimatskoj komori (Rubarth Apparate

8 BAP 6-benzilaminopurin/ benzil adenin
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GmbH RUMED, Njemacka) koriStenjem razli¢itih mjesavina tla: 1.) treset : pijesak :
perlit (2 : 1: 1), 2.) treset : pijesak (2 : 1), 3.) treset : perlit : tlo (2:2: 1) na24 —25°C
uz relativnu vlaznost 70 — 80 %, intenzitet osvjetljenja 1.500 Ix, fotoperiod — 16 h. Cilj
rada bio je dobiti sadni materijal Miscanthus x giganteus u velikoj koli¢ini radi

proucavanja osobitosti morfogeneze izolirane kulture meristema.

6.2. Regeneracija biljaka Miscanthus x giganteus: ucinak tipova kalusa,

starosti i nac¢ina uzgoja na sposobnost regeneracije [23]

Tkiva nezrelih cvatova, duljine priblizno 5 - 20 mm, sakupljena su iz biljaka M. giganteus
uzgojenih u stakleniku i sterilizirana uranjanjem u otopinu NaOCI od 0,5 % tijekom 3
min. Sterilizirani eksplantati izrezani su na dijelove od 5 do 7 mm i stavljeni na medij za
indukciju kalusa (M1BA) koji se sastoji od bazalnih soli MS i MS vitamina (Murashige
& Skoog, 1962.) s 2.47P (13,6uM ), BA (0,44 uM), 2,889 L~ prolina, 30 g L~! saharoze
i 750 mg L~ MgCI2 6H20, kako je opisao Petersen (1997). Svi mediji dopunjeni su s
2gL~! Phytagelt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i podeSeni na pH 5,5 prije
autoklaviranja. Petnaest eksplantata postavljeno je na svaki medij za indukciju kalusa
(M1BA) s 15 ponavljanja. Kulture su inkubirane u mraku na 27 + 2 °C i subkulturirane u
intervalima od 1 tjedna prva 2 tjedna, a zatim u intervalima od 2 tjedna tijekom 4 tjedna.
Sest tjedana nakon pocetka kulture zabiljeZen je ukupan broj induciranih kalusa kako bi
se izracunao postotak indukcije kalusa. Razli¢ite vrste kalusa razdvojene su po njihovom
vizualnom izgledu i prebrojan je broj svake vrste kalusa. Klasifikacija kalusa bila je kako
su opisali Lewandowski (1997.), Holme & Petersen (1996.) i Petersen (1997.) za procjenu
kalusa M. giganteus. Jedna jedinica kalusa definirana je kao kalus promjera 2 mm.
Postotak svake vrste kalusa izracunat je kao: postotak vrste kalusa 5 (broj svake vrste

kalusa/ukupan broj komada kalusa) x 100.
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6.3. Ucinkovit i jednostavan in vitro sustav regeneracije Miscanthus

sinensis, M.x giganteus i M. sacchariflorus za sadnju i biotehnoloSke

svrhe [24]

