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Sazetak

Diplomskog rada studentice Ane Kovac, naslova

MIKROPROPAGACIA | MIRKOTUBERIZACIJA TRADICIJSKOG KULTIVARA KRUMPIRA
'Brinjak'

Krumpir je vrsta koja moze biti inficirana razli¢itim virusima $to smanjuje prinos i kvalitetu
gomolja. Mikro tehnike razmnozavanja krumpira se koriste za proizvodnju zdravih biljaka.
Krumpir se moZe in vitro razmnoZavati mikropropagacijom koja rezultira proizvodnjom
zakorijenjenih biljaka koje se zatim sade u staklenik radi proizvodnje zdravih minigomolja ili
mikrotuberizacijom kojom se proizvode mali mikrogomolji u in vitro uvjetima. Takvi se
mikrogomolji takoder mogu koristiti za daljnju proizvodnju minigomolja u zasticenom
prostoru. Cilj ovog rada bio je stoga kod tradicijskog kultivara krumpira 'Brinjak' ispitati
uspjeSnost mikropropagacije uz dodatak razlicitih regulatora rasta u medij i uspjeSnost
mikrotuberizacije pri razli¢itim tretmanima. Za mikropropagaciju je koristen Murashige i Skoog
medij s dodatkom 3% saharoze, a za mikrotuberizaciju isti medij s 8% saharoze. Obzirom na
kvalitetu izdanaka, najbolju razvijenost korijena i postotak zakorijenjivanja, biljke
mikropropagirane u mediju bez regulatora rasta (HFM-Mt) i mediju s dodatkom 2,5 mg/I GA3
postigle bi najbolju stopu preZivljavanja nakon prijenosa u in vitro uvjete. Tretman s 2,5 mg/I
GA3 + 0,5 mg/l BAP-a se zbog lose kvalitete izdanaka ne preporuca u mikropropagaciji
tradicijskog kultivira 'Brinjak'. Kod mikrotuberizacije veci postotak izdanaka s formiranim
mikrogomoljima dobiven je u tretmanu s 4 mg/| kinetina i 1 mg/| 6-benzilaminopurina (KIN4
BAP1) u odnosu na tretman bez regulatora rasta (HFM-Mt). Takoder, mrak je povoljno utjecao
na veci postotak izdanaka s formiranim mikrogomoljima. Promjer mikrogomolja i masa
mikrogomolja bili su znacajno vedéi kod tretmana KIN4 BAP1 na kratkom danu.

Kljucne rijeci: krumpir, mikropropagacija, mikrotuberizacija, biljni regulatori rasta, fotoperiod



Summary

Of the master’s thesis - student Ana Kovac, entitled

MICROPROPAGARION AND MICROTUBERIZATION OF THE TRADITIONAL POTATO
CULTIVAR ,,BRINJAK“

Potatoe is a species that can be infected with various viruses which reduces the yield and
quality of tubers. Micro techniques for potato propagation are used to produce healthy plants.
Potatoes can be propagated in vitro by micropropagation resulting in the production of rooted
plants which are then planted in a greenhouse due to production of healthy mini-tubers; or
by microtuberization which produces small microtubers in vitro. Such microtubers can also be
used for further production of mini-tubers in a protected area. The aim of this study was
therefore to examine the success of micropropagation with the addition of different growth
regulators in the medium and the success of microtuberization in different treatments in the
traditional potato cultivar 'Brinjak'. Murashige and Skoog medium with the addition of 3%
sucrose were used for micropropagation, and the same medium with 8% sucrose was used for
microtuberization. Given the quality of the shoots, best root development, and rooting rate,
plants micropropagated in medium without growth regulator (HFM-Mt) and medium
supplemented with 2.5 mg /I GA3 were likely to achieve the best survival rate after in vitro
conditions. Treatment with 2.5 mg /I GA3 + 0.5 mg /I BAP is not recommended for the
micropropagation of the traditional cultivar 'Brinjak'due to poor shoot quality. In
microtuberization, a higher percentage of shoots with formed microtubers was obtained in
the treatment with 4 mg /I kinetin and 1 mg /I 6-benzylaminopurine (KIN4 BAP1) compared to
the treatment without growth regulator (HFM-Mt). Also, darkness favorably affected a higher
percentage of shoots with formed microtubers. The diameter of the microtubers and the
weight of the microtubers were significantly higher in the KIN4 BAP1 treatment on a short
day.

Keywords: potato, micropropagation, microtuberizatio, plant growth regularors, photoperiod



1. UvOoD

Krumpir (lat. Solanum tuberosum) je biljka iz porodice pomocénica (Solonaceae). Rod
Solanum obuhvaéa preko 1000 vrsta, od kojih oko 200 razvijaju gomolje. Obicni krumpir,
Solanum tuberosum L., je tetraploidan (2n = 48). Biljka krumpira sastoji se od stabljike sa
neparno slozenim listovima, cvjetova i plodova sa sjemenkama (cima), stolona (podzemna
stabljika), gomolja i korijena. Plod krumpira je viSesjemena boba, zelene bolje. (Pospisil, 2010).

Krumpir je uz kukuruz, pSenicu i rizu jedna od najvaznijih ratarskih kultura u proizvodnji
hrane. Najvazniji dio biljke je gomolj koji je odlican izvor ugljikohidrata (najviSe Skroba),
esencijalnih kiselina, posebno licina, ne sadrzi sol niti kolesterol (Saker i sur., 2012). Prema
Drzavnom zavodu za statistiku (DZS), u 2019. godini usporedujuci je s 2018. godinom, povrsine
pod korjenastim i gomoljastim usjevima biljeze smanjenje od 2120 hektara (ha). Pod
korjenaste i gomoljaste usjeve spadaju krumpir, Sec¢erna repa i krmno korjenasto bilje,
odnosno sto¢na repa, stocni kelj te ostalo korjenasto krmo bilje. Medutim, Zetvena povrsina
pod krumpirom u 2018. godini iznosila je 9272 ha, a u 2019. godini 9387 ha sto je viSe za 115
ha. lako je Zetvena povrsina bila veca, proizvodnja i prinos bili su veci u 2018. godini u odnosnu
na 2019. godinu. Proizvodnja u 2018. godini iznosila je 182261 tonu (t), a u 2019. godini
173149 t. Prinos po ha je u 2018. godini iznosio 19,7 tona, a u 2019. godini 18,4 tone
(https://www.dzs.hr/Hrv_Eng/publication/2020/SI-1655.pdf).  Pet  najve¢ih  svjetskih
proizvodaca krumpira su Kina s proizvodnjom od 74 milijardi tona krumpira, druga po redu je

Indija s 36 milijardi tona krumpira te ju slijede Sjedinjene Americke Drzave (SAD), Njemacka i
Rusija (https://www.poslovni.hr/svijet/kina-najveci-svjetski-proizvoac-krumpira-2-223262).

