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1. UvOD



1.1. Krumpir (Solanum tuberosum L.)

Krumpir (Solanum tuberosum L.) je zeljasta trajnica, biljka iz porodice pomocnica
(Solanaceae). Citava biljka krumpira osim gomolja je otrovna jer sadrzi otrovni alkaloid,
solanin. Stabljika krumpira ima neparno peraste listove, cvjetove i plodove bobice sa
sjemenkama i taj nadzemni dio nazivamo cima, a najéesce je visine do 1 m, dok se podzemna

stabljika naziva stolon, korijen i gomolj (SI.1).

Sl.1. Biljka krumpira

Gomolj (jestivi dio biljke) poznat pod nazivom krumpir, modificirani je dio podzemne
stabljike stolona. Osim za pohranjivanje pri¢uvnih tvari sluzi i za reprodukciju i prezimljenje.
Gomolji se razvijaju na vrsnom kraju podzemnih plagiotropnih bo¢nih ogranaka, primarnim

rastom veceg broja internodija u debljinu (Lesi¢ i sur. 2002).



1.2. Podrijetlo krumpira

Krumpir potjece iz peruanskih Anda gdje je uzgajan prije vise od nekoliko tisu¢a godina

(jug isto¢nog Perua i sjeverozapadne Bolivije) te je Inkama, uz kukuruz, bio glavna hrana.

U Andama su se razvila dva eko tipa kultiviranog krumpira: ekotip tropskih visoravni -
gomolji koji nemaju razdoblje mirovanja i planinski ekotip, kojega gomolji imaju izrazeno
razdoblje mirovanja. Krumpir obaju ekotipova ima diploidan broj kromosoma (2n = 24), a
najrasprostranjeniji krumpir Anda jest tetraploidni S. andigenum Juz i Buk (Lesi¢ i surad.,
2002).

Krumpir Kkoji se danas uzgaja u Europi, u koju su ga prenijeli $panjolski istrazivaci u 16.
stolje¢u, najvise sli¢i primitivnim sortama S. tuberosum subsp. tuberosum, kakav se uzgaja u
Cileu. U 18. stolje¢u, oko 1779. i 1780. godine u Hrvatsku su ga donijeli graniarski vojnici,

dok je u Europi ve¢ postao neizostavna hrana (Buturac, 2002).

1.3. Prehrambena vrijednost

Hranidbena i zdravstvena vrijednost krumpira je velika. To je nezaobilazna namirnica

koja sadrzi oko 25% suhe tvari (razli¢it postotak u razli¢itim kulturama).

Gomolj krumpira sadrzi Skrob koji je glavni sastojak suhe tvari od 12,7-25%, prosjeno
od 15-18%, a sadrzi jo§ 0,1% masti; 0,2 % kiselina; 0,1% fenolnih spojeva, 1,1 % minerala;
0,6% pektinskih tvari i 1,65% organskih spojeva (nukleinskih kiselina, glikoalkaloida i dr.) te
oko 70-84 % vode (Lesi¢ i sur. 2002).

Krumpir ima i zdravstvenu vrijednost - nezaobilazna je namirnica u dijetalnoj prehrani, a
preporucuje se kod probavnih smetnji, proljeva, hemeroida, ¢ira na dvanaestercu i zucnih

kamenaca, dok se u narodu koriste i oblozi od krumpira (Lesi¢ i sur.2002).



1.4. Proizvodnja i gospodarska vrijednost

Krumpir je biljka umjereno vlazne klime 1 odgovara mu temperatura bez velikih kolebanja
tijekom vegetacije kao i tijekom zimskog mirovanja gomolja u skladistu. PovrSine na kojima
se u Europi uzgaja krumpir su smanjene, ali je znatno porasla proizvodnja u nerazvijenim
zemljama. Prinos gomolja tj. broj, krupnoca i kvaliteta ovise o koli¢ini i rasporedu padalina

tijekom vegetacije.

Krumpir se koristi u ljudskoj prehrani, za industrijsku preradu (sorte s visokim postotkom

Skroba - za proizvodnju Skroba, alkohola, krumpirovog brasna) i za ishranu zivotinja.