Materijal za studije izveden je iz tri vrste Miscanthus i sastoji se od ukupno Sest oblika
koji dolaze iz dobro uhodane terenske zbirke Instituta za biljnu genetiku Poljske
akademije znanosti. In vitro kulture zapocete su iz eksplantata prikupljenih u lipnju i
kolovozu u ranoj fazi razvoja cvatova iz biljaka koje rastu u polju. Odrezani su distalni
segmenti izdanaka duzine 10 - 20 cm, koji se sastoje od cvatova koji se razvijaju u lisnim
ovojnicama (duljine 0,5 - 3 cm) sa susjednim ulomkom izbojaka, zatim kratko o¢is¢eni i
sterilizirani u 5-postotnoj otopini kalcijevog hipoklorita 10 minuta i temeljito isprani u
sterilnoj vodi. Zatim je lisna ovojnica uklonjena i izolirana su tri tipa eksplantata. Prilikom
razvoja cvat je bio vrlo malen (0,5 — 1 cm), izrezan je u cjelini i, ako je bilo moguce,
izrezan na 2 fragmenta (eksplantati nazvani ‘cijeli u cvatovima’), slicno eksplantatima
koje su pokazali Glowacka i sur. U veéem cvatu glavna os je secirana i izrezana na 2 —
10 fragmenata duljine 3 — 5 mm (eksplantati nazvani ‘osovine cvatova'). U eksperimentu
I. sve vrste eksplantata uzgajane su na bazalnom mediju MS s 30 gL=! saharoze,
dopunjene s 5,0 mg L™11 2,4- D + 0,5 mg |-1 BAP, a biljke iz induciranih kalusa su
regenerirane na MS medij sa saharozom i 2,0 mg I-1 BAP. U eksperimentu Il. eksplantati
tipa odabranog u 1. pokusu uzgajani su na MS s 30 gL~! saharoze ili medija C17
modificiranog zamjenom saharoze s 90 gL~! maltoze. Mediji su dopunjeni jednom od
sljede¢ih kombinacija regulatora rasta: 4,0, 5,0 ili 6,0 mgL~! 2,4-D + 0,5 mgL~! BAP ili
KIN, dok je regeneracija sadnica provedena kao u pokusu I. U pokusu Ill. kalusi su
inducirani iz eksplantata tipa odabranog u 1. pokusu na mediju uspostavljenom u 2.
pokusu, ali su sadnice regenerirane na sljede¢em mediju, sve dopunjeno s 30 gL™?!
saharoze i regulatorima rasta: MS s 2,0 mgL~* BAP, MS s 0,5 mgL~! NAA® + 0,5 mgL~!
KIN ili 190-2 medij s 0,5 mgL~! NAA + 0,5mgL~* KIN. Medij koristen u svim pokusima
podesen je na pH 5,7 i skrucivan s 0,7-postotnim agarom. Kalus se formirao na 24 °C u
mraku 2 mjeseca. Zatim su kalusi izrezani iz originalnih eksplantata i premjesteni na

regeneracijski medij. Naknadno su preneseni na isti svjezi medij svaka 3 - 4 tjedna.

9 1-naftalenoctena kiselina
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Cjelokupna regeneracijska kultura, uklju¢ujuéi razvoj sadnica, rast i ukorjenjivanje,

provedena je na 22 °C u fotoperiodu od 16 sati.

7. REZULTATI | RASPRAVA

7.1. Morfogeneza Miscanthus x giganteus in vitro [22]

Studije su pokazale da je najveci postotak starosti sterilnih latentnih pupova (70 %)
postignut dosljednim drzanjem u 70-postotnoj otopini C2 H5 OH, etanolu (1,5 min) uz
daljnji prijenos u otopinu HgCI2 od 0,1 % (22 min) i ispiranje tri puta u sterilnoj

destiliranoj vodi. Izvadeni latentni pupovi poceli su se povecavati 5. — 6. dan nakon sadnje

u medij kulture, a 8. — 10. dana preneseni su u medij kulture MSR1 i MSR2. U¢inkovitost

odabranih medija procijenjena je sljede¢im indeksima: duljina klica, njihov broj i

ucestalost viSestruke obrade. Mjerenja morfometrijskih indeksa 1 izracuni kvantitativnih

podataka vrseni su tijekom 30 dana (tablica 3.).

Tablica 3: Utjecaj sastava podloge na razvoj meristemskih kultura Miscanthus x

giganteus [22]

Broj L 1o
medija Sastav medija Duzina klice, Klica Koeficijent
kulture mm reprodukcije
MSR1 MS + BAP 4.6 £ 2.8 + 46+1.1