Europska unija je odredila Irsku kao zasticeno podrucje na kojem se uzgaja sjemenski
krumpir. U zasti¢enim regijama moZe biti plasirano samo osnovno i predosnovno sjeme
krumpira jer je cilj da se poljoprivrednici opskrbe visokokvalitetnim sjemenskim krumpirom
(McMonagle i sur., 2020). Prema Hossain i sur. (2017) klju¢ni problemi tradicijskog uzgajanja
sjemenskog gomolja su niska stopa rasta krumpira i osjetljivost na virusne, gljivicne i/ili
bakterijske bolesti koje se povecavaju umnazanjem. U RH se mogu proizvoditi sve sorte koje
su upisane na sortnu listu Ministarstva poljoprivrede, dok se introducirane i domacde sorte
moraju prethodno ispitati pomocu sluzbenih sortnih pokusa $to ih prati drzavna sortna
komisija (Jurisi¢, 2016). Povrsine pod sjemenskim krumpirom u Hrvatskoj se iz godine u godinu
smanjuju iako za njegov uzgoj postoje uvjeti. U Republici Hrvatskoj 2019. godine pet
proizvodaca sjemenskog krumpira (Agrovelebit d.o.0., Obrt Agro Zumberak, OPG Zolika
Racman, Sjemenarska zadruga Graminea i Stolona j.d.o.0.) posadilo je 23 sorte sjemenskog
krumpira na 31 ha, $to je najmanja proizvodnja do sada (oko 300 tona). Prosje¢an prinos
sjemenskog krumpira u Hrvatskoj krece se od 10 - 20 t/ha, a u EU oko 30 t/ha (Pospisil., i sur.,
2019). Glavni razlozi smanjenja proizvodnje sjemenskog krumpira u Hrvatskoj su uvoz iz drzava
EU i rizik u proizvodniji. Proizvodaci u Hrvatskoj imaju probleme kao Sto su: velika usitnjenost
i dislociranost parcela te skupa proizvodnja sjemenskog krumpira (8000 - 10000 eura/ha) pa
tesko mogu biti konkurentni stranim dobro organiziranim sjemenskim kuéama, a trebaju
zadovoljiti niz zakona i pravilnika. Za opstanak domace proizvodnje sjemenskog krumpira nije



dovoljno imati samo povoljne ekolo$ke uvjete kao $to imaju Gorski kotar, Lika, Zumberak i
tradiciju u proizvodnji, ve¢ primjenjivati najsuvremeniju tehnologiju i znanje u proizvodniji,
doradi i skladiStenju. Kako bi pospjesSili domacu proizvodnju sjemenskog krumpira treba
osigurati ostanak mladih obrazovanih ljudi na tim podrucjima te utjecati na isplativost
proizvodnje. Trenutna politicka potpora omogucava da se poljoprivrednicima u uzgojnom
podrucju za sjemenski krumpir bolje isplati imati neobradenu zemlju nego uzgajati ga. Zbog
visokih primanja bez rada poljoprivrednici ne Zele prepustiti zemlju na obradu nekome tko bi
proizvodio. Takoder, drzavnim mjerama potrebno je stvoriti okvir koji ée omoguciti ozbiljnije
investiranje u proizvodnju sjemenskog krumpira i znacajno povecati povrsine. U tom smislu
proizvodnju sjemenskog krumpira trebalo bi svrstati u prioritetni sektor. OdrzZivost i
konkurentnost na trziStu EU moze se posti¢i samo povecanjem proizvodnih povrsina i prinosa
krumpira te boljom organiziranos¢u proizvodnje. U okviru Nacionalnog program ocuvanja i
odrzive uporabe biljnih genetskih izvora za hranu i poljoprivredu u Republici Hrvatskoj, na
Agronomskom fakultetu u Zagrebu se od 2017. godine odrzava nekoliko starih sorata krumpira
pogodnih za uzgoj “on farm”, koje mogu imati lokalni znacaj (Pospisil i sur., 2019).

1.1. Ciljrada

Cilj ovog rada je kod tradicijskog kultivara krumpira 'Brinjak' ispitati uspjeSnost
mikropropagacije uz dodatak razliCitih regulatora rasta u medij i uspjesnost mikrotuberizacije
pri razli¢itim tretmanima.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Podrijetlo i klasifikacija

Krumpir Solanum tuberosum L. je zeljasta vi$egodi$nja biljka. Svicarski botani¢ar Kaspar
Bauhin prvi spominje krumpir u Europi (1596. godine) pod imenom Solanum tuberosum
esclentum. Linneaus uvodenjem binarne nomenklature, 1753. godine imenuje krumpir
Solanum tuberosum L.. RazliCite divlje vrste su rasprostranjene na jugu Sjeverne Amerike, u
Meksiku, Centralnoj Americi i po cijeloj Juznoj Americi. Krumpir potjece iz peruanskih Anda
(Peru, Bolivija) gdje je Inkama, uz kukuruz, bio glavna hrana. U Andama, podrucje Perua i
Bolivije, dvije vrste krumpira rastu samoniklo na visinama od 1200 do 1800 metara (m).
Krumpir je uzgajan prije viSe od 8000 godina na jugu istocnog Perua.

Krumpir koji se danas uzgaja u Europi (slika 2.1.1.) najvise sli¢i primitivnim sortama S.
tuberosum subsp. tuberosum kakav se uzgaja u Cileu. U 16. stolje¢u $panjolski istraZivaci su
unijeli krumpir u Europu. U 18. stolje¢u krumpir je poprilicno rasiren i u Hrvatskoj, a donijeli
su ga granicarski vojnici 1779. i 1780. godine. U prvoj polovici 18. stoljec¢a, krumpir je postao
neizostavna hrana u Europi, a naroCito u Irskoj gdje su se stanovnici hranili iskljuivo
krumpirom i mlijekom. U Europu je 1840. godine prodrla plamenjaca. U Irskoj se plamenjaca
Sirila epidemijski te je od 1845. godine do 1847. godine krumpir propao i uzgoj vise nije bio
mogué. Umrlo je oko milijun ljudi te se isto toliko ljudi iselilo (LeSi¢ i sur., 2004.).

Slika 2.1.1. Krumpir

lzvor:
https://www.google.com/search?g=krumpir&sxsrf=ALeKk03BMWYukhW314jV10V1lyClcDQBig:1629720062117

&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=2ahUKEwiXtYqriMfyAhXLxYUKHZxJDZwQ AUoAXoECAEQAw&biw=1366
&bih=657#imgrc=bf7ymmFlgHpXaM - pristup: 23.08.2021.




2.2. Hranidbena i zdravstvena vrijednost krumpira

Krumpir, ovisno o navikama i udjelu u ishrani, razli¢ito pridonosi u osiguranju dnevnih
potreba za kalorijama, ugljikohidratima, proteinima i vitaminima. Jestivi dio gomolja krumpira
sadrzi oko 25% suhe tvari, ali je taj postotak razli¢it, ovisno o kultivarima. Kultivari s visokim
sadrzajem suhe tvari gomolja imaju vise od 25% suhe tvari, sa srednjim sadrzajem oko 22-25%
te s niskim sadrzajem suhe tvari sadrze manje od 22% suhe tvari. Vecinu suhe tvari Cini skrob.
Sastav gomolja krumpira vidljiv je u tablici 2.2.1. Krumpir sadrzi i 0,1 % masti, 0,2% kiselina,
0,1% fenolnih spojeva, 1,1% minerala, 0,6% pektinskih tvari i dr.

Krumpir je nezaobilazna namirnica u ljudskoj prehrani te se preporuca u dijetalnoj
prehrani, kod probavnih smetnji, Zu¢nih kamenaca, a u narodu se cesto koriste i oblozi od
krumpira (LeSi¢ i sur., 2004.).

Tablica 2.2.1. Sastav gomolja krumpira

SASTAV GOMOLIA MINIMUM MAKSIMUM PROSJEK
VODA 66,4 80,6 72,4
SUHA TVAR 19,3 36,1 24,9
SKROB 11,6 28,7 18,9
SECER 0,3 6,4 1,2
CELULOZA 0,23 2,9 1,8
BJELANCEVINE 1,0 4,4 2,1
PEPEO 0,5 2,1 1,1

Izvor: Lesié i sur., 2004.

2.3. Tehnologija proizvodnje krumpira

2.3.1 Plodored

Sito i sur. (2015) navode da je plodored jedan od osnovnih nacela proizvodnje krumpira.
Pravilnim plodoredom mogu se sprijeciti ili smanjiti napadi mnogih Stetnih organizama, kao i
poboljsati kvaliteta same proizvodnje i dobiti visoko kvalitetni proizvod.