Kultivirani krumpir je tetraploidna biljka koja se razmnozava vegetativno. Nije laka za
oplemenjivanje S§to je uvjetovano visokim stupnjem heterizigotnosti, sterilno§éu peluda,
osjetljivosti na mnoge bolesti i infekciju virusima (Howard, 1978). Vegetativho
razmnozavanje krumpira in vivo je klasi¢na metoda razmnoZzavanja. Za postizanje vece
otpornosti krumpira na bolesti, povecanje uroda i kvalitete plodova, odabiranjem i krizanjem

dobivene su nove sorte krumpira.

Danas se za komercijalno razmnozavanje krumpira koristi razmnozavanje U uvjetima in
vitro koje je brze, biljke su zdravije, nove sorte se mogu brzo razmnoziti na malom prostoru, a

biljke su oslobodene od virusa (Jelaska, 1994).



1.1.1. MIKROKLONIRANJE KRUMPIRA

Metoda razmnozavanja aksilarnim pupovima koristi se za dobivanje klonske populacije i

da bi se o¢uvale somaklonske varijabilnosti (Berljak, 1989).

Mikrokloniranje trazi povezanost izmedu istrazivanja i proizvodnje, a uspjeh U
mikrorazmnozavanju biljaka u Sirokim razmjerima ovisi o upravljanju i postupanju s

kulturama (Jelaska, 1994).

Tehnikom pojedina¢nih nodija, tj. nodijskih odsjecaka (dio stabljike s bo¢nim pupom), a
na hranidbenoj podlozi odgovaraju¢eg sastava poti¢e se rast bo¢nih pupova. Tako razvijeni
izdanci mogu se ve¢ nakon cetiri tjedna ponovno supkultivirati. Do spontanog stvaranja
mikrogomolja u pazuscima listova dolazi ukoliko izdanke ostavimo na podlozi za

razmnozavanje dulje od Cetiri mjeseca bez supkultiviranja (Berljak, 1989).



1.1.2. RAZVITAK GOMOLJA KRUMPIRA U UVJETIMA IN VIVO

Tuberizacija je razvitak gomolja krumpira i vrlo je slozen bioloski proces, tj. razvojni
sustav u kome se u uvjetima kratkoga dana, niskih temperatura i visokog omjera ugljika
prema dusiku u biljci sintetizira specifi¢éna grupa proteina i nakuplja velika koli¢ina $kroba u
vr§cima podzemnih stabljika (stolonima). Potom slijedi stvaranje pricuvnih organa, gomolja

(Hannapel, 1991).

Opsezna fizioloSka istrazivanja pokazala su da tuberizaciju kontrolira nekoliko ¢imbenika
kao $§to su kombinacija hormona, fotoperiod i sastav hranjivih tvari (Vrengduhil i Struik,
1989, Coleman i sur. 2001, Tugrul i Samanci, 2001).

U procesu razvitka gomolja mogu se razluciti 4 stadija :

(1) poticanje i zaCetak stolona, prvi vidljivi znak je produzni rast bo¢nog pupa (poticajno

djeluju tama, visoki stupanj vlaznosti i giberelini),

(2) rast stolona - produzni rast i grananje (poticajno djeluju uvjeti dugoga dana, visoke

temperature i visoka razina giberelina),

(3) prestanak produznog rasta stolona (glavnu ulogu ima etilen koji uvjetuje inhibiciju

produznog rasta) i

(4) poticanje i zacetak gomolja - citokinini u ovoj fazi djeluju stimulativno (Vreugdenhil i
Struik, 1989).

Prema Garner i Blake-u (1989) stvaranje gomolja in vivo rezultat je promjene ravnoteze

endogenih regulatora rasta te vanjskih utjecaja duljine dana, ishrane dusikom i temperature.



1.1.3. RAZVITAK GOMOLJA KRUMPIRA U UVJETIMA IN VITRO

Mikrogomolji se u uvjetima in vitro razvijaju iz bo¢nih meristema, za razliku od uvjeta in
vivo gdje se razvijaju iz stolona. U kulturi in vitro mogu se proizvesti u velikom broju
neovisno o sezoni, lako se Cuvaju do sadnje i snazni su (Abbott i Belcher, 1986).
Najznacajniji su poticaji koji utjeCu na rast, morfogenezu i tuberizaciju krumpira, svjetlost
(fotoperiod, intenzitet, valna duljina), sastav hranidbene podloge i temperatura (Seabrook,
2005).

