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Kultura animalnih i biljnih stanica

Prof.dr.sc. Natasa Bauer
nbauer@biol.pmf.hr

* Predavanja utorkom 16-18 h (6 termina)

* Praktikum u kondenziranom obliku
* P1:4 sata
* P2: 4 sati
* P3:4 sata

Pohadanje predavanja i praktikuma je obavezno.

Polaganje ispita:
Kolokvij iz biljnog dijela biti ¢e pocetkom svibnja, a nakon zadnje vjezbe (prema dogovoru).

Studentima koji izadu na kolokvij ocjena postignuta (1-5) se racuna za biljni dio na ispitnom roku
koji se prvi puta prijavljuje, pa na tom roku student piSe samo animalni dio kolegija.

Na svim ostalim rokovima pisu se 2 testa — biljni i animalni dio, a zavrSna ocjena je srednja
vrijednost postignutih ocjena.

Ukoliko profesorice procjene, student moZe usmeno odgovarati za visu ocjenu.
Na usmenom student odgovara dio koji je na pismenom loSije ocijenjen.
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* Trevor Thorpe, History of Plant
Tissue Culture, PDF dostupan na
Intranetu

* Momoko lkeuchi, Yoichi Ogawa,
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Plant regeneration: cellular
origins and molecular
mechanisms.
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* Kultura biljnog tkiva je asepti¢na kultura stanica,
tkiva, organa i njihovih dijelova, uzgajana u
definiranim fizikalno-kemijskim uvjetima in vitro.

(in vitro=u staklu)

Teorijsku osnovu za kulturu biljnog
tkiva dao je Gottlieb Haberlandtu jos
1902.g. predlaZzudi uzgoj pojedinacnih
stanica u kulturi.
Predvidio je da se iz vegetativnih
" stanica mogu uspjesno uzgojiti

Gottlieb Haberlandt ,umjetni” embriji. Time je jasno

1854-1945 postavio koncept totipotentnosti.

Haberlandtova teorija totipotentnosti potvrdena je
1965.g. kada su Vasil i Hildebrandt regenerirali biljku
duhana iz jedne izolirane stanice
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1922 g. prvi uspjesan uzgoj biljnog tkiva: Kotte je kultivirao vrsak korijena graska, a
Robbins vriak korijena kukuruza

1929 g. Laibach je uveo metodu spasavanja embrija nastalih meduvrsnim krizanjem i
postavio osnovu za prvu komercijalizaciju kulture biljnog tkiva

1934 g. White je postavio i odrzavao prvu uspjesnu kulturu korijena rajcice

1934 g. Gautheret je postavio i odrzavao prvu uspjesnu kulturu kalusa mrkve

1954 g. Muir je izolirao jednu biljnu stanicu i postavio kulturu biljnih stanica iz nje

* Murashige and Skoog (MS) su nakod dugog istraZivanja
predlozili sastav medija koji ée, osim cjelovitih biljaka i vecih
biljnih eksplantata (nodalni segmenti, listovi) osiguravati i
podupirati rast pojedinacnih stanica i malih nediferenciranih
eksplantata.

* Ipak, za pojedinu vrstu/genotip/tip eksplantata medij za
uzgoj i regeneraciju je potrebno standardizirati metodom
pokusaja i pogreske!

Murashige & Skoog

Primjena kulture biljnog tkiva

cax1-1:
Col-0 caxf-1 CAX1 sos2-1 sos3-1

Kultura tkiva je osnovni alat u biljnoj biologiji i
ima razlicita podrucja primjene

(1) Proucavanje fiziologije i metabolizma
pojedinacnih stanica

(2) Modifikacija i poboljsanje svojstava biljaka

(3) Regeneracija biljaka bez patogena 12 M8
v +100mMNaCl
(4) Cuvanje/skladistenje germplazme

(vrste/genotipa) kroz dulje vrijeme

(5) Klonsko razmnoZavanje biljaka u kratkom

vremenu i tijekom cijele godine
. . L . ISTRAZIVANJE FUNKCIJE GENA
(6) Proizvodnja korisnih metabolita Mutacije u ovim genima

uzrokuju pojacanu osjetljivost
biljke na slanost
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Temeljne karakteristike biljnih stanica
vazne za kulturu in vitro

* Totipotentnost — inherentni kapacitet i potencijal biljne stanice za
regeneraciju cijele biljke

 Tijekom rasta i razvoja stanice se diferenciraju, no mnoge biljne
stanice nisu terminalno diferencirane i mogu se rediferencirati!