Krumpir zahtjeva Siri plodored jer kod suzenog plodoreda dolazi do smanjenja prinosa i
do vece pojave bolesti koje se prenose tlom (LeSi¢ i sur., 2004). Krumpir bi trebalo uzgajati u
plodoredu tako da na istu povrSinu dode nakon tri do Cetiri godine jer se time smanjuje
nakupljanje Stetnika i bolesti te se postize stabilniji prinos (Pospisil, 2010). U uskom plodoredu
je ve¢a mogucnosti od povecanja inokuluma Verticillium sp., obi¢ne krastavosti (Actinomices
scabies), rizoktonije (Rhizoctonia solan) i cista nematoda. Uski plodored zbog kratkoce
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vegetacije manje ¢e utjecati na smanjenje prinosa sjemenskog krumpira nego jestivog
krumpira, a nepozeljan je zbog povecanja bolesti i prisutnosti samoniklih biljaka iz prethodnog
nasada. Krumpir ne bi trebalo saditi nakon drugih biljaka iz porodice pomoc¢nica kao Sto su
duhan, rajcica, patlidzan i druge, a ni nakon okopavina (kukuruz, Seéerna repa, povratne
okopavine i dr.). Kukuruz nije dobar predusjev za krumpir jer moze do¢i do toksi¢nosti uslijed
rezuida herbicida primijenjenih na kukuruzu. Se¢erna repa takoder nije dobar predusjev za
krumpir jer kasno napusta tlo i prilikom vadenja Secerne repe dolazi do veceg zbijanja tla Sto
se negativno odraZzava na njegovu strukturu (Pospisil, 2010). Dobar predusjev za krumpir jesu
ozime ili jare Zitarice koje rano ostavljaju zemljiSte slobodnim za obradu i pripremu tokom
jesni i zime. Visegodisnje krmne kulture (djetelina, lucerna, i djetelinsko travne smjese)
najbolje su predkulture za krumpir jer popravljaju strukturu zemljista i ostavljaju u tlu velike
koli¢ine organske mase, a njihova negativna strana moze biti pojaCani napad zemljiSnih
Stetnika (Zi¢njaci, gréice i sovice) (LeSi¢ i sur., 2004).

2.3.2 Obradatla

LeSic¢isur. (2004) navode da krumpir ima iznimne zahtjeve za prozracnim, strukturiranim
i dubokim tlom. Na lakim tlima zbog slabog vodnog kapaciteta krumpir trpi zbog suse, a na
teskim tlima od nedovoljne aeracije korijena. Kvalitetnom i pravovremenom obradom cilj je
stvoriti prorahljeno tlo mrviaste strukture s dobrim vodozralnim uvjetima jer dobro
pripremljeno tlo omogucava nesmetan razvoj korijenovog sistema i gomolja. Duboka obrada
tla obavlja se krajem ljeta ili po¢etkom jeseni na dubinu od 25 do 30 centimetara (cm) radi
boljeg smrzavanija tla i akumuliranja zimske vlage (Pospisil, 2010). Gnojenje stajskim gnojem i
unoSenje 50% fosfora i kalija obavlja se prije jesensko-zimskog oranja. Prije proljetne obrade
unosi se u tlo druga polovica fosfora i kalija i 50% dusi¢nih gnojiva. Obrada tla mora biti
kvalitetno obavljena jer omogucava dobar prohod stroja u sadnji i brzo klijanje i razvoj
korijena, Sto je uvjet za jednakomjerno nicanje gomolja (Sito i sur., 2015).

Dopunskom obradom se zatvara zimska brazda, unistava korov te se priprema sjetveni
sloj za sadnju gomolja krumpira. Priprema tla obavlja se na dubini 10 — 15 cm $to ostavlja rahlo
i usitnjeno tlo (Sito i sur., 2015).

2.3.3 Gnojidba

Za rast i razvoj krumpiru potrebna su 14 hraniva koja uklju¢uju mikrohraniva (Cl, Fe, Mn,
B, Zn, Cu, Mo i Ni) i makrohraniva (N, P, K, Ca, Mg iS). Nedostatak mikro i makrohraniva tijekom
vegetacije negativno djeluje na rast, razvoj i prinos krumpira (Pospisil, 2010). Pospisil, (2010)
navodi da se u osnovnoj obradi dodaju NPK gnojiva sa povecanim sadrzajem fosfora i kalija
(NPK 7:20:30, NPK 10:30:20, NPK 8:26:26). Dusik se dodaje u obliku gnojiva UREA (46 % N), a
prihrana se obavlja KAN-om (27 % N). Stajski gnoj se dodaje prije osnovne obrade tla. Krumpir
je kultura koja dobro reagira na primjenu stajskog gnoja prije duboke obrade tla jer se ta tla



lakSe zagrijavaju i time se omogucava sadnja rane sorte krumpira. Stajski gnoj se primjenjuje
u kolic¢ini od 20 do 40 t/ha ovisno o svojstvima tla, svrsi uzgoja i svojstvima sorte.

2.3.4 Sadnja

Prije sadnje gomolji moraju proci fizioloSku dob mirovanja. To u Hrvatskoj nije problem
ni s domacim niti s uvoznim nizozemskim sjemenom. Gomolji za proizvodnju ranog krumpira,
koji se najranije nabavljaju i stavljaju na naklijavanje cesto se rezu, ¢ime se ujedno prekida
mirovanje (LeSic i sur., 2004).

Za postizanje visokih prinosa krumpira, potrebno je koristiti kvalitetno sjeme pravilno
izabrane sorte s obzirom na duzinu vegetacije. Prinos krumpira moZe se povecati i uvodenjem
novih sorti koje su vrlo prinosne sorte otporne na susu i bolesti. Na sortnoj listi Republike
Hrvatske 2009. godine ima upisanih 168 sorata krumpira. Za sadnju se koristi aprobirani sadni
materijal (sjemenski krumpir) C1 kategorije. Gomolji krumpira moraju biti zdravi, zreli,
neosteceni, sortirani po krupnodi (Pospisil, 2010).

Prema Pospisil (2010) krumpir se sadi kada se tlo na dubini od 10 cm zagrije na 6 do 8
°C. Kod prerane sadnje u hladno i vlazno tlo, razdoblje od sadnje do nicanja je predugo i usjev
je Cesto prorijeden. Rokovi sadnje u Hrvatskoj su razliciti za pojedina podrucja (Pospisil, 2010).
Vrijeme sadnje u kontinentalnim krajevima Hrvatske je od sredine oZujka do sredine travnja,
a u gorskim predjelima od pocetka do kraja travnja (Sito i sur., 2015).

Sadnja krumpira se treba obaviti na ujednacenu dubinu radi ujednacenog nicanja. Na
teskim i vlaznim tlima, krumpir se sadi plice, a na lakSim tlima dublje (Pospisil, 2010).

Sadnja krumpira kod malih povrSina obavlja se ru¢no, a na veéim povrSinama
poluautomatskim ili automatskim sadilicama i specijalnim sadilicama za naklijale gomolje.
Razmak izmedu redova je od 62 do 70 (75) cm, a unutar reda od 30 do 55 cm. Gustoca sklopa
za proizvodnju konzumnog krumpira srednje ranih di srednje kasnih sorata je 15 do 20 stabljika
po metru kvadratnom (m?).