Sastav hranidbene podloge (saharoza i regulatori rasta) i fotoperiod odreduju broj
mikrogomolja koji ¢e se razviti - kod poveéane koncentracije saharoze (s 3% na 9%) u
uvjetima kratkoga dana reducira se rast stabljike i stimulira stvaranje gomolja. Visoku
koncentraciju saharoze i njenu vaznost u hranidbenoj podlozi za stvaranje mikrogomolja
opisali su Wang i Hu (1982), Hussey i Stacy (1984) i Abbott i Belcher (1986). EI-Sawy i sur.
(2007) dokazuju da je saharoza vazan ¢imbenik za stvaranje mikrogomolja, a najveéi gomolj

razvio se na podlozi s dodatkom 12% saharoze i 4 mg/L kinetina.

Kvantitativno povecanje tuberizacije u uvjetima kratkoga dana Woolley i Wareing (1972)
pripisuje poveéanju sadrzaja citokinina, a Smith i Rappaport (1969) smanjenju sadrzaja
endogenih giberelina uvjetovanom kratkim danom. Ako se podlozi za tuberizaciju doda
kinetin i paklobutrazol dolazi do poja¢anog stvaranja gomolja (Simko, 1993). Po Abbott i
Belcher-u (1986) uvjeti dugoga dana koce tuberizaciju.

Slimmon i sur. (1989) su istrazivali ovisnost tuberizacije o fotoperiodu i dosli do
spoznaje da se kod 8-satnog osvjetljenja gomolji razvijaju sporije nego u tami, ali su nakon 12

tjedana njihova teZina i promjer znac¢ajno vec¢i nego u gomolja razvijenih u tami.

Pri temperaturi od 26 °C inhibira se tuberizacija tj. prestaje stvaranje mikrogomolja
(Harvey i sur., 1992), a iste su rezultate o prestanaku formiranja gomolja pri temperaturi od
26 °C do 29 °C dobili Buturac i Bolf (2000).

Hannapel (1991) je uocio, promatrajuci nakupljanje Skroba i promjenu teZine svjeze tvari
tijekom procesa tuberizacije da je doslo do povecanja tezine svjeze tvari i sadrzaja Skroba u
bo¢nim pupovima nakon drugog dana kulture. Cetvrtoga dana nakon pocetka inkubacije

postale su vidljive prve morfoloske promjene, dok je porast tezine svjeze tvari bio spor do



osmoga dana, a vrlo brz od 8. do 14. dana, $to se podudaralo s brzim nakupljanjem skroba.
Sesti je dan postalo vidljivo stvaranje gomolja, a opaZen je i porast ukupnih proteina i ukupne
RNA.

Mitoza i odlaganje Skroba su najranije vidljive anatomske promjene povezane sa

zac¢etkom gomolja. Stvaranje gomolja povezano je s dvije biokemijske promjene:
(1) nakupljanjem $kroba i
(2) nastankom novih proteina (inhibitora proteaza i patatina).

Dan prije vidljivog nabreknuca bo¢nog pupa, Visser i sur. (1994) su utvrdili ekspresiju
gena za sintezu S$kroba, te povecanu aktivnost enzima saharoza-sintaze i ADPG-

pirofosforilaze.



1.5. Skrob

Skrob je biljna pri¢uvna tvar koja se nakuplja u sjemenkama (Zitarice) i gomoljima

(krumpir), a moze se razgraditi na dva razli¢ita spoja, amilozu i amilopektin.

Amiloza ¢ini 20-30% prirodnog skroba. Sastoji se od mnogobrojnih ostataka glukoze
(250-300), koji su medusobno povezani a-1,4-glikozidnom vezom. Glikozidni C-atom
(reduciraju¢i kraj) molekule je na jednom kraju, dok je C-atom s hidroksilnom grupom
(nereducirajuci kraj) na drugom kraju. Maltoza je osnovna jedinica, a izmedu njih je opet a-
1.4-glikozidna veza i zbog njih je to lancasta molekula u obliku uzvojnice (Lutkié¢ i Juric,
2008). S otopinom I2-KI (Lugolova otopina) daje karakteristi¢no obojenje koje je posljedica
ulaganja molekularnog joda u spiralu. Dolazi do snazne apsorpcije dugovalnog zracenja i

pojavljuje se plavicasto obojenje kompleksa Skroba s jodom.