* Zahvaljujuéi tom svojstvu, tkivo i/ili kompletna biljka se moze
regenerirati iz samo jedne ili nekoliko stanica kotiledona, hipokotila,
lista, korijena, plodnice, antera...

* Dediferencijacija — kapacitet i sposobnost diferenciranih biljnih stanica da
se vrate u osnovno stanje i da se poc¢nu dijeliti. U pogodnim uvjetima
stanice se mogu rediferencirati i stvoriti novi razvojni oblik (npr. razvoj

MITOZA

korijenja na eksplantatu lista) .
¢ Kompetentnost — endogeni potencijal stanice ili tkiva da se razvije na e
to¢no odredeni nacin.
* Kad se iz meristema pocne razvijati korijen ili izdanak, obrazac ‘ .
razvoja je fiksiran

SFAZA

¢ Plasticnost - sposobnost adaptacije biljke na razli¢ite uvjete okolisa,
promjenama metabolic¢ke aktivnosti, rasta i razvoja

TOTIPOTENTNOST DEDIFERENCIJACIA KOMPETENTNOST

b

Razvoj somatskih embrija iz
lisne plojke Kalanchoé

Indukcija kalusa Indukcija izdanka iz
na kotiledonu bocnog pupa
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PLASTICNOST

Sposobnost biljaka da obrazac rasta
prilagode okolisnim uvjetima

Zivotni ciklus biljaka

* Klijanje
* Klijanac
* Vegetativni rast
* Vegetativni organi
* Germinativni rast
* Germinativni organi

* Proizvodnja sjemena

* Starenjeismrt
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Tkiva biljaka

TVORNO TKIVO ILI MERISTEM iz kojeg se diferenciraju trajna, specijalizirana tkiva

* Zahvaljujuéi meristemu, biljka neprekidno raste u duljinu (primarni meristem), i/ili u Sirinu
(sekundarni meristem).

Trajna tkiva nastaju diferenciranjem stanica meristema ¢ime gube sposobnost stanic¢nih dioba.

* Provodna tkiva: KSILEM (provodi vodu i mineralne tvari) i FLOEM (provodi asimilate kroz biljku)

Pokrovno tkivo (epiderma i rizoderma),

OSNOVNO TKIVO ILI PARENHIM ¢ini vecinu unutrasnjosti biljnog organizma, stanice mogu ponovno
pokrenuti meristematsku aktivnost ili mogu diferencirati u potporno tkivo

Zljezdano tkivo

* Potporno tkivo: KOLENHIM (stanice s debelim primarnim stjenkama koje mogu ponovno pokrenuti
meristematsku aktivnost i poceti se dijeliti) i SKLERENHIM (Cvrste stjenke, mrtve stanice).

Arabidopsis thaliana

Vegetativni organi

Korijen ucvrscuje biljku za podlogu,
opskrbljuje vodom i mineralima.
Stabljika nosi biljne organe poput
listova i cvjetova, sadrzi provodne Zile
koji osiguravaju protok tvari kroz
citavo tijelo biljke.

List je organ u kojem se odvija
fotosinteza i transpiracija.

maturing \
silique "/ ” % 5 mm

Cvijet sadrzi reproduktivne organe
Prasnici — u peludnici mejozom nastaju
mikrospore

Tucak — u sjemenim zamecima
mejozom nastaju megaspore

Nakon oplodnje se dijelovi cvijeta
razvijaju u plod sa sjemenkama
Sjemenke predstavljaju novu
generaciju potomaka.