2.4. Suvremena proizvodnja krumpira

Suvremeni uzgoj krumpira ide u pravcu koriStenja uredaja, alata i najmodernijih
tehnologija visoke preciznosti s ciljem ostvarivanja najvece moguce produktivnosti. Za
preciznu i ekonomi¢nu proizvodnju krumpira u danasnje vrijeme neizostavna je upotreba
globalnog pozicijskog sustava (GPS) za navodenje strojeva i opreme na polju, prilikom obrade
tla, prihrane, mjera zastite bilja, ali i za prikupljanje podataka o prinosu uzgojne kulture u
konkretnim uvjetima, statusu plodnosti tla i slicno. Temeljni cilj suvremenog uzgoja krumpira
je to€no, precizno i selektivno osigurati svakoj biljci optimalne uvjete za rast i razvoj,
istovremeno smanjiti negativan utjecaj na okoli§ radi prekomjerne primjene mineralnih
gnojiva i kemijskih sredstava za suzbijanje Stetnih organizama, rezultat ¢ega je ekonomicnija



proizvodnja uz znacajne ustede na repromaterijalu, radu ljudi i strojeva i ustede u potrosnji
energije (Sito i sur., 2015).

2.5. Bolesti na krumpiru

2.5.1 Virusne bolesti krumpira

Veliki problem u proizvodnji krumpira Cine bolesti, posebice virusi koji se iz godine u
godinu akumuliraju u krumpiru zbog vegetativnog nacina razmnoZzavanja. Prinos i kvaliteta
krumpira su zbog virusnih bolesti jako smanjeni. Virus uvijenosti lis¢éa krumpira (PLRV), S virus
krumpira (PVS) i Y virus krumpira (PVY), su prema Li i sur. (2018), najstetniji virusi koji napadaju
krumpir.

1. Virus uvijenosti lis¢a krumpira (Potato leafroll virus, PLRV)

PLRV se prenosi zarazenim gomoljima, ali i pomodu lisnih usi na prezistentan nacin.
Simptomi se razlikuju ovisno o tome da li se radi o primarnim ili sekundarnim infekcijama.
Primarne infekcije se odnose na zaraze lisnih usi na zdravim biljkama. Simptomi primarnih
infekcija su blijedi gornji listovi koji zauzimaju uspravan poloZaj, a uvijaju se i pocrvene po
obodu (slika 2.5.1.1.). Donji listovi mogu, ali i ne moraju pokazivati simptome. Sekundarne
infekcije se odnose na simptome koji se razvijaju sadnjom zaraZenih gomolja. Simptomi
sekundarni infekcije su: uvijenost donjih listova i koZaste konzistencije te cijela biljka zaostaje
u razvoju (posebno u visinu, slika 2.5.1.2.) (Voncina, 2013).

Slika 2.5.1.1. Zuéenje i uvijanje rubova listova prema gore kao posljedica zaraze PLRV
(lzvor: Voncina, 2013)



Slika 2.5.1.2. Zaostajanje u rastu kao posljedica zaraze PLRV
(lzvor: Voncina, 2013)

2. Y- Virus krumpira (Potato virus Y, PVY)

Y- virus krumpira se prenosi na neprezistentan nacin. Prenose ga lisne usi kod kojih se
virus zadrZava na vanjskoj strani usnog ustroja, ali se moze prenositi i pomocu zarazenog
sadnog materijala te mehanickim prijenosom ostecivanjem biljaka prilikom prolaska
mehanizacijeili koristenjem razlicitih oruda. Poznato je viSe sojeva ovog virusa (C, N, O i njihovi
hibridi) koji na krumpiru uzrokuju razli¢ite simptome. Nekrotizirajuéi (N) soj kod vrlo osjetljivih
kultivara uzrokuje nekroze na listovima koje mogu rezultirati potpunim susenjem lisnih plojki
(slika 2.5.1.3.) koje mogu ostati visjeti na stabljici, dok kod manje osjetljivih kultivara uzrokuje
blage simptome. Obicni (O) soj uzrokuje mozai¢ne promjene na listovima, dok C soj uzrokuje
deformacije lis¢a, nekroze Zila te lomljivost stabiljki i peteljki (Voncina, 2013).

Slika 2.5.1.3. Potato virus Y
Izvor: https://encrypted-

tbn0.gstatic.com/images?g=tbn:ANd9GcTUfMCGktVkYvku5fJRIm5qUkBJ 4bRx9cX2Q&usqp=CAU - pristup:
23.08.2021.




3. X-Virus krumpira (Potato virus X, PVX)

Domacdini ovog virusa su rajcica, paprika i duhan s kojih je mogu¢ prijenos pomocu
kukaca, ali i mehanicki. Simptomi virusa su mozaicne promjene i Zuéenje listova smanjene
veli¢ine (slika 2.5.1.4.), a na gomoljima se pojavljuju nekroze (Voncina, 2013).

Slika 2.5.1.4. Simptomi PVX

Izvor: https://www.researchgate.net/profile/Luiz-Pereira-

3/publication/23189358/figure/fig3/AS:310553085005826@1451053033280/Symptoms-induced-by-Potato-
virus-X-PVX-constructs-and-wild-type-Tomato-spotted-wilt.png - pristup: 23.08.2021.

4. A-Virus krumpira (Potato virus A, PVA)

A virus krumpira prenose neke vrste lisnih usi na neprezistentan nacin, ali i druge biljne
vrste. Rajcica, paprika, duhan i petunija mogu posluZziti kao izvor zaraze. Simptomi su najcesce
u obliku blagog mozaika te slabe deformiranosti i naboranosti listova uslijed nejednakog rasta
lisne plojke. PVA mozZe smanijiti prinos i do 40% no ne kod pojedinacnih infekcija, nego u
kombinaciji s drugim virusima (Voncina, 2013).

5. S-Virus krumpira (Potato virus S, PVS)

Najcesée se ovaj virus prenosi koristenjem zarazenog sadnog materijala, ali je mogudi i
prijenos lisnim uSima na neprezistentan nacin. Simptomi koji se mogu javiti u slu¢aju ranih
infekcija su produbljivanje Zila, blaga pjegavost ili sitne nekroticne pjege na listovima cija
povrSina postaje gruba te otvoreni tip rasta grmova. Starenjem biljke krumpira postaju
otporne na PVS (Voncina, 2013).



2.6. Biotehnoloske metode na krumpiru

Krumpir (Solanum tuberosum) je vrlo vazna namirnica, a njegova je proizvodnja vrlo
niska i ne zadovoljava ljudske potrebe. Jedan od razloga zbog kojih se ne mogu zadovoljiti
ljudske potrebe su zarazeni gomolji krumpira jer se nakon berbe zarazeno sjeme (gomolj)
koristi za sljedecu proizvodnju. Mikro tehnike razmnoZavanja krumpira se koriste za dobivanje
gomolja bez bolesti koji kasnije koriste proizvodaci krumpira (Sahid, 2018). Prema Li i
suradnicima (2018), biotski stres koji je uzrokovan virusima te abiotski stres, bili su i jesu i dalje
dva glavna ogranicenja za odrzivi razvoj svjetske proizvodnje krumpira.