(0.2 mg/l) + 0.9 0.5
MSR2 saharoza 114+1.2
(30 mg/1) 13.3 % 52 +
MS + BAP 1.0 0.6
(0.75 mg/1)
i Kinetin
(2.2 mg/l)
+ saharoza
(30 mg/l)
Izvor: Autor
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Tijekom prva tri tjedna uzgoja procesi regeneracije u izoliranim biljkama miskantusa bili
su najaktivniji u prisutnosti veée koli¢ine BAP-a i kinetina. Prema zapazanjima, Kinetin
(1,2 mg/l) pospjesuje stvaranje pupova i dodatnih klica. Poznata je znanstvena ¢injenica
da su neki citokini sposobni ukloniti apikalnu dominaciju i dovesti do budenja pomo¢nih
pupova. U ovom istrazivanju dodatkom BAP-a (0,75 mg/1) doslo je do aktivnog stvaranja
3 - 7 dodatnih klica u 4. - 5. tjednu uzgoja. Treba napomenuti da je saharoza (30 mg/l) u
ovoj fazi uzgoja izoliranih eksplantata povoljan izvor ugljikohidrata. Istrazivanja su
pokazala da je optimalni medij kulture za regeneraciju mikroglija MSR2, dopunjen s BAP
(0,75 mg/1) i kinetinom (1,2 mg/l). Ovdje je uestalost regeneracije klica iznosila 90,0 —
100,0 % s razvojem glavne klice i viSestrukim busenjem s ucestalos¢u od 85,0 — 100,0 %
(S1.12).

o
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Slika 12: Uzgoj klica miskantusa na podlozi razli¢itog sastava (a- MSR1, b- MSR2)
[22]

Vazno je napomenuti proces rizogeneze. Ukorjenjivanje klica Miscanthus x giganteus in
vitro ovisilo je o veli¢ini klice i broju provedenih pasaza. Klice duge 5 — 6 cm (stare 8 —
9 tjedana) prebacene su u medij za kulturu MS s polovicnom dozom makro- i

mikroelemenata bez regulatora rasta. Biljke Miscanthus x giganteus pokazale su svoju
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sposobnost normalnog razvoja u ovom mediju kulture. Formiranje korijenskog sustava

uoceno je 8. - 11. dana uzgoja (slika 13).

Slika 13: Rizogeneza Miscanthus x giganteus [22]

Nakon formiranja korijenskog sustava laboratorijske biljke pocéele su aktivno rasti,
udvostruciti se, pa ¢ak i utrostruciti u roku od 7 dana uz aktivno formiranje listova. Po
jednoj klici dobivalo se u prosjeku 4 - 10 korijena od 1,5 cm. Tridesetog (30.) dana uzgoja
broj korijena bio je u rasponu od 9 do 22, a njihova duljina od 4 do 13 cm (tablica 4).
Ucestalost ukorjenjivanja bila je 95,0 — 97,0 %. Laboratorijske biljke stare 12 - 14 tjedana
(ovisno o razdoblju uzgoja u podlozi za ukorjenjivanje) mogu se dalje uzgajati u
stakleniku. Regenerirane biljke od 5 do 7 cm s dobro razvijenim korijenovim sustavom
pazljivo su izvadene pincetom, korijenje im je temeljito isprano iz podloge (kako bi se

sprijeéilo truljenje i propadanje biljaka) te je posadeno u razli¢ite supstrate.
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Laboratorijske biljke stare 12 - 14 tjedana (ovisno o razdoblju uzgoja u podlozi za
ukorjenjivanje) mogu se dalje uzgajati u stakleniku. Regenerirane biljke od 5 do 7 cm s
dobro razvijenim korijenovim sustavom pazljivo su izvadene pincetom, korijenje im je
temeljito isprano iz podloge (kako bi se sprije¢ilo truljenje i propadanje biljaka) i
posadene su u razliCite supstrate. Evidentno je da se supstrat br. 1 pokazao
naju¢inkovitijim za biljku miskantus jer je, za razliku od supstrata br. 2 i 3, poticao brzo
ukorjenjivanje, rast i razvoj klica. Cetiri tjedna kasnije na biljkama je do$lo do formiranja

3 - 4 lista 1 mlijeCnog korijenovog sustava. U tim uvjetima prezivljavanje mikrobiljki

Tablica 4: Ukorjenjivanje Miscanthus x giganteus in vitro [22]

Prosje¢na
Prosjecan broj 3
D . e duljina
an korijena po biljci B
korijena, cm
10 6.3+0.3 1.5 +0.07
20 10.5+0.5 43+0.2
30 141 +0.7 9.6 +0.5
10 6.3+0.3 1.5+0.07
Izvor: Autor

iznosilo je 91 — 95 %.
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7.2. Regeneracija biljaka Miscanthus giganteus: u¢inak tipova kalusa,
starosti i nac¢ina uzgoja na sposobnost regeneracije [23]

Eksplantati nezrelih cvatova zapoceli su kalus oko 2 tjedna nakon kulture na M1BA
mediju koji je sadrzavao 13,6 mM 2,4-D'° i 0,44 mM BA! s ucestaloséu od 78 + 7,8 %
mjereno 6 tjedana nakon inicijacije. Tri razli¢ite vrste kalusa identificirane su nakon 6

tjedana kulture (slika 14 a - c).