3/3/2026

Sto je glavni pokreta¢ biljnog rasta i razvoja?

Sto je glavni pokretac biljnog rasta i razvoja?

FITOHORMONI

Fitohormoni reguliraju:

* stani¢ne aktivnosti - diobu, produljenje (rast) stanice i diferencijaciju,
* formiranje tijela biljke,

* organogenezu,

* reprodukciju,

* odredivanje spola,

* odgovore na abioticki i bioticki stres.

https://academic.oup.com/plcell/pages/hormones
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Citokinini

%H
NN
| »
kN/ N

Giberelini 0 0% OH

Abscizinska kiselina
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Sinteza, transport, percepcija, transdukcija signala i
ucCinak hormona

Sinteza aktivnog Molekularni,
hormona fizioloSki i
morfoloski
ucéinci

E / nermons

-

H Signalna Molekularni,
Vezanje /V transdukcija fiziolosKki i
hormona na morfoloski
receptor v ucinci
hormona

Hormoni u stanici/organu/tkivu/biljci mogu djelovati istovremeno pa je za konacne
biokemijske/fizioloSke/morfoloske ucinke vazno medudjelovanje hormona
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Sinteza, transport, percepcija, transdukcija signala i
ucinak hormona

Konjugacija H '
H De-konjugacija
Sinteza _% .
Nastanak aktivnog Razoracnia
hormona
gl
ransport proteina
o, G
Defosforilacijap
H proteina
Vezanje
hormona za
receptor transdukcija

Fosforilacija /

P —

-

Nizvodni ucinci

Transkripcija

Nizvodni uéinci

Ne-genomski ucinci
(npr. regulacija
ionskih kanala)

“ i

Auksini (gr¢. auexin-rast)

* Prirodne i sintetske molekule koje stimuliraju elongaciju stanica koleoptile i
stabljike, potiCu stvaranje korijena, koce rast korijena u duzinu (osim u vrlo niskim
koncentracijama), poti€u stvaranje bo¢nog korijenja

* Poticu dormanciju bocnih pupova (sprecava grananje izdanka)

* Induciraju stani¢ne diobe i diferencijaciju provodnih tkiva

PRIRODNI AUKSINI

CH, — COOH
I

N N

Cl

f . CH, — COOH CHy — COOH : _CH,— CHy —CHp— COOH
: N
H

| Phenylacetic acid (PAA)

H H
Indole-3-acetic acid 4-Chloroindole-3-acetic acid
(1AA) (4-CI-IAA)

NEZRELE SJEMENKE
e GRASKA | GRAHA
Najvazniji
prirodni auksin

DUHAN
GRASAK
JECAM
KUKURUZ
RAJCICA,
SUNCOKRET

Indol 3 -maslacna kiselina (IBA)

OSOBITO PRISUTNA
U KORIJENU
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Razli¢ita tkiva imaju razliCitu osjetljivost na auksin

Aktivni u malim koncentracijama: 10 do 10'1° M

z +
o
-
P ® Koncentracije auksina koje
u ):5\ poti¢u izduZivanje stabljike
5 47 djeluju inhibicijski na korijenje
0 ()
<0
2 % <S>O<> \
E AN
@ )
I
Zz
9 18" 18 18 18 10 10 0 10 W 10 MOLAL
AUXIN CONCENTRATION
Thimann, K.V. (1938). Hormones and the analysis of growth. Plant Physiol. 13: 437-449.
i
Sinteza auksina u biljkama @

Sinteza auksina kontrolirana je okoliSnim i
razvojnim faktorima koji utjecu na regulaciju
ekspresije gena vaznih za biosintezu IAA i IBA

F ooaback inhdihon

Glavna mjesta sinteze auksina u biljci:

* Vrsni i bocni meristemi

Embriji

Mladi listovi
* Plodovi

e Polen

Trp-dependent pathway
Trp-independent pathway

10


http://www.plantphysiol.org/cgi/reprint/13/3/437
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7\ =
Qj/\\g IAA-Glc