RazmnoZavanje u in vitro uvjetima

Kultura in vitro je postupak koji podrazumijeva rast vrlo sitnih organa, komadica tkiva ili
izoliranih stanica u aseptickim (sterilnim) uvjetima. Sam naziv oznacava uzgoj kultura u staklu
ili prozirnim posudama. Ovaj nacin razmnoZavanja se Cesto naziva i mikrorazmnozavanje jer
su biljni organi ili cijele biljke u minijaturnim dimenzijama, u odnosu na generativnu
proizvodnju. Sam postupak in vitro, osigurava vrlo brz proces dobivanja velikog broja serija
biljaka, koje su iste po razvoju, rastu i genetickom potencijalu vrste. To je proces kloniranja jer
sve proizvedene biljke predstavljaju kopije razmnoZenog majcinskog uzorka (Pintari¢, 2008).
In vitro razmnoZavanje krumpira (Solanum tuberosum) se koristi za proizvodnju sjemenskih
gomolja bez virusa (Momena i sur., 2014). Prema Sakeru i sur. (2012), Murshige i Skoog (MS)
medij se najcesc¢e koristi za brzi rast stanica, tkiva i organa biljke. Koriste se i mikro i makro
nutrijenti u medijima za kulturu tkiva koji mogu imati dobar ucinak na metabolizam biljke.
Mioinozitol se dodaje u medij za uzgoj u malim koli¢inama (100 mg/L) jer ima veliku ulogu u
mnogim biosinetskim putevima te poboljSava rast stanica. U medije se dodaju i vitamini B-
kompleksa: timin HCI (B1), nikotinska kiselina (Bs) te piridoksin HCI (Bs) za poboljSanje zdravog
rasta tkiva u kulturi. Vitamini imaju kataliticku ulogu u metabolizmu stanica jer su ¢cimbenik
dodatne opskrbe hranom, ali i njihovi zahtjevi variraju od vrste do vrste. Seéeri se dodaju u
medij kao izvor ugljika. Za proizvodnju dovoljnog broja zdravih biljaka krumpira, npr. nakon
primjene kulture meristema (u svrhu oslobadanja biljaka od virusa), zdrave biljke je potrebno
dalje in vitro razmnoziti. RazmnazZati se mogu (1) mikropropagacijom koja rezultira
proizvodnjom zakorijenjenih biljaka in vitro koje se zatim sade u staklenik radi proizvodnje
zdravih mikrogomolja ili (2) mikrotuberizacijom kojom se proizvode mali mikrogomolji u in
vitro uvjetima. Takvi se mikrogomolji takoder mogu koristiti za daljnju proizvodnju
minigomolja u zastiéenom prostoru.
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2.6.1 Mikropropagacija

Mikropropagacija se pokazala vrlo ucinkovitom tehnikom za ubrzavanjem proizvodnje
visokokvalitetnih biljaka bez patogena, u smislu genetske i fizioloSke ujednacenosti jer je
potraznja za biljkama, posebno u svrhu hrane i lijekova, jedan od glavnih uzroka iscrpljivanja
njihovih staniSta (Saker i sur., 2012). Mikropropagacija je postupak u kojem se za kultiviranje
koriste vrsni ili pazusni (aksilarni) pupovi. Mikropropagacija se zasniva na dodavanju citokinina
s ciljem aktiviranja postojecih pazusnih pupova, odnosno izazivanja izduZivanja njihovih
internodija i formiranja listova, a potom i novih pupoljaka u njihovom pazuhu. Karakteristika
mikropropagacije je u tome da se kulture odrzavaju kao takozvane ,kulture izdanaka“ koje u
pravilu nemaju korijenov sustav, sve dok se za tim ne ukaZe potreba (Pintari¢, 2008). Krumpir
se moZe mikropropagirati uz dodatak regulatora rasta (Azad i sur., 2020) ili na mediju bez
hormona (Saker i sur., 2012). Za prvi i drugi nacin kao eksplantati se obi¢no koriste
jednonodalni segmenti. Kad se za mikropropagaciju ne koriste regulatori rasta vec se Zeli
postici izduZivanje izdanaka, a kod krumpira istovremeno i zakorijenjivanje, metoda se naziva
— metoda pojedinacnih nodijskih segmenata. Kad se koriste citokinini kao regulatori rasta, Zeli
se potaknuti aksilarno grananje tj. formiranje viSe izdanaka iz jednog eksplantata. Metoda se
tada naziva — metoda aksilarnog grananja. Za mikropropagaciju se najcesée koristi 2 do 3%
saharoze (Saker i sur., 2012). Prema Saker i sur. (2012), temperature od 20 do 25°C poticu
mikropropagaciju biljaka. Fotoperiod, intenzitet i spektar svjetlosti mogu se koristiti za
kontrolu rasta in vitro krumpira, ¢ime se u nekim slucajevima izbjegava koristenje regulatora
rasta. Za in vitro razmnozavanje krumpira najcesce se koriste hladno bijela svijetlost te Grolux
fluorescentne svjetiljke. Fotoperiod od 16 sati dan/8 sati no¢ se preporuca za optimalan rast i
vegetativni razvoj sadnica krumpira in vitro.

2.6.2 Mikortuberizacija

Koristenje in vitro gomolja (mikrogomolja), kao krajnjeg produkta mikropropagacije
krumpira, uz ili umjesto in vitro biljaka, ima nekoliko prednosti u proizvodnji sjemenskog
krumpira. Upotreba mikrogomolja pri skladistenju i razmjeni germplazme i sjemena krumpira
je povoljna jer se mikrogomolji mogu duze skladistiti i lakSe ih je Cuvati i transportirati nego
sadnice (Dobrdnszki i sur., 2008). Problem je medutim Sto proizvodnja mikrogomolja traje
duZze od obi¢ne mikropropagacije biljaka te tako dobiveni gomolji mogu biti razli¢ito dugi
period dormantni.

Prema Dobranszki i sur. (2008), postoje dva moguca nacina poticanja tuberizacije in
vitro. Prvi je upotrebom regulatora rasta koji se dodaju u medij, a drugi je izmjena okolisnih
Cimbenika, poput fotoperioda, intenziteta svjetla kako bi se promijenila hormonska ravnoteza
in vitro biljaka ili se mogu kombinirati oba nacina. Prema Momena i sur. (2014),
mikrotuberizacija ovisi o nizu ¢imbenika, ukljuCujuéi koncentraciju saharoze, temperaturu,
fotoperiod, intenzitet svjetla i sortu. Dobranszki i sur. (2008) navode da okolisni ¢imbenici,
odnosno svjetlost u koju spada fotoperiod, intenzitet svjetla i valna duljina te temperatura, su
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najcesce proucavani ¢imbenici okoliSa u odnosu na in vitro tuberizaciju. Studije o ucincima
svjetla na mikrotuberizaciju su zapocele 1970-ih. Primjenjuju se tri razliCite kombinacije
svjetlosti: dugi dan koji traje 16 sati (h), kratki dan (8h) te mrak (Oh). Navode da su u kratkom
danu mikrogomolji napredovali, dok je mrak imao mali utjecaj na razvoj mikrogomolja.

Prema Sahid i sur. (2018), saharoza i kinetin imaju klju¢nu ulogu u stvaranju
mikrogomolja. Povecanjem koncentracije saharoze moZe se povecati proizvodnja
mikrogomolja. Upotrebom regulatora rasta u mikrotuberizaciji krumpira dobivene su znacajne
varijacije (Momena i sur., 2014). Kinetin, kao regulator rasta, ima pozitivan utjecaj na
mikrotuberizaciju. On povecéava broj mikrogomolja zbog svog ucinka produzZenja stanica, ali ne
uzrokuje znacajne promjene u veli¢ini gomolja, u rastu, promjeru i tezini mikrogomolja.
Takoder, Sahid i sur. (2018) navode da je utjecaj 6-benzilaminopurina (BAP) na veli¢inu
mikrogomolja bio veci nego sadrzaj kinetina. Odgovarajuc¢a veli€ina i teZina, odnosno masa
mikrogomolja koje su usko povezane, moze se postici prikladnom kombinacijom kinetina i
BAP-a (Momena i sur., 2014).
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3. MATERUAL | METODE

3.1. Biljni materijal

U ovom istraZzivanju koristen je tradicijski kultivar krumpira Brinjak uzgojen na
pokusaliStu Maksimir (Zavod za specijalnu proizvodnju bilja) u okviru projekta ,, Nacionalni
program ocuvanja i odrZive uporabe biljnih genetskih izvora za hranu i poljoprivredu u
Republici Hrvatskoj“.

