18.3.2025.

KBT3 mb 2025

Nickell, 1965 — prva
kontinuirana suspenzija,
Phaseolus vulgaris
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Kalus i suspenzija ukrasne koprive Coleus blumei
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Stani€na suspenzija — kultura homogenih
pojedinacnih stanica i manjih stanicnih
nakupina koje rastu u tekucoj podlozi

Q U tekucoj hranjivoj podlozi izmjena hranjivih
tvari je bolja nego na krutoj pa stanice i tkivo bolje
i brze raste.

U Zbog brzog rasta stani¢ne suspenzije su
pogodne kada je potrebna veca koliina biljne
mase —biotehnologija.

U Postavlja se kad je potrebno uspostaviti
stani¢nu liniju

O Stanice u suspenziji se mogu sinkronizirati pa
je stani€na suspenzija pogodna za proucavanje
regulacije stani¢nog ciklusa

O Stani¢na suspenzija je pogodna za
proucavanje i manipulaciju, te proizvodnju
sekundarnih metabolita u komercijalne svrhe.

Rough
endoplasmic
reticulum

Karakteristike biljnih stanica ™
* Velike su (10-100 pM)

« Stvaraju agregate

* Osjetljive na mehanictka oStecenja
 Sporo rastuce (st. ciklus prosje¢no 24 h)
» Lako se kontaminiraju

endoplasmic
reticulum

* Ne toleriraju anaerobne uvjete

* Mogu rasti do visoke staniCne gustoce
(>300g/I svjeze tvari).

* Mogu stvarati vrlo viskozne otopine

Golgi apparatus
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O Eksplantat za postavljanje staniCne suspenzije su naj¢esce rastresitna kalusna
tkiva (2-3 g) prenesena u teku¢u podlogu (20-100 mL).

O Pojedinacne stanice i manje nakupine odvajaju se treSnjom, a stani¢ne diobe
osiguravaju prozracivanjem.

O Nakon prve pasaze (a po potrebi

i u nekoliko pasaza), ve¢e nakupine
tkiva uklanjaju se filtriranjem, a Lﬁj\
Stani¢na suspenzija subkultivira procjedivanie (300

u svjezu podlogu. @ —_ - t0 500 um)

1. pasaza 2. pasaza

* Na krutu hranjivu podlogu nasade se
pojedinacne stanice -obicno se koristi
uzgoj na dadilji ili u krutom mediju

Eksplantat
Porozna membrana

| | Medij

* Nakon dioba razvijaju se protokalusi
(stani¢ni klonovi)

» Rast pojedinog klona prati se invertnim
mikroskopom
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O Cesto se dodaje 2,4-D koji spre¢ava diferencijaciju stanica te
omeksSava stanicnu stjenku i olakSava odvajanje stanica, no on
uzrokuje dediferencijaciju te moze uzrokovati prestanak sinteze
sekundarnih metabolita .

O 1AA i NAA pogoduju odvajanju stanica od st. nakupina i pogodniji §
su ukoliko postavljamo proizvodnu suspenziju. e

O Malo citokinina pogoduje indukciji stani¢nih dioba i podrzava
proizvodnju sekundarnih metabolita.

O Osobito vazna kontrola pH.

O Za dobivanje fine suspenzije moze pomoci enzimatska digestija
s pektinazom.

O Stanice u suspenziji se mogu sinkronizirati

QVise uzastopnih Sok tretmana na 4°C
Ulzgladnjivanje — uskracivanje nitrata i/ili fosfata u mediju

UNakon dodatka kompletnih hranjiva ili uspostave povoljnih uvjeta sve
stanice istovremeno krecu u staniéni ciklus

0 Nuzno mijeSanje.

U Idealna stani¢ne suspenzije — morfoloska i biokemijska homogenost stanica (NE POSTOII !)

U STANICE U SUSPENZIJI SE MOGU SINHRONIZIRATI - vecina stanica je istovremeno u istoj
fazi stani¢nog ciklusa: ODLICAN MODEL ZA PROUCAVANJE STANICNOG CIKLUSA
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Postavljanje staniCne suspenzije - protokol

Select plant organ/tissues —

+

Rinse and sterilize the explants

v

Cut and place the explants
on a solid medium

v 2-6 wk

Callus cultures

v

Chop/cut the callus and put
in a liquid medium

v 1-2 wk -

Cell suspension culture

—» 15 min

Separate fine cells from aggregates by

Cell suspension culture

Separate fine cells from aggregates by

|
v v v

Filtering Decantation/ Addition of
(15 min) pipetting (5 min) pectinase (2 min)
v 5 d-2 wk
Fine cell
suspension
culture

Subculture at regular time interval by




18.3.2025.

Odredivanje krivulje rasta

Prepare a batch of plant cell suspension culture
(preferably by weighing, 30—60 min)

v

Measure growth every 1-2 d
in a time course 2—4 wk by

v v
7 : Loss of Cell volume after
| Frastivaigt | | Dryanegt | weight sedimentation
|15min |15min [2 min [ 10 min
Produce a
. growth curve
Unit of growth A = Lag phase
parameter ‘ o
; i B = Logarithmic/
i } exponential phase
i B i
A | 3 C = Stationary phase
[ ‘ > Time (d) N Dy T
0 . mL cells / mL medium

Krivulja rasta staniCne suspenzije

Q Za svaki tip stani¢ne suspenzije postoji MINIMALNI POCETNI INOKULUM
— pocetna gustoca stanica mora biti ve¢a od kriticne (najmanja koja ¢e omoguciti

rast kulture)

UDuljina LAG faze ovisi o broju stanica u
pocetnom inokulumu.

UEksponencialna faza — faza brzih dioba stanica.

ULinearna/usporavajuc¢a faza- dolazi do smanjenja
nutrijenata u mediju.

UFaza usporenih dioba — zbog istroSenosti
hranjive podloge diobe se postupno zaustavljaju,
no stanice rastu (produzni rast stanica)

UStacionarna faza - medij je istroSen, diobe
prestaju i rast stanica je smanjen. Moze doci do
raspadanja stanica i do ulaska u apoptozu.

progressive
deceleration

stationary

| o

LINEAR

CELL NUMBER

EXPONENTIAL

TIME ————»
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Osim zbog diobe, biljne stanice zna¢ajno povecavaju
volumen i time doprinose povecanju svjeze mase

Vacuole —Schematic Diagram
of Cell Growth

Vacuole

Cell wall—

Nucpo(
Ly

strand of
cytoplasm

Nakon prestanka dioba masa stanica moze viSestruko rasti zbog ekstenzije
stjenke i povecanja vakuole zbog nakupljanja vode (i metabolita)

Krivulja rasta stani¢ne suspenzije

a so0 b

700
— BOO [
= T
S sool: =
B 4004 £
-
§ op :
L a0 =

1004

u L A A o, 'S 'S A1
o 5 10 15 20 ] 5 10 15 20
Days after inoculation Days after inoculation

» Pocetni inokulum znacajno utjece na prinos mase
» Nakon Sto prestanu stanicne