UGT84B1/UGT74D1

H iy

IBA synthase Indole-3-acetic acid w \ MelAA
R (1a4) - 5 IAMT1
GH3
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Amide-linked IAA Oxifﬁ. Ester-l.i'\kec IAA
L7 Usrum‘,.-' '-.._‘ gas®®
o 4
\ 7 "™ amide-linked oxiaa  YCT74Phyan Gic

1BA-Glc
* IAA stavara amidne konjugate (s aminokiselinama i proteinima), te estera sa
Secerima, Secernim alkoholima glukanima i glikoproteinima

* Konjugati IAA i IBA su priCuvni auksini koji hidrolizom mogu dati slobodni
aktivni hormon ili se razgraduju ¢ime se smanjuje razina dostupnog auksina

* IAA se razgraduje peroksidazama do 3-metilen-oks-indola i/ili oksidacijom
do oksindol-3-octene kiseline (oxIAA).

TRANSPORT AUKSINA

* Konjugatii slobodna IAA se transportiraju
bazipetalno floemom iz izdanka u korijen i
akropetalno centralnim cilindrom prema
vrhu korijena.

Cell wall pH 5.5

Shoot basipetal
auxin transport

Cytoplasm pH 7

IAA- * Zatransport je osobito vazan polarni
transport slobodne |IAA
e wangpont | | r@L wl * Prijenos auksina izvan stanice kontroliraju tri
. b TR obitelji transportnih proteina (PIN, ABCB i
W \ Vi AUX1/LAX). PIN proteini osobito kontroliraju
W . IV — o usmjerenost kretanja auksina i asimetri¢na
e ” . raspodjela transportera je zasluzna za
IAA- + H+ polarni transport auksina.
W‘”l W‘ v. Najveca koncentracija auksina u biljci je u
PIN

vriku korijena (maksimum u stanicama
tihog centra)

Redrawn from Robert, H.S., and Friml, J. (2009) Auxin and other signals on the move in plants. Nat. Chem. Biol. 5: 325-332.
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http://www.nature.com/nchembio/journal/v5/n5/abs/nchembio.170.html
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ACCELERATION

INHIBITION

» Razlicita tkiva imaju razli¢itu osjetljivost na auksin i dodatak istog hormona
uzrokuje drugacije efekte, ovisne o tipu stanica/tkiva koje tretiramo

+
P1
Sx
6\,9 11
‘S\
0 AN
0. \& \
0,\%%
Y ’ A
T @ @ e |.t'>7 |.B' ;'o’ |:o‘ |io’ 0 ;'o' MOLAL
AUXIN CONCENTRATION  Polarnim transportom (strelice) auksin

se nakuplja u stanicama epiderme iz
kojih ¢e inicirati razvoj lista

Vezanje auksina na hormonski receptor (TIR) uzrokuje degradaciju
u stanici prisutnih regulatornih proteina (Aux/IAA), te transkripciju
gena (de-novo sintezu novih proteina)

* Visoka koncentracija auksina

L
1AA
m @@ inducira proteoliticku degradaciju
IAA | - | Aux/IAA proteina i omogucava

= ARF: Aux/IAA complex . .. ...
ARF transcription repressed Aukininducible gena aktivaciju transkripcije
A Low auxin
* Auksin moZe inducirati stanice
Degradation R . . . .
E — pericikla na stvaranje adventivnog
ili bo¢nog korijenja, nou

@@ |:' stanicama koleoptile potice
ARF: ARF dimer produzni rast.

ARF i o stered * U ove razli¢ite procese su ukljuceni
ioh uxin
YN/ NS razli¢iti signalni proteini (ARF)
Auksin dlfe-rve?rTcua!no z.astupljern u
razli¢itim tipovima stanica.