Slika 14: Regeneracija biljaka iz kalusa miskantusa [23]

Dominantni tip kalusa (41 £ 4 % od ukupnog broja) bio je zuti ili bijeli zbijeni kalus sa
svijetlozelenim strukturama (kalus koji stvara izdanak) (slika 14a). Postoci kompaktnog,
bijeloga kalusa (kalusa nalik embriogenom) (slika 14b) i mekog, trosnoga kalusa (slika
14c) iznosili su 22 £ 2,1 odnosno 37 + 3,7 %. Utvrdeno je da je kontinuirana subkultura
kalusa koji stvaraju mladice na M1BA ¢vrstom indukcijskom mediju kalusa uzrokovala
da vecina kalusa promijeni boju u smedu. OdrZavanje kalusa koji stvaraju izbojke na

¢vrstom mediju koji sadrzi samo 2,4-D uglavnom proizvodi Zuckasti i polumekani kalus

10 2 4- diklorofenoksioctena kiselina
11 penziladenin
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s malim dijelom embriogenog tipa kalusa. Kalus koji stvara izdanak odrzavan u teku¢em
mediju takoder se pretvorio u zuckasti i polumeki kalus, a veéina je tada formirala
korijenje na regeneracijskome mediju (slika 1d). Najbolje su se pokazale jednomjesecne
mladice koje stvaraju klice. Nakon 1 mjeseca subkulture na ¢vrstom mediju za odrzavanje
kalusa procijenjena ucestalost regeneracije kalusa koji tvore izbojke pala je na 0,3
odnosno 0,1 sadnice po kalusu na mediju za regeneraciju MR1-1 i MR1-2.
Eksperimentalni podaci pokazali su da su tipovi i starost kalusa induciranih iz nezrelih
tkiva cvatova kriticni ¢imbenici koji odreduju ucinkovitost regeneracije sadnica u M.
giganteus. Kalusi koji tvore izbojke inducirani iz nezrelih tkiva cvatova pokazali su
najvecu ucestalost regeneracije u ovom eksperimentu. Zabiljezeno je da se regeneracija
biljaka poboljsala koriStenjem kalusa koji stvara izbojke induciranog iz listova i vrhova
izdanaka M. giganteus. Kombinacija 2,4-D i BA u mediju za indukciju kalusa bila je
ucinkovita za poboljSanje regeneracije biljaka, kao 1 indukcijske frekvencije kalusa koji
stvara mladice kod M. giganteus. Preliminarni eksperimenti provedeni regeneracijom
kalusa induciranih iz nezrelih tkiva cvata sa ili bez BA takoder su pokazali vece
frekvencije regeneracije iz kalusa induciranog 2,4-D i BA od kalusa induciranog samo
2,4-D. Gubitak sposobnosti regeneracije s povecanjem starosti kalusa kritican je problem
za odrzavanje 1 regeneraciju kalusa kod M. giganteus, §to je uo¢eno 1 za druge vrste trava.
Holme 1 suradnici (1997.) uspostavili su sustav suspenzijske kulture za odrzavanje
embriogenih kultura kalusa u M. giganteus, a visoka u¢inkovitost regeneracije postignuta
je iz suspenzijskih agregata starin 18 mjeseci. Ovi eksperimenti potvrdili su da se
sposobnost regeneracije kulture kalusa nalik embriogenom moze odrzavati tijekom
dugotrajne kulture u razdoblju (do 1 godine) suspenzijskom kulturom. Nadalje,
procijenjeno je kako dva regulatora rasta sliéna auksinu, NAA ili 2,4-D, utjeCu na
uc¢inkovitost brzine regeneracije iz kalusa koji stvara mladice. Kombinacija NAA i BA u
regeneraciji medija (MR1-1 medij) stimulirala je brzu regeneraciju izbojaka i rast iz
kalusa koji stvaraju izbojke u usporedbi s kombinacijom 2,4-D i BA (medij MR1-2)
(tablica 5). Ucestalost regeneracije kalusa koji stvaraju mladice na mediju MR-1 bila je

znacajno visa od frekvencije.
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Tablica 5: Utjecaj dvaju razli¢itih medija za regeneraciju (MR1-1 i MR2-2) na brzu

regeneraciju iz kalusa starih 6 tjedana [23]