3.2. Metode

3.2.1 Uspostava in vitro kulture

Za pripremu pocetnih eksplantata koristene su klice naklijalih gomolja krumpira. Klice
su otkinute s gomolja, prenesene u laboratorij te podvrgnute sterilizaciji. Sterilizirane su u
staklenoj laboratorijskoj ¢asi 70% etilnim alkoholom 1 minutu, a zatim u 4% otopini Izosana G
(Pliva) 15 minuta. Klice su potom isprane Cetiri puta u sterilnoj destiliranoj vodi. Postupak
sterilizacije kao i svi daljnji koraci s kulturom tkiva provedeni su u laminaru s horizontalnim
protokom sterilnog zraka. Iz tako steriliziranih klica, pod stereomikroskopom su izolirani
pupovi velicine oko 5 mm i postavljeni u petrijeve posudice na Murashige i Skoog medij
(Murashige i Skoog, 1962) bez regulatora rasta u kojeg je dodano 7 g/| Plant agara (Duchefa).
Kultura je uzgajana na svjetlu, uz fotoperiod 16 h dan/8 sati no¢ i temperaturi 24 °C. Nakon 8
dana izdanci koji su poceli rasti preneseni su na isti sastav medija, ali u vece i ventilirane
sterilne posudice za in vitro kulturu te kultivirani pri istim uvjetima. IzduZeni izdanci su nakon
mjesec dana rezani na nodalne segmente te supkultivirani na svjezi MS medij bez regulatora
rasta kako bi se dobilo dovoljno biljnog materijala za postavljanje pokusa.

3.2.2 Postavljanje pokusa mikropropagacije
U svrhu ispitivanja uspjesnosti mikropropagacije krumpira na razliitim sastavima

regulatora rasta te na mediju bez hormona, pripremljen je MS medij uz dodatak regulatora
rasta kao Sto je prikazano u tablici 3.2.2.1. Mediji razli¢itog sastava predstavljaju tretmane.
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Tablica 3.2.2.1. Tretmani (mediji) koristeni za mikropropagaciju

Tretman Sastav medija

HEM MS makro i mikro elementi, MS vitamini, 0,1 g/l inozitola, 30 g/I
saharoze, Plant agar 7 g/l, pH 5,8

GA3 HFM + 2,5 mg/| giberelinske kiseline (GAs)

GA3+NAA HFM + 2,5 mg/l GAs + 0,01 mg/I 1-naftalenoctene kiseline (NAA)

GA3+BAP HFM + 2,5 mg/l GAs; + 0,5 mg/l 6-benzilaminopurina (BAP)

Nakon autoklaviranja 25 minuta pri 121 °C i tlaku 1 bara, mediji su izlijani u sterilne
ventilirane posudice za in vitro kulturu biljnog tkiva (100 ml u svaku).

Jednonodalni segmenti s pripadaju¢im listom izrezivani su od izdanaka
mikropropagiranih na mediju bez hormona (HFM) i postavljani na razli¢ite medije. Svaki medij
bio je zastupljen sa po pet kutija, a u svaku je bilo postavljeno po devet jednonodalnih
segmenata (ukupno 45 po tretmanu) jednakomjerno rasporedenih. Kultura je uzgajana na
svjetlu, uz fotoperiod 16 h dan/8 sati no¢ i temperaturi 22 °C. Uspjesnost mikropropagacije
procijenjena je nakon 30 dana mjerenjem duZine izdanaka i brojanjem novoformiranih nodija
po izdanku. Procijenjena je takoder i uspjesnost zakorijenjivanja brojanjem zakorijenjenih
izdanaka i mjerenjem duZine korijena.

3.2.3 Postavljanje pokusa mikrotuberizacije

Za mikrotuberizaciju pripremljena su dva medija razlic¢ita po sadrZaju regulatora rasta
(tablica 3.2.3.1).

Tablica 3.2.3.1. Tretmani (mediji) koristeni za mikrotuberizaciju

Tretman Sastav medija

MS makro i mikro elementi, MS vitamini, 0,1 g/l inozitola, 80 g/I

HFM-Mt
saharoze, Bacto agar 7 g/I, pH 5,8

KIN4 BAP1  HFM-Mt + 4 mg/I kinetina (KIN) + 1 mg/I BAP

Eksplantati tj. jednonodalni segmenti bez plojke duzine 0.5-1 cm izrezani su u laminaru
od in vitro uzgajanih izdanaka te poloZeni u medij. Na svaki od medija (tretmana) postavljeno
je po 70 eksplantata u sedam ventiliranih kutija (10 eksplantata po kutiji). Prvih 18 dana
eksplantati su kultivirani pri fotoperiodu 16 h dan/ 8 h no¢ (dugi dan) na 24 °C, a zatim su po
tri kutije po tretmanu postavljene u potpuni mrak na 20 °C, a po Cetiri kutije na kratki dan —8
h dan/ 16 h no¢ takoder na 20 °C. Nakon pet tjedna analizirana je uspjesSnost
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mikrotuberizacije. lzdanci su vadeni iz ventiliranih kutija te su biljeZzeni/mjereni slijededi
podaci: broj formiranih izdanaka po kutiji, broj izdanaka s formiranim mikrogomoljima, broj
mikrogomolja po kutiji, masa mikrogomolja po kutiji te promjer svakog mikrogomolja
(mjereno digitalnim pomicnim mjerilom).

Iz ovih podataka izracunate su slijedece varijable (svojstva):

1. postotak izdanaka s formiranim mikrogomoljima,
2. prosjecan broj mikrogomolja po izdanku,

3. prosjecna masa mikrogomolja po izdanku (mg)
4. prosje¢an promjer mikrogomolja (mm).

3.3. Statisticka obrada podataka

Kvantitativni podaci dobiveni mikropropagacijom i mikrotuberizacijom su analizirani
pomocu jednosmjerne i/ili dvosmjerne analize varijance (ANOVA) te Duncan-ovog testa
visestrukih usporedbi. Statisticka analiza podataka provedena je programskim softverom SAS
9.4.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Uspostava in vitro kulture

Od ukupno 30 postavljenih pupova u pet petrijevih zdjelica, nakon 8 dana njih 25 je
pocelo rasti Sto Cini 83 % postavljenih eksplantata (slika 4.1.). Kontaminacije bakterijama ili
gljivicama nije bilo.

Slika 4.1. Pupovi postavljeni u in vitro kulturu-pocetak rasta
4.1. Mikropropagacija

Uspjesnost mikropropagacije na pojedinim tretmanima analizirana je mjesec dana od
postavljanja eksplantata u medij mjerenjem duZine izdanaka i brojanjem nodija. Ve¢ vizualnim
promatranjem bilo je vidljivo da su izdanci na nekim tretmanima puno kradi od drugih. Podaci
za duZinu izdanaka i broj nodija za Cetiri tretmana, odnosno za Cetiri razliCita sastava medija
(HMF, GA3, GA3+BAP i GA3+NAA) analizirani su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA).
Iz tablice 4.1.1. moZemo iscitati da je tretman visoko signifikantno utjecao na duzinu izdanaka
i broj nodija po izdanku.
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Tablica 4.1.1. Znacajnost efekta za uspjeSnost mikropropagacije

DuZina izdanaka Broj nodija/izdanku
lzvor varijabilnosti DF
F vrijednost Pr>F F vrijednost Pr>F
Tretman 3 33.84 <.0001" 16.78 <.0001"