Aux/IAA genes: 29 from Arabidopsis, 55 from Brassica rapa, 119 from Brassica napus,26 from Citrus, 26 from Eucalyptus
grandis, 26 from Solanum lycopersicum, 26 from Solanum tuberosum, 26 from Vitis vinifera, and 35 from Populus trichocarpa

12
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» Hormonii hormonski receptori: vezanje hormona na hormonski
receptor moze uzrokovati degradaciju u stanici prisutnih regulatornih
proteina, te transkripciju gena (de-novo sintezu novih proteina)

SO
@

% L3 -] [
1
1

\ :PELLAJ 5
Fitohormoni (crveno) se veZu m

na receptore (zeleno) i
aktiviraju proteoliticku
degradaciju represora (zuto),
¢ime se oslobada aktivator
transkripcije (plavo)

G G N

Auksini Giberelini Jasmonati

Reprinted by permission from Macmillan Publishers, Ltd: NATURE Wolters, H.. and Jiirgens, G. (2009). Survival of the flexible:
Loomonal crowth ol an ioninplant R Cenet 10- 305217 Copvrioht 2000
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http://www.nature.com/nrg/journal/v10/n5/full/nrg2558.html
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Citokinini = spojevi koji poticu diobe stanica (citokinezu)

A~
HN Kinetin je prvi koristeni citokinin u

0
N N kulturi biljnog tkiva (1950-tih), a
g | N\> nastaje autoklaviranjem ekstrakta DNA
N
H
Kinetin
Citokinini = spojevi koji poticu diobe stanica (citokinezu)
‘ | Isvl;:::n_oid OH
HN ]:Oj Kinetin je prvi koristeni citokinin u /\)\/OH ,\,)\ /\/Q ,\)\/on
N N\ kulturi biljnog tkiva (1950-tih), a H H HN H
| nastaje autoklaviranjem ekstrakta DNA e ka/[N Nﬁ“ NﬁN
TN R Y Y
L}N ﬁ L*N ﬁ% L§N H> L§N E> L§N u>
Kinetin trans-Zeatin (tZ) NE-(A%.Isopentenyl) adenine (iP) cis-Zeatin (cZ) Dihydrozeatin (DZ)
. . . . « e . . . Aromatic
Svi prirodni citokinini su derivati N6 okl HO OH

supstituiranog adenina HN/\Q HN/@ HN/\@

(1) SLOBODNE BAZE I\L/ ] N\> N( | N\> Nk/ I ~\>
= N S N = N
(2) VEZANI CITOKININI H H H

Ribozidi, ribotidi, glikozidi (glukoza vezana na N7ili

N? purinskog prstena ili na atom kisika u bo¢nom HiCO

lancu zeatina) v o

(3) MODIFICIRANE BAZE ODREDENIH MOLEKULA NF S NE SN
tRNA (nakon hidrolize neke od tih baza djeluju kao RN N RN | H>

citokinini)

Benzyladenine (BA) ortho-Topolin (oT) maeta-Topolin (mT)

OCH;

14
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Biosinteza citokinina

N

Isopentenyl
NZ N adenine 1‘ibotj1e—@
N
N I ~ “cH
N N CH,OPP | N—C 3
H + ipt H,
—_—

o]
o | Isopentenyl NF N
'@ ", ~OPPP PP transferase k | \>
SN

* Floem izdanka i korijena

* Nezrele sjemenke
[0}

* Primordiji boCnog

korijenja o

Adenosine triphosphate

* Sintezu u korijenu
induciraju nitrati

NE
Sl

trans-Zeatin

Razgradnja citokinina

¢ Enzimska razgradnja pomocu citokinin oksidaza (CKX) ima klju¢nu ulogu u regulaciji citokininske
aktivnosti. CKX pretvara zeatin, zeatin-ribozid i izopentenil-adenin u adenin ili njegove derivate

* Ne djeluje na sintetske citokinine (kinetin i 6-benzilaminopurin: BAP)!