Frekvencija regeneracije
Medij Nakon 1 mjesec Nakon 2 mjeseca Ukupna frekvencija
inkubacije*,§ inkubacije w,§ 2§
MR1-1 0.84 +0.8a 0.35 +0.08a 1.19 £ 0.15a
(1.3mM NAA i
22 mM BA)
MR1-2 0.29 + 0.05b 0.54 +0.07a 0.83 £ 0.08b
(45mM2,4-Di
22 mM BA)
Izvor: Autor

*UCestalost regeneracije procijenjena je kao broj regeneriranih sadnica podijeljen s ukupnim brojem kalusa

nakon 1 mjeseca inkubacije na regeneracijskom mediju bez subkulture (testirano je 20 kalusa za svaki

tretman s pet ponavljanja).

w Nakon vadenja regeneriranih sadnica iz materijala kalusa u prvom mjesecu kalusi su subkulturirani i

inkubirani na regeneracijskom mediju jo$ jedan mjesec, a zatim je prebrojan broj regeneriranih sadnica.

z Za procjenu ukupne ucestalosti regeneracije koriSten je ukupan broj regeneriranih biljaka za 2 mjeseca

inkubacije kalusa na mediju za regeneraciju.

8 Sredstva unutar svakog stupca s razli¢itim slovima znacajno se razlikuju na Pf0.05, koriste¢i Fisherov

LSD.
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Ucestalost dobivena iz medija MR1-2 tijekom prvog mjeseca inkubacije bila je znac¢ajno
manja nego na mediju MR1-1, a ukupan broj regeneriranih biljaka dobiven nakon 2
mjeseca inkubacije na regeneracijskom mediju takoder je bio znacajno veéi na mediju
MR1-1 nego $to je bio na mediju MR1-2. Vecina regeneriranih sadnica (69 % od ukupno
regeneriranih sadnica) pojavila se unutar 1 mjeseca od inkubacije u mediju MR1-1, dok
je u istom razdoblju na mediju MR1-2 proizvedeno samo 30 % od ukupnog broja
regeneriranih sadnica. Slike 1f i g snimljene su nakon trotjedne inkubacije klica koje
stvaraju mladice te je vidljiva izrazita razlika u regeneraciji i rastu izdanaka na ova dva
razli¢ita medija. Kalusi koji tvore izbojke postavljeni na MR1-2 medij formirali su mnoge
zelene mrlje koje ukazuju na pocetak diferencijacija kalusa s nekoliko sicusnih
visestrukih izdanaka na povr$ini kalusa tijekom 3 tjedna (slika 14g), ali rast diferenciranih
izbojak bio je relativno spor u usporedbi s regeneriranim izbojcima na mediju MR1-1
(slika 14f).

Cini se da je fina selekcija i odrzavanje kompaktnog, bijelog nodularnog tipa kalusa
takoder vazan Cimbenik koji utjeCe na ucinkovitost regeneracije kultura kalusa sli¢nih
embriogenim. Regenerirane biljke uzgojene u polju pokazale su normalan fenotipski
razvoj s visinama biljaka i promjerom stabljike usporedivim s biljkama razmnozavanim
rizomom u nasim pokusima. Sadnja zrelih rizoma uzgojenih oko 3 mjeseca u stakleniku

ili vani bez podjele moze ubrzati rast i razvoj regeneriranih biljaka M. giganteus.
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7.3. Ucinkovit i jednostavan in vitro sustav regeneracije Miscanthus

sinensis, M.x giganteus i M. sacchariflorus za sadnju i biotehnoloSke

svrhe [24]