Amilopektin je razgranana molekula, drugi sastavni dio prirodnoga s$kroba, izgradena
kao 1 amiloza od a-glikozidno povezanih glukoza, samo su kod amilopektina za razliku od
amiloze na glavnom lancu razmjeSteni bo¢ni lanci povezani a-1,6-vezama na koje se ponovno
nadovezuju bocni lanci. Do grananja dolazi u prosjeku nakon svakih 25 jedinica glukoze. S

otopinom I2-KI daje slabo ljubiéasto do ruzicasto obojenje.
Hidrolizom $krob se razgraduje na manje dijelove, a oni se dalje razgraduju do glukoze.

Skrob se sintetizira u kloroplastima i amiloplastima, a sinteza pocinje od viska trioza
fosfata stvorenog u Calvinovom ciklusu. Ovaj je spoj pocetni i u sintezi saharoze. Sinteza
Skroba i saharoze su kompetitivni procesi. Razdioba trioza fosfata izmedu sinteze $kroba
(kloroplasti) i sinteze saharoze (citosol), regulirana je koncentracijom ortofosfata (Pi), ako je

visoka sintetizira se saharoza, a kada je niska, sintetizira se $krob.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

10



Cilj je ovog diplomskog rada bio istraziti povezanost odlaganja Skroba u stanicama
boc¢nih pupova izdanaka krumpira (Solanum tuberosum L. cv. Bintje) i razvoja mikrogomolja

u uvjetima kratkoga dana (12 h svjetlosti /12 h tame) pri temperaturi 20 °C.

11



3. MATERIJAL | METODE

12



3.1. Materijal

Iz ustaljene kulture izdanaka krumpira (Solanum tuberosum L. cv. Bintje) uzgojenih na
podlozi MS (Murashige i Skoog, 1962) s dodatkom 2% saharoze, 0,8% agara i 1 gl
hidrolizata kazeina u uvjetima kratkoga dana na temperaturi 20 °C koristila sam nodijske
odsjecke. Nakon Sest tjedana u kulturi kada su bilj¢ice razvile 6-8 nodija, odrezala sam im

vrsni dio i korijen te takve nodijske segmente posadila na podlogu za tuberizaciju.

3.2. Metode

3.2.1. Tehnike kulture biljnoga tkiva

U radu sam Kkoristila asepti¢ke tehnike kulture biljnoga tkiva opisane u monografijama
Whitea (1963) i Streeta (1977). Biljke sam presadivala u aseptickim uvjetima u komori s
horizontalnim protokom sterilnoga zraka (Laminar Flow Equipment).

13



3.2.1.1. STERILIZACIJA INSTRUMENTARIJA | PRIBORA

Stakleni pribor sam sterilizirala u autoklavu pri 0,2 MPa i 120 °C u trajanju 45 minuta,
dok sam metalni pribor (skalpele, pincete) sterilizirala neposredno prije uporabe uranjanjem u

96%-tni etanol i spaljivanjem na plameniku.

3.2.1.2. STERILIZACIJA HRANIDBENIH PODLOGA

Nakon $to sam hranidbene podloge raspodijelila u epruvete, sve sam zajedno sterilizirala

u autoklavu pri 0,15 MPa i 120 °C u trajanju od 20 minuta.

3.2.2. Hranidbene podloge

Koristila sam hranidbenu podlogu MS (Murashige i Skoog,1962). U tablici 1. prikazan je

sastav hranidbene podloge.
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Tablica 1. Sastav hranidbene podloge MS

MS
( Murashige i Skoog, 1962 )

MAKROELEMENTI :