HQA&'\ Mz
Z~__N
Ay — N:\l[? RPN
N X, N NTOH
L - N

iP Adenine

3-Methyl-2-butenal

FIGURE 17.34 CK
ring. T

the adenine

Transport citokinina
¢ Vedina citokinina se u biljnim tkivima brzo pretvara u nukleozide, nukleotide i glikozide — imaju
znacajno smanjenu hormonsku aktivnost i vazan su rezervni i transportni oblik jer ih ne cijepa CKX

¢ |z korijena u izdanak transportiraju se ksilemom (u obliku ribozida), a iz izdanka u korijen floemom u
formi nukleotida, a na mjestu djelovanja prelaze u nukleozid ili glikozilirane forme

15
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AtCKX1

ACKX1

* Pojacana ekspresija CKX dovodi do smanjene
razine citokinina u biljci i uzrokuje zastoju
razvoju izdanka zbog reduciranih stanic¢nih
dioba, no djeluje na bolji rast korijena i
pojacane diobe stanica u meristemu korijena

primordia. Bar represents 10

AtCKX1

ArCKX1

* Pojacana ekspresija CKX dovodi do smanjene
razine citokinina u biljci i uzrokuje zastoju
razvoju izdanka zbog reduciranih stani¢nih
dioba, no djeluje na bolji rast korijena i
pojacane diobe stanica u meristemu korijena

Elevated CK

* Biljke duhana s povisenom razinom citokinina su
otpornije na susu

16
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Receptori za citokinine vezani za membranu

Q /\ CHASE
domain Extracytosolic

Vezanje citokinina za receptor

ER or plasma membrane
uzrokuje autofosforilaciju 040 ) eBl
. (oXo)
membranskog receptora (histidin O
kinaze HK), signal se dalje prenosi na )l—:PHPs
autenti¢ne histidin fosfotransferaze ®O ; [no]
. . . . .. Nucl bi
(AHPs) koje u jezgri fosforilacijom — = I
aktiviraju regulatore tipa B receptor (%
koji zatim aktivira sintezu receptora

tipa A (takoder fosforiliranog s AHP) ~ / \
[aos]— *‘,, o & [
AN\ Y2\

https://journals.biologists.com/dev/article/145/4/dev149344/48589/Cytokinin-signaling-in-plant-development

Drugi hormoni takoder djeluju preko receptora vezanih za membranu

oy,
r,
r

es a5

D
:e ! ®/
4 oi \ e _—

/I\\

Vezanje hormona na receptor potiCe nizvodno, unutarstanic¢no signaliziranje

17
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Vezanje hormona na topive receptore olaksava
proteinske interakcije

Fitohormoni djeluju kao molekularno ljepilo

con

JA-lle

Vise nacina djelovanja istog hormona

No ABA Presence of ABA
i j ABA
Plastid Plastid : No ABA T
chin B—= o
—= Pl — S

— PYR/PYL/ /ABF["
'!_-'l-! 'E_I-.

RCAR \_AREB \ MG
S ABA

, . e .. ) : PYR/PYL/ v
#* b #* hN PN

il N K S, | RCAR /ABF/ ™\
2 — (WY it \ PP2C | ( ares @
/ ABF | \ / 3 \ GRE=
! ] ' ABF | i PP2C | o—
1 1 o/ ] .
| Lol ' “ ~a o | ‘ | Gene expression
! ! ABRE inducible ' =

p! * \ P
Nuclous * >~ ___- LS Nucleus e ___- i No ABA response ABA response

Proteini WKRY su represori ABF transkripcijskih faktora. Hormon ABA uzrokuje vezanje WKRY represora, te vezanje i inhibiciju
protein fosfataze 2C, Sto omogucava fosforilaciju SnRK2 i ABF te aktivaciju transkripcije gena

18
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Medudjelovanje hormona

poa—

AN

G| G @
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Response

Medudjelovanje (crosstalk) hormona moze biti
pozitivno (aditivno, sinergisticko) ili negativno

Medudjelovanje hormona:
hormoni mogu djelovati na
sintezu, transport i signalne
putove drugog hormona.