Embriogeni kalus dobiven je iz svih tipova eksplantata Sest genotipova miskantusa
testiranih u pokusu I. Somatska embriogeneza zapoceta je u vrlo ranim fazama rasta
kalusa, a globularni i polarizirani embriji uo¢eni su oko 3 - 4 tjedna nakon prijenosa
eksplantata na medij za indukciju kalusa (SI. 15a). Somatski embriji ¢esto su se razvijali
u skupinama kao razlicite bipolarne jedinice s jednostani¢nim slojem epiderme, labavo

pri¢vr§éenim na povrSinu kalusnog tkiva (slika 15b).

Slika 15: Histoloski razvoj somatskog embrija u kalusu iz mladog cvata genotipa M.
sinensis 17 nakon 1 mjeseca kulture [24]

Kalus je varirao u strukturi i izgledu, ovisno o vrsti eksplantata, a donekle i o genotipu.
Kalus svih testiranih genotipova Miscanthusa, koji potjece iz cijelih nezrelih cvatova,
razvio se kao zuckaste i tvrde kvrzice, s nekim mekim dijelovima i malim bijelim
zbijenim grozdovima (sl. 16a — d). Uzgoj eksplantata dobiven iz osi fluorescencije,
posebno MsacR, takoder je razvio zuckasti i nodularni kalus s bijelim grozdovima, ali
lomljiviji i djelomiéno rizogeniji. Cvorovi su formirali mali polumeki kalus s nekim
grozdovima. Ubrzo nakon prelaska na svjetlosne uvjete embriogene strukture postale su

zelene i razvile su se u bilj¢ice (slika 16e — f).
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Slika 16: Indukcija kalusa razli¢itih genotipova miskantusa [24]

Regeneracija sadnica iz preostalog kalusa nije uo¢ena. Genotip i tip eksplantata znacajno
su utjecali na indukciju kalusa i kasniju regeneraciju sadnica . Cijeli su cvatovi bili visoki,
a C¢vorovi najnizi. Regeneracija sadnica ovisila je o podrijetlu kalusa. Za vecinu
genotipova najve¢i PRR'? zabiljeZeni su za kalus formiran od cijelih nezrelih cvatova
pracenih osima cvatova (beznaGajna razlika). Cvorovi su opcenito proizveli
neproduktivne eksplantate, osim genotipova Ms16 i Mxg4. Osim MsacR-a, genotipovi
miskantusa otkrili su slican PRR, ali je ovaj proces u razli¢itoj mjeri odgovarao stvaranju
kalusa za pojedine genotipove. Stoga je rezultirajuca ukupna ucinkovitost regeneracije
(TRE™), koja je odrazavala medusobni utjecaj uvjeta indukcije kalusa i regeneracije
sadnica, usvojena kao mjera stvarnoga kapaciteta regeneracije za odabir genotipova i

eksplantata koji najviSe reagiraju.

Pokus II bio je usredotocCen na optimizaciju medija za indukciju kalusa i njegov u¢inak
na kasniji razvoj sadnica pa je stoga usporedeno 12 varijanti koje su sadrzavale dva
bazalna medija MS 1 C17 sa Sest razli¢itih kombinacija regulatora rasta. Uocen je
zamjetan pad oba procesa u usporedbi s analognom varijantom pokusa I, vjerojatno zbog
toga §to su uvjeti rasta na polju u sljede¢oj sezoni utjecali na konstituciju biljaka i
regeneracijski kapacitet sakupljenih eksplantata. Ipak, uocene su sli¢ne tendencije u oba

procesa kao i ranije. Genotip miskantusa, zajedno s podlogom i regulatorima rasta,

12 PRR stopa indukcije sadnica
13 TRE ukupna u¢inkovitost regeneracije
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znacajno je utjecao na indukciju kalusa i1 regeneraciju sadnica. Medu ispitanim
regulatorima rasta, srednja koncentracija 2,4-D — 5,0 mg | | naju¢inkovitije je stimulirala
rast kalusa u oba medija, a takoder je utvrdeno da je BAP imao vec¢u aktivnost od KIN-
a** (tablica 6).