KNOs

NH4NO3

CaCl2 x 2H20
KH2PO4
MgSO4 x 7 H20

MIKROELEMENTI

H3BO3

CoCl2 x 6 H20

Kl

NazMoOas x 2 H20
CuSO4 x 5H20
MnSOs x 4 H20
ZnS04 x 4 H20

ZELJEZO

FeSO4 x 7 H20
Na2EDTA

ORGANSKI DODACI

glicin

m- inozitol
nikotinska kiselina
piridoksin HCI
tiamin HCI

mgl™1

1900
1650
440
170

180,7

mgl™1

6,2
0,025
0,83
0,25
0,025
22,3
8,6

mgl™1

27,8
37,3

mgl™1

2,0
100,0
0,5
0,5
0,1

mM

18,80
20,60
2,99
1,25
0,73

mM

100,0
0,1
5,0
1,0
0,1

100,0

29,9

mM

100,0
100,0

mM

26,6
550,0
4,1
2,4
0,3
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U podlogu za mikrorazmnoZzavanje dodala sam 20 gl saharoze (2%), 8 g™ agara (0,8%)
i 1 gl hidrolizata kazeina. U podlogu za tuberizaciju sam dodala 80 gl™ saharoze (8%) , 8 gl™*
agara (0,8%), organske dodatke: m-inozitol (100 mgl™), biotin (0,2 mgl™), folnu kiselinu (0,5
mgl™), tiamin, HCI (0,2 mgl™), te citokinin benzilaminopurin (BA, 22 uM). Kontrolna
podloga nije sadrzavala BA.

pH vrijednost podloga podesavala sam na 5,8-6,0 dodatkom 0,5 M otopine NaOH prije

dodavanja agara i saharoze. Podloge sam pripremala 24 sata prije nasadivanja.

Za pokuse sam upotrebljavala epruvete veli¢ine 30 x 160 mm punjene s 10 ml medija,
zacepljene vatom i aluminijskom folijom. Nasadivala sam po dva eksplantata u svaku

epruvetu.

3.2.3. Vanjski uvjeti kultura

Kulture nodijskih odsjecaka inkubirala sam u uvjetima 12-satnog osvjetljenja bijelom
svietloi¢u (fluorescentne cijevi TEZ-Zagreb, 40W, 80 pnEm?s™) na temperaturi 20 °C, a
kulture za poticanje razvoja mikrogomolja u uvjetima 12-satnog osvjetljenja ili u tami na
20 °C.

3.2.4. Histoloske tehnike

Tijekom dva tjedna sam za histolosku analizu uzimala svaki dan bo¢ne pupove i fiksirala
ih u fiksativu FAO (formaldehid, ledena octena kiselina i etanol u omjeru 90 : 5 : 5). Radila
sam uzduzne prereze kroz boc¢ne pupove s pripadajuc¢im dijelom stabljike, a najmanje 24 sata
nakon toga ih bojala Lugolovom otopinom (1 g joda i 2 g KI u 100 ml destilirane vode,

razrijedeno u omjeru 1 : 3) te ih potom uklapala u glicerol (Gerlach, 1977).
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4. REZULTATI
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Istrazivanja koja sam provela na izdancima krumpira imala su za cilj pokazati povezanost
stvaranja Skroba u stanicama bo¢nih pupova izdanaka krumpira i razvitka mikrogomolja u

ovisnosti 0 egzogeno dodanom citokininu (BA) u uvjetima kratkoga dana i temperature 20 °C.

4.1. MIKROTUBERIZACIJA

Bilj¢icama krumpira koje su se razvile na podlozi za mikrorazmnozavanje (Sl. 2) odrezala
sam vrsak i korijen te dobivene nodijske segmente nasadila na podlogu za tuberizaciju - MS
uz dodatak 8% saharoze, 0,8% agara i 22 uM BA. Kao kontrolnu podlogu koristila sam

podlogu istog sastava, ali bez dodatka citokinina.

Nakon §to sam biljne eksplantate u sterilnim uvjetima nasadila na podlogu za
tuberizaciju, dio sam biljnih kultura inkubirala u uvjetima kratkoga dana, a dio u tami,

Cetrnaest dana pri temperaturi od 20° C.

Od prvoga dana inkubacije, svakoga dana sam tijekom dva tjedna, fiksirala pojedina¢ne
izdanke u fiksativu FAO. Fiksacija je trajala najmanje 24 sata. Kroz tako fiksirane bo¢ne
pupove s pripadaju¢im dijelom stabljike nacinila sam tanke uzduzne prereze. Prereze sam tada

bojala Lugolovom otopinom, uklapala ih u glicerol i promatrala mikroskopom.
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Sl.2. l1zdanci krumpira, kultura stara 4 tjedna (MS medij s 2% saharoze i 0,8% agara)
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Prvo nakupljanje $krobnih zrnaca u bo¢nim pupovima izdanka na podlozi za tuberizaciju
(MS 8% saharoza, 0,8% agara i 22 uM BA) u uvjetima kratkoga dana uocila sam 3. dana

kulture (sl. 3B) i kod biljaka na svjetlosti i kod onih u tami.