U tablici 4.1.2. vidimo duZinu izdanaka prikazanu u milimetrima (mm) i broj nodija po
izdanku u ovisnosti o tretmanu. Najveca duzina izdanaka postignuta je u mediju GA3+NAA
(90,4 mm) iako je i u mediju sa samim GA3 postignut dobar rezultat (84,7 mm) (slika 4.1.1. i
4.1.2.). Ovi rezultati u skladu su sa cinjenicom da je GA3 fizioloski uklju¢en u produljivanje
stanica. Zato tretmani s GA3 rezultiraju duzim izdancima. Rezultati ova dva medija se prema
Duncan-ovom testu ne razlikuju znacajno. Znac¢ajno maniju visinu postigli su izdanci koji su rasli
na HFM i na GA3+BAP (slika 4.1.3. i 4.1.4.). Kad je dakle GA3 bio u kombinaciji s citokininom
6-benzilaminopurinom (BAP), pa makar i u niskoj koncentraciji (0.5 mg/l), visina izdanaka
ostala je mala, a listovi na izdancima bili su sitni. Ovo je u skladu s rezultatima Nuwagira i sur.
(2015) koji su istrazivali razli¢ite kombinacije i koncentracije GA3, NAA i BAP-a u poticanju
mikropropagacije krumpira. Veca koncentracija GA3 u kombinaciji s NAA davala je visoke
stabljike in vitro izdanaka i vedi broj nodija, medutim u kombinaciji s BAP-om duZina izdanaka
i broj nodija bili su manji. Najveci broj nodija po izdanku postignut je u mediju s GA3+NAA
(9,0), ali takoder i u HMF mediju (8,4). Sto se kvalitete izdanaka ti¢e, vidljivo je da su izdanci
mikropropagirani na tretmanu GA3+BAP loSe kvalitete, s formiranim kalusom pri bazi izdanaka
i loSe razvijenim korijenom ili bez njega (slika 4.1.3.).

Tablica 4.1.2. Duzina izdanka i broj nodija po izdanku u ovisnosti o tretmanu

Tretman Duzina izdanaka (mm) Broj nodija/izdanku
HFM 54,3 B* 8,4B
GA3 84,7 A 7,4C
GA3+BAP 59,6 B 6,9C
GA3+NAA 90,4 A 9,0A

*Vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se znadajno prema Duncan-ovom testu.
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Slika 4.1.1. Mikropropagacija na tretmanu GA3+NAA

Slika 4.1.2. Mikropropagacija na tretmanu GA3
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Slika 4.1.3. Mikropropagacija na tretmanu GA3+BAP

Slika 4.1.4. Mikropropagacija na tretmanu HMF
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4.2. Duzina korijena i postotak zakorijenjivanja

DuZina korijena i postotak zakorijenjivanja analizirani su pomocu jednosmjerne analize
varijance i Duncan-ovog testa. Rezultati analize varijance pokazuju da tretman tj. sadrzaj
regulatora rasta u mediju visoko signifikantno utjeCe na oba svojstva (tablica 4.2.1.).

Tablica 4.2.1. Znacajnost efekta za uspjeSnost zakorijenjivanja izdanaka i postotka
zakorijenjivanja

Duzina korijena Postotak zakorijenjivanja
lzvor varijabilnosti DF
F vrijednost Pr>F F vrijednost Pr>F
Tretman 3 33.44 <.0001™ 19.79 <.0001"™

Vrijednosti za duZinu korijena (mm) i postotak zakorijenjivanja (%) prikazane su u tablici
4.2.2. DuZina korijena bila je najve¢a u HMF mediju (144,5 mm), a najmanja u mediju GA3+BAP
(47,1 mm) (Slike 4.1.4.14.1.3.). Duzine korijena u mediju s GA3 (121,0 mm) i GA3+NAA (107,9
mm) nisu se medusobno znacajno razlikovale (tablica 4.2.2. i slike 4.1.2.14.1.1.)

Postotak zakorijenjivanja bio je najbolji u GA3 mediju (100,0 %), medutim, postotak
zakorijenjenih biljaka u HMF mediju (97,8 %) i GA3+NAA mediju (88,99%) takoder su vrlo visoki
i ne razlikuju se znacajno od postotka u mediju s GA3. Najmanji postotak zakorijenjivanja
postignut kombinacijom regulatora rasta GA3+BAP.

Tablica 4.2.2. Postotak zakorijenjivanja i duzina korijena u ovisnosti o tretmanu

Tretman DuZzina korijena (mm) Postotak zakorijenjivanja
HFM 144,5 A" 97,8 A
GA3 121,08 100,0 A
GA3+NAA 107,98 88,9 A
GA3+BAP 47,1C 60,5B

*Vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se znacajno prema Duncan-ovom testu.

Aklimatizacija je zavrsni i klju¢an korak u dobivanju dovoljnog broja kvalitetnih biljaka.
Obzirom da je za uspjeSnost aklimatizacije biljaka, nakon prijenosa u in vivo uvjete, vrlo je bitan
korijen, bez obzira na manju visinu izdanaka, HFM bi se, zbog duZine i razgranatosti korijena
(slika 4.1.4.) mogao izdvojiti kao najbolji tretman za mikropropagaciju krumpira. lzdanci na
mediju GA3, iako neSto manje duZine korijena (slika 4.1.2.), zakorijenili su 100% Sto pokazuje
da je i ovaj tretman pogodan za mikropropagaciju. Tretman GA3+NAA, iako je dao najvise
izdanke s najve¢im brojem nodija mogao bi se preporuciti za multiplikaciju in vitro (dao bi
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najbolju stopu umnaZanja), medutim previsoki izdanci, a pri tom nesto slabije razvijenog
korijena nisu pogodni za sadnju i aklimatizaciju. Zato bi zadnju supkultivaciju eksplantata za
razvoj biljaka koje ¢e biti sadene u supstrat umjesto na GA3+NAA tretmanu bilo bolje provesti
na tretmanima HFM ili GA3.

4.3. Mikrotuberizacija

Mikrotuberizacija je provedena na dva razliCita tretmana (1) mediju bez hormona i (2)
mediju s dodatkom BAP-a i KIN. U oba medija koncentracija saharoze bila je visoka (8%) jer je
saharoza osmotik koji ¢ak i u mediju bez regulatora rasta potice tuberizaciju (Dobranszki i sur.,
2008). Drugi faktor bilo je svjetlo pa je mikrotuberizacija provodena u mraku ili na kratkom
danu (8 h dan/ 16 h no¢). Nakon pocetnih 18 dana kultivacije svih eksplantata na dugom danu
da bi se potaknuo razvoj izdanaka te 5 tjedana u razli¢itim tretmanima svjetla pristupilo se je
analizi mikrotuberizacije.

Podaci za cetiri svojstva za procjenu uspjesnosti mikrotuberizacije analizirani su
dvosmjernom analizom varijance. Rezultati analize pokazali su da na svojstvo postotak
izdanaka s mikrogomoljima znacajno utjece tretman (T) i interakcija tretman x svjetlo (S).

Na broj mikrogomolja po izdanku nisu znacajno utjecali niti T, niti S niti njihova interakcija
(tablica 4.3.1.). Na promjer mikrogomolja znacajno utjecu T, S i interakcija T x S, a na masu
mikrogomolja znacajan utjecaj ima interakcija T x S (tablica 4.3.2.).

Tablica 4.3.1. Znacajnost efekta za postotak izdanaka s mikrogomoljima i broj mikrogomolja
po izdanku

Postotak izdanaka s Broj mikrogomolja po
Ll DF mikrogomoljima izdanku
varijabilnosti
F vrijed. Pr>F F vrijed. Pr>F
Tretman (T) 1 17.08 0.001" 1.53 0.24"s
Svjetlo (S) 1 1.59 0.23"* 0.56 0.47"s
TxS 1 26.32 0.0002™ 0.36 0.56"*
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Tablica 4.3.2. Znacajnost efekta za promjer mikrogomolja i masu mikrogomolja

Promjer mikrogomolja (mm) Masa mikrogomolja (mg)
lzvor varijabilnosti DF
F vrijed. Pr>F F vrijed. Pr>F
Tretman (T) 1 27.72 0.0003™" 4.38 0.06"
Svjetlo (S) 1 8.31 0.01° 1.58 0.23"s
TxS 1 5.36 0.04* 5.82 0.03"

4.3.1 Postotak izdanaka s mikrogomoljima i broj mikrogomolja po izdanku

Znacajno veci postotak izdanaka s mikrogomoljima dobiven je na tretmanu KIN4 BAP1
tj. mediju kojem je dodano 4 mg/I kinetina i 1 mg/| 6-benzilaminopurina u odnosu na tretman
HFM-Mt tj. medij bez hormona (tablica 4.3.1.1.). Vedi postotak izdanaka s mikrogomoljima na
tretmanu s KIN i BAP-om dobili su takoder i Momena i sur. (2014) koji navode da kinetin
povecava broj mikrogomolja zbog svog pozitivnog ucinka na produZenje stanica.