Intact plant

PIN: on

CKX: on
IPT: off

|

IAA

l

Intact

LI

@/—' /y_' A

Medudjelovanje hormona

After decapitation Axillary bud outgrowth

PIN: off

CKX: off e CKX: on
IPT: on IPT: off
PIN: on

Days after decapitation

1 2

3
_’“

PIN: on

KONTROLA APIKALNE DOMINACIJE |
RAZVOIJ IZDANAKA 1Z BOCNIH PUPOVA

» U intaktnoj biljci auksini iz apikalnog
meristema induciraju PIN proteine
(transport auksina) i CKX (degradacija
citokinina;, a inhibiraju IPT (sinteza
citokinina) ¢ime smanjuju razinu
citokinina i sprecavaju razvoj izdanka iz
bocnog pupa.

* Nakon odstranjivanja vrSnog meristema
smanijuje se koli¢ina auksina $to dovodi
do represije CKX i aktivacije IPT, te se
povecava razina citokinina koji potom
Induciraju razvoj izdanka iz bo¢nog
meristema

* Vr$ni meristem bocnog izdanka pocinje
sintetizirati auksin koji djeluje
inhibitorno na razvoj sekundarnih
bocnih izdanaka....
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Giberelini

* Tetracikli¢ki diterpeni, karakterizirano oko 130 spojeva no samo nekoliko
ima hormonsko djelovanje

* Sinteza iz gliceraldehid trifosfata u mladim tkivima izdanka.
* Transport ksilemom i floemom
* Poti¢u germinaciju (nekih) sjemenki

* GA3 uzrokuje hiperelongaciju stabljike stimulirajuci diobe i produzni
rast stanica

Absuzmska kiselina ABA

Sintetizirana se iz gliceraldehid-3-fosfata preko izopentenil difosfata i
karotenoida u korijenu i zrelom liséu.

*  Prenosise ksilemom, a iz lis¢a i floemom.

* PoviSene koncentracije uzrokuju zatvaranje puci

* Inhibira rast izdanka, ali moZe potaknuti rast korijena

* Odrzava dormanciju sjemenki sprecavajuéi preuranjeno klijanje

Etllen

Plin koji se u vecini tkiva sintetizira kao odgovor na stres, te tijekom
dozrijevanja plodova i starenja

* Difuzijom prelazi u okolne stanice

* Uzrokuje produljenje hipokotila, inducira razvoj adventivnog korijenja,
dozrijevanje plodova, odbacivanje listova i plodova, otvaranje cvjetova

* Kao alternativa u kulturi se koristi ACC (1-aminociklopropan-1-karboksilna
kiselina), koja je neposredni prekursor u biosintezi etilena

Abscisic acid
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Biljni regulatori rasta

Hormoni - organske supstance koja se sintetiziraju u biljci
te ¢e u niskim koncentracijama potaknuti, inhibirati ili
na bilo koji nacin kvantitativno promijeniti rast, obi¢no
na mjestu koje nije mjesto sinteze.

Pojam regulator rasta podrazumijeva hormone i
sintetske komponente koje djeluju poput ili slicho
prirodnim hormonima

Aktivnost hormona/regulatora rasta nije uvijek ista:
* Ista kemikalija moZe prouzrociti drugaciji odgovor na razli¢itim biljkama.
* Pojedini dijelovi iste biljke razli¢ito reagiraju na istu kemikaliju.

Uc¢inak citokinina na indukciju
izdanaka na eksplantatu lista

Ucinak auksina na rast korijena
na eksplantatu stabljike i lista

Drugaciji odgovor razlicitih biljaka Odgovor ovisi o starosti i poloZaju eksplantata
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Medudjelovanje hormona u kulturi biljnog tkiva

Za pojedinu vrstu/genotip/tip eksplantata medij za uzgoj i regeneraciju
je potrebno standardizirati metodom pokusaja i pogreske

HRANJIVA PODLOGA ZA RAST BILUNOG
TKIVA/STANICA IN VITRO

lzvor H,0 (redestilirana ili deionizirana)
Izvor mineralnih soli

lzvor organskih tvari

Izvor vitamina

YV V V VY

lzvor regulatora rasta
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Makroelementi

Dusik (N) — kriti¢an za sintezu proteina
* nitratniion (NO;™ oksidiran) ili amonij ion (NH,* reduciran) ili organski
* 25-60 mM; KNO3, NHANO3, Ca(NO3)2 itd.