Kod biljaka na kontrolnom mediju tijekom inkubacije od 14 dana bez obzira da li su

inkubirane na svjetlosti ili u tami nije bilo nakupljanja skroba u bo¢nim pupovima (SI.3D).

Sl. 3. Uzduzni prerez kroz bo¢ni pup krumpira na podlozi za tuberizaciju (8%
saharoze , 0,8 % agara i 22uM BA) u uvjetima kratkog dana na 20 °C: A - prvi
dan Kkulture, B - tre¢i dan kulture (nakupljeni $krob oznacen strelicom) i na
kontrolnom mediju (8% saharoze, 0,8% agara): C - prvi dan kulture, D - treci
dan kulture.
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Prvo vidljivo nabreknuc¢e bo¢nih pupova, mikrogomolje, uocila sam 7. dana i kod biljaka u
tami i kod biljaka na svjetlosti. Kod biljaka u tami mikrogomolje sam uocila na 2. i 3. nodiju,
u pazuScu lista, a kod biljka na svjetlosti na 1. nodiju, u uvjetima kratkoga dana (12 sati
svjetlosti /12 sati tame i temperature 20 °C), na izdancima krumpira uzgajanih na podlozi za

tuberizaciju.

Sl. 4. Uzduzni prerez kroz bo¢ni pup krumpira na podlozi za tuberizaciju (8%
saharoze , 0,8 % agara i 22uM BA) u tami na 20 °C: A - prvi dan kulture, B -
sedmi dan kulture (nakupljeni $krob oznacen strelicom) i na kontrolnom
mediju (8% saharoze, 0,8% agara): C - prvi dan kulture, D - sedmi dan kulture.
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Cetiri mjeseca nakon inkubacije, razvijeni mikrogomolji, u uvjetima kratkoga dana imali su

promjer izmedu 51 10 mm (SI. 5).

SI. 5. Mikrogomolji krumpira inducirani na podlozi MS s8% saharoze, 0,8%
agara i 22uM BA u uvjetima kratkog dana i 20°C. Starost kulture 4 mjeseca.

Anatomska grada mikrogomolja je bila slicna normalnim gomoljima pa se tako na
apikalnom dijelu mogao uociti vr$ni meristem, tzv. okce, iz kojeg ¢e se razviti izdanak (Sl. 6),

dok je grada epiderme s dobro razvijenim lenticelama odgovarala kori normalnog gomolja.

Sl.6.Mikrogomolj krumpira s vrSnim meristemom na
apikalnom dijelu i dobro razvijenim lenticelama
(povecanje 15x).
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Na prerezu mikrogomolja obojenom Lugolovom otopinom mogle su se dobro uociti

velike spremisne (parenhimske) stanice ispunjene skrobnim zrncima (Sl. 7).

Sl. 7. Prerez mikrogomolja krumpira razvijenog na podlozi za tuberizaciju u uvjetima
kratkoga dana na 20°C. Kultura stara 4 mjeseca.

A - povecanje 10x

B - povecanje 80x
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5. RASPRAVA
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Istrazivanje provedeno na izdancima krumpira (Solanum tuberosum L. cv. Bintje) dalo je
rezultate koji potvrduju vaznost visoke koncentracije saharoze (8%) i prisutnost regulatora
rasta (citokinina) u hranidbenoj podlozi, a isto tako i vaznost duljine fotoperioda (kratki dan:

12 sati svjetlosti /12 sati tame) i temperature (20 °C) u procesu mikrotuberizacije.

Rezultati koje sam dobila ovim istrazivanjem potvrduju tvrdnju znanstvenika Hannapela
(1991) koji je utvrdio da je upravo nakupljanje skroba u bo¢nim pupovima izdanka krumpira
prvi pokazatelj pocetka procesa tuberizacije jer prethodi vidljivim znacima morfoloskih
promjena. Naime, i u mojim istrazivanjima pojava nakupljanja Skroba u pupovima prethodila

je vidljivom nabreknucu pupova i njihovom daljem razvoju u mikrogomolje.

Pojavu Skroba sam pratila u pupovima krumpira kultiviranim na podlozi za tuberizaciju
(MS s 8% saharoze, 0,8% agara i 22 uM BA) i na kontrolnom mediju (MS s 8% saharoze,
0,8% agara bez citokinina) inkubiranim na temperaturi 20°C u uvjetima kratkoga dana ili u

tami.