Tablica 6: Uc¢inak medija i kombinacije regulatora rasta na stopu indukcije kalusa (CIR)
odabranih genotipova i eksplantata miskantusa [24]

Vrsta | genotip M. sinensis M. x giganteus M. sacchariflorus
Regulatori rasta Medij
[mg 1]
MS C17 MS C17 MS dCc17
402,4-D+ 05 | 112.2 | 237.4 123.8 246.7 b 135.6 178. 172.4
BAP cd b d c 9 bc C
5.02,4-D+ 0.5 | 230.0 | 390.0 | 259.0 3179 a 192.0 200. 264.8
BAP a a a a Oa a
6.02,4-D+ 05 | 201.7 | 371.2 145.0 288.0 a 154.8 187. 224.7
BAP b a c b 5ab b
402,4-D+ 05 | 101.6 | 156.9 112.7 164.3 d 117.3 156. 134.9
KIN d d d d 3d d
5.02,4-D+ 0.5 | 123.7 | 190.2 198.1 197.2 ¢ 127.4 176. 168.9
KIN c c b cd 6 bc c
6.02,4-D+ 0.5 | 109.8 | 178.0 180.2 | 179.1cd | 119.8 170. 156.2
KIN cd cd b d 2¢C cd
146.5 | 254.0 169.8 2322 a 141.2 178.
c a bc c 3b
Izvor: Autor
14 KIN, Kinetin
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Optimalna kombinacija 2,4-D i BAP-a za indukciju kalusa takoder je imala pozitivan
utjecaj na kasniju regeneraciju sadnica, iako beznacajan. Ipak, koristenje medija C17
umjesto MS imalo je sinergisticki i znacajno pozitivan uc¢inak na indukciju kalusa, kao i
neizravno na biljku. Predstavljena studija je pokazala da je ucinkovitost embriogenih
indukcija kalusa odredila cijeli proces regeneracije miskantusa. Uocili smo znacajnu
raznolikost ucinkovitosti indukcije kalusa medu vrstama i genotipovima miskantusa. M.
sinensis i M. x giganteus pokazao je ve¢i morfogenetski kapacitet od M. sacchariflorus.
Rezultati opcenito odgovaraju drugim izvje$¢ima, gdje su uglavnom istrazivani M. X
giganteus ili M. sinensis, ali ponekad je nekoliko vrsta i/ili genotipova tretirano u istom
pokusu. Tamo su M. sinensis, M. x giganteus 1 M. sacchariflorus i/ili njihovi odgovarajuci
genotipovi ili pokazali sli¢énu sposobnost stvaranja kalusa ili su se u tom pogledu zna¢ajno
razlikovali. Ovdje smo potvrdili usporedive stope indukcije kalusa za M. x giganteus i
M. sinensis, koje su bile 2 - 3 puta vece nego za M. sacchariflorus. Medutim, formiranje
kalusa i uzastopni razvoj sadnica znacajno su ovisili o genotipu (tablice 1. i 2.). Medu
genotipovima M. sinensis 1 M. x giganteus najvece stope indukcije kalusa zabiljezene su
za Msl17 i Mxg4, koje su znacajno premasile - i do nekoliko puta - njihove srodne

genotipove.

Utjecaj medija i regulatora rasta na regeneraciju biljaka u stvaranju induciranoga kalusa
proucavan je u eksperimentu III. Ucinkovitost ovog procesa znacajno je ovisila o
genotipu miskantusa i mediju za rast kulture. Dobivene bilj¢ice (sl. 4a — b) bile su zelene
i dobro su se dalje razvijale. Izduzile su se i spontano formirale nakupine koje su se mogle
dalje podijeliti, obi¢no u 3 - 10, a ponekad i do 20 klonova (slika 4b - ). Svi koraci kulture
sadnica provedeni su na istome mediju, a kona¢no ukorijenjene sadnice prebacene su u
tlo i kultivirane u komori za rast (slika 4f - g). Cijeli proces regeneracije trajao je oko 4 -

5 mjeseci.
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Slika 17: Regeneracija biljaka razli¢itih genotipova miskantusa na mediju 190-2
nadopunjen s 0.5 mg/L NAA i 0.5 mg/L KIN i prilagodba ex vitro uvjetima [24]