Tablica 4.3.1.1. Postotak izdanaka s mikrogomoljima u ovisnosti o tretmanu

Tretman Postotak izdanaka s mikrogomoljima
KIN4 BAP1 69,8 A
HFM-Mt 37,1B

*Vrijednosti oznacene istim slovom unutar kolone ne razlikuju se znadajno prema Duncan-ovom testu.
Obzirom na kombinirani ucinak tretmana i svjetla, najveci broj izdanaka s formiranim

mikrogomoljima dobiven je u tretmanu KIN4 BAP1 u mraku, dok je najmanji postotak izdanaka
s mikrogomoljima (10%) formiran u tretmanu HFM-Mt u mraku (graf 4.3.1.1.).
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4.3.2 Promjer i masa mikrogomolja

U tablici 4.3.2.1. vidimo rezultate promjera mikrogomolja iskazane u milimetrima (mm)
i mase mikrogomolja u miligramima (mg) u ovisnosti o tretmanu. Znacajno veéi promjer i masa
mikrogomolja dobiveni su u tretmanu KIN4 BAP1 nego u tretmanu HFM-Mt (slika 4.3.2.1. i
4.3.2.2.). Sahid i sur. (2018) u svojem radu navode da su KIN i BAP poboljsali stvaranje
mikrogomolja tako Sto je KIN potaknuo ranije stvaranje gomolja, dok je BAP utjecao na
povecanu masu gomolja u usporedbi sa KIN. U radu Momene i sur. (2014) navodi se da je BAP
imao najviSe utjecaja na tezinu i rast mikrogomolja. Navodi se da je kombinacija kinetina i BAP-
a prikladna za postizanje optimalne veli¢ine i mase mikrogomolja.

Tablica 4.3.2.1. Promjer i masa mikrogomolja u ovisnosti o tretmanu

Tretman Promjer (mm) Masa (mg)
KIN4 BAP1 4,8 A 101,2 A
HFM-Mt 3,0B 44,8 B

*Vrijednosti oznacene istim slovom unutar stupca ne razlikuju se znac¢ajno prema Duncan-ovom testu.

U tablici 4.3.2.2. prikazani su rezultati promjera mikrogomolja u ovisnosti o svjetlu.
Znacajno veci promjer mikrogomolja dobiven je kod kratkog dana (KD) (4,1 mm) nego u mraku
(3,3 mm). Prema Dobranszki i sur. (2008) zakljuCuju takoder da je kratki dan bolji za formiranje
gomolja od mraka. Razlog tome je prerana senescencija mikro biljaka u mraku sto onda
posljedi¢no reducira rast mikrogomolj. Masa mikrogomolja je takoder je bila nesto veéa kad
je mikrotuberizacija provodena na KD nego u mraku, ali se vrijednosti znacajno ne razlikuju.

Tablica 4.3.2.2. Promjer i masa mikrogomolja u ovisnosti o svjetlu

Svjetlo Promjer (mm) Masa (mg)
KD 4,1 A 80,2 A
Mrak 3,3B 57,5B

*Vrijednosti oznacene istim slovom unutar stupca ne razlikuju se znac¢ajno prema Duncan-ovom testu.
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Slika 4.3.2.1. Mikrotuberizacija na tretmanu KIN4sBAP1+mrak i HFM-Mt+mrak

Slika 4.3.2.2. Mikrotuberizacija na tretmanu KIN4BAP1+KD i HMF-Mt+KD

Obzirom na kombinirani ucinak tretmana i svjetla, zna¢ajno najveéi i promjer (graf
4.3.2.1.) i masa mikrogomolja (graf 4.3.2.2.) dobiveni su na tretmanu KIN4 BAP1 na kratkom
danu. Ostale kombinacije tretmana i svjetla dale su manje vrijednosti promjera i mase
mikrogomolja i medusobno se nisu znacajno razlikovale.
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5. ZAKUJUCAK

Za proizvodnju dovoljnog broja zdravih biljaka krumpira, npr. nakon primjene kulture
meristema u svrhu oslobadanja biljaka od virusa, zdrave biljke je potrebno dalje in vitro
razmnoziti. Razmnazati se mogu ili mikropropagacijom koja rezultira proizvodnjom
zakorijenjenih biljaka in vitro, ili mikrotuberizacijom kojom se proizvode mali mikrogomolji u
in vitro uvjetima.

Kvaliteta izdanaka dobivena mikropropagacijom ovisi o njihovoj visini, ali takoder i o
duZini i razvijenosti korijena. Najvecu visinu izdanaka u ovom istrazivanju imali su izdanci
razvijeni na tretmanu GA3+NAA, ali to nije povoljno za aklimatizaciju. Najmanju visinu i
najmanji broj nodija imali su izdanci na tretmanu GA3+BAP.

NajduZi i najrazgranatiji korijen razvili su izdanci na HFM tretmanu na kojem je
zakorijenilo 97,8 % izdanaka. NeSto kraci korijen, ali 100 % uspjeh zakorijenjivanja imali su
izdanci na GA3.

Obzirom na kvalitetu izdanaka, razvijenost korijena i postotak zakorijenjivanja, biljke s
tretmana HFM i GA3 vjerojatno bi postigle najbolju stopu prezivljavanja nakon prijenosa u in
vitro uvjete.

Tretman GA3+BAP se zbog lose kvalitete izdanaka i slabog razvoja korijena ne preporuca
u mikropropagaciji tradicijskog kultivara 'Brinjak'.

Iz pokusa mikrotuberizacije analizirana su Ccetiri svojstva: postotak izdanaka s
formiranim mikrogomoljima, prosje¢an broj mikrogomolja po izdanku, prosje¢na masa
mikrogomolja po izdanku i prosje¢an promjer mikrogomolja.

Znacajno vedi postotak izdanaka s formiranim mikrogomoljima dobiven je u tretmanu
KIN4 BAP1. Od kombiniranih ucinaka tretmana i svjetla, najbolji se je za ovo svojstvo pokazao
KIN4 BAP1 u mraku pri kojem je 88,6 % izdanaka formiralo mikrogomolje.

Broj mikrogomolja po izdanku nije se zna¢ajno razlikovao u ovisnosti o tretmanima.

Promjer i masa mikrogomolja bili su takoder znacajno vedi na tretmanu KIN4 BAP1, dok
je svjetlo, kao glavni faktor znacajno utjecalo samo na promjer mikrogomolja sa znacajno
boljim rezultatom kod kratkog dana.

Od kombiniranih uc¢inaka tretmana i svjetla (interakcija), promjer mikrogomolja i masa
mikrogomolja bili su znacajno veci kod tretmana KIN4 BAP1 na kratkom danu.

Iz dobivenih rezultata moZze se zakljuciti da su i mikropropagacija pojedinacnim
nodijskim segmentima i mikrotuberizacija pogodni za in vitro razmnoZavanje zdravih biljaka
tradicijskog kultivara ‘Brinjak’.
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