Prvo nakupljanje Skroba u pupovima izdanaka krumpira nasadenim na podlogu za
tuberizaciju uo¢ila sam 3. dana u biljkama inkubiranim u uvjetima kratkoga dana i u biljkama
inkubiranim u tami. U biljkama uzgajanim na kontrolnoj podlozi bez citokinina niti nakon dva

tjedna inkubacije nisam uocila pojavu skrobnih zrnaca.

Hannapel (1991) je u jednakim uvjetima uocio nakupljanje skroba drugi dan nakon

nasadivanja, a prvi se vidljivi znak morfoloskih promjena pojavio Cetvrti dan.

Berljak i Pevalek-Kozlina (1994) izvjeStavaju da se u pupovima krumpira uzgajanog na
MS podlozi za tuberizaciju u uvjetima dugoga dana i pri 26 °C skrob poc¢eo nakupljati 8. dan,
a u kulturama inkubiranim u tami 12. dan u kulturama, dok na kontrolnoj podlozi niti nakon
dva tjedna nije bilo skrobnih zrnaca. U usporedbi s rezultatima mojih pokusa to ukazuje da
uvjeti kratkoga dana djeluju stimuliraju¢e na tuberizaciju. Suprotno tome Hussey i Stacy
(1984) isticu da je u njihovim pokusima 8-satno osvjetljenje stimuliralo vegetativni rast, a

uvjeti 16-satnog ili 24-satnog osvjetljenja djelovali povoljno na tuberizaciju.

Brojni znanstvenici istrazivali su ucinak koncentracije saharoze na poticanje razvoja
mikrogomolja krumpira. Tako su Wang i Hu (1982), Hussey i Stacey (1984), Abbott i
Belcher (1986) te Garner i Blake (1989), koristili su istu visoku koncentraciju saharoze u

podlozi (8%) koja se pokazala povoljnom za stvaranje mikrogomolja.
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El-Sawy i sur. (2007) su svojim istrazivanjima potvrdili da je saharoza vazan ¢imbenik u
poticanju procesa mikrotuberizacije. U svojim su pokusima u podlogu dodavali ¢ak 12%
saharoze. Kada su podlozi uz tako visoku koncentraciju saharoze dodali 4 mg/L Kinetina

razvijali su se najve¢i mikrogomolji.

Rezultati provedenih istrazivanja potvrdili su da duljina dana i sastav hranidbene
podloge, posebice koncentracija saharoze i dodatak citokinina imaju vaznu ulogu u procesu

zametanja i razvitka mikrogomolja krumpira.
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6. ZAKLJUCAK
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Izdanke krumpira sa 7-8 nodija (Solanum tuberosum L. cv. Bintje) uzgajala sam na
podlozi za tuberizaciju (MS s dodatkom 8% saharoze, 0,8 % agara i 22uM BA) te na
kontrolnom mediju koji nije sadrzavao citokinin u uvjetima kratkog dana (12 sati svjetlosti /

12 sati tame) 1 u tami pri temperaturi 20°C.

Na temelju rezultata istrazivanja povezanosti odlaganja $kroba u stanicama boc¢nih

pupova izdanaka krumpira i razvitka mikrogomolja iz tih pupova mogu zakljuciti sljedece:

e U pupovima izdanaka krumpira uzgajanih na podlozi za tuberizaciju pri temperaturi 20°C
Skrob se u bo¢nim pupovima poc¢eo nakupljati 3. dan nakon nasadivanja i u izdancima
uzgajanim u uvjetima kratkog dana i u izdancima uzgajanim u tami.

e Prvi vidljivi znak razvitka mikrogomolja uocila sam 7. dan nakon nasadivanja i U
izdancima uzgajanim u uvjetima kratkog dana i u izdancima uzgajanim u tami.

e Nakon ¢etiri mjeseca kultiviranja razvijeni mikrogomolji bili su i morfoloski i anatomski
slicni normalnim gomoljima krumpira.

e Na kontrolnom mediju koji nije sadrzavao citokinin niti nakon 14 dana kultiviranja u
uvjetima kratkog dana i tame nisam uocila nakupljanje skroba u bo¢nim pupovima kao ni

povecéanje pupova koje prethodi razvitku mikrogomolja.
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