Razvoj uéinkovitog sustava regeneracije potreban je i za Miscanthus sinensis, M. X
giganteus 1 M. sacchariflorus. M. x giganteus smatra se najvaznijom vrstom miskantusa
zbog svoje dominantne uloge u proizvodnji biomase. Stovise, sve ove vrste mogu se
koristiti i za druge primjene kao $to je fitoremedijacija, dok su jednako vazne u genetskom
I uzgojnom istrazivanju. Rezultati ovog eksperimenta opcenito odgovaraju drugim
izvjes¢ima, gdje su uglavnom istrazivani M. x giganteus ili M. sinensis, ali su i pokazali
da M. sinensis, M. x giganteus i M. sacchariflorus 1/ili njihovi odgovarajuci genotipovi
imaju sli¢énu sposobnost stvaranja kalusa. Ovim eksperimentom potvrdene su usporedive
stope indukcije kalusa za M. x giganteus i M. sinensis, koje su bile 2 - 3 puta veée nego

za M. sacchariflorus.
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8. ZAKLJUCAK

Jedan od prioriteta svih civiliziranih naroda je osiguranje razvoja bioenergije, zastita
prirodnih resursa i potraga za novim i alternativnim izvorima energije. Posljednjih godina
vlada veliki interes za novu kulturu, miskantus. Razli¢iti genotipovi miskantusa
razmnoZavaju se diobom rizoma ili mikropropagacijom in vitro. lako postoje brojna
izvjeSc¢a o in vitro kulturi M. x giganteus (Lewandowski 1997.; Holme i Petersen 1996.;
Holme i sur., 1997; Petersen 1997.; Petersen et al., 1999.), jos uvijek nema utvrdene ili
preporucene kulture in vitro metode prikladne za komercijalnu proizvodnju
mikropropagacije miskantusa. Metoda mikropropagacije osigurava nekoliko puta veci
broj sadnica iz jednog eksplantata nego $to to omogucava razmnoZavanje pomocu rizoma.

Zbog svega navedenog mnogi ljudi smatraju da je miskantus gorivo buduénosti.

Prioriteti za povecanje vaznosti tehnika mikropropagacije u ovom stolje¢u zahtijevaju
rjeSavanje nekih slozenih izazova. Smanjenje troSkova jasan je zahtjev za Siru primjenu
mikropropagacije u raznim vaznim komercijalnim vrstama koje se koriste u poljoprivredi,
hortikulturi 1 Sumarstvu. Ostali prioriteti ukljucuju povecanje ucinkovitosti tehnika
mikrorazmnozavanja kako bi se smanjili glavni troskovi koji nastaju tijekom

mikropropagacije sadnica.

Razli¢ite vrste miskantusa, proizvedene kulturom in vitro, zahtijevaju mnogo vece
troskove uspostavljanja kultura ove biljke, od oko 3000 - 6000 € (2730 - 5460 USD) po
hektaru za tipi¢ne gustoc¢e od jedne ili dvije biljke po ¢etvornome metru. Troskovi biljnih
propagula i1 potreba za razmnozavanjem velikog broja biljaka klju¢ni su ¢imbenici koji
ograniCavaju rasprostranjenu sadnju miskantusa. Mikropropagacija bi mogla omoguditi
brzo umnozavanje pocetnih zaliha germplazme odabranih u programima uzgoja. Ti bi se
materijali potom podvrgli razmnozavanju rizoma kako bi se ispunili zahtjevi velike
proizvodnje na terenu. Sve veci zahtjevi za uzgojem miskantusa u razliitim regijama i
zemljama zahtijevaju poboljSanje trenutacnih tehnika mikropropagacije kulture tkiva
kako bi se smanjili troskovi razmnoZzavanja i povec¢ala dostupnost mikropropagacije za
Sire upotrebe. Mikropropagacija biljke miskantus jako je vazna tehnika za uzgojne svrhe
u buduénosti jer nudi raznolik raspon prednosti u usporedbi s ograni¢enjima uobicajenih

i prirodnih reproduktivnih barijera u konvencionalnim tehnikama uzgoja.
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