Kalij (K) — glavni stanic¢ni ion, odgovoran za stani¢ni vodni status
- 20-30 mM; KCl ili K2HPO4
Fosfor (P) — vazan za aktivaciju enzima i sintezu DNA i RNA
- 1-3 mM; K2HPO4 ili KH2PO4, ili Na soli
Kalcij (Ca) —vazan za strukturu st. stjenke i aktivnost enzima
- 1-3 mM; CaCl2 ili Ca(NO3)2
Magnezij (Mg) - sastavni dio klorofila i kofaktor enzima
- 1-3 mM; MgS04
Sumpor (S) — vazna komponenta proteina
- 1-3 mM; u obliku sulfata SO4

Mikroelementi

Fe 1 uM - vazan za fotosintezu i respiraciju

Mn 5-30 uM —vazan za membranske strukture kloroplasta i
aktivnost enzima

Zn - vaZan za stvaranje klorofila i kofaktor enzima

B —vazan za transport Secera

Cu 0.1 uM —vazan za sintezu klorofila i respiraciju

Mo 1 uM — uklju€en u konverziju nitrata u amonijeve ione
Co 0.1 uM — neophodan za fiksaciju duSika

|

Ni

Al

Si
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Organski dodaci
Q Secer
- Saharoza - glavni transportni oblik Secera u biljaka, prilikom
autoklaviranja se raspada na glukozu i fruktozu

- Glukoza, fruktoza, maltoza...
- Koristi se od 20 do 40 g/L medija
O Vitamini

- Tiamin (vitamin B1) — jedini nuZan, koenzim, vaZan za sintezu
nekih aminokiselina i za Krebsov ciklus

- Nikotinska kiselina (niacin), B3 — vazna u fotosintezi

- Piridoksin (B6) — stimulira rast

- Askorbinska kiselina - antioksidans

Ostali organski dodaci

Q Secerni alkoholi, npr. inozitol, manitol...

INOZITOL - klju¢na komponenta hranjive podloge

- ima ulogu u rastu i razvoju biljaka, uklju€ujuéi biosintezu stani¢ne stijenke,
odgovor na stres, skladistenje fosfata, osmotoleranciju, medustani¢nu
komunikaciju te skladistenje i transport regulatora rasta i hormona.

- zaStitna uloga od solnog stresa (Stiti od ROS, regulira razinu vode)

- spremiste fosfata (veze 6 fosfata)

- vazan za medustani¢nu komunikaciju

- veze auksine i tako ih inaktivira, te stvara brzo dostupnu pri¢uvu auksina koji
nakon hidrolize inozitola postaju aktivni

VISE O INOZITOLU: https://www.plantcelitechnol ogy. inositol-what-is-it-and-how-t
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Ostali organski dodaci

U Ostali vitamini
Biotin (vitamin H),
Ca pantotenat,
cianokobalamin (vitamin B12),
folna kiselina,
riboflavin (vitamin B2),
tokoferol (vitamin E)

U Aminokiseline, ¢esto se dodaju Gly i GIn
U Prirodni dodaci:
- Kokosovo mlijeko

- Voc¢ni ekstrakti
- Hidrolizat proteina, npr. kazein hidrolizat

Aktivni ugljen

* ireverzibilno apsorbira razlicite
spojeve koji remete rast

-

-

~

Rast biljc¢ica sekvoje bolji je na
podlozi s aktivnim ugljenom jer
on veZe tanine i druge
metabolite koji djeluju
inhibitorski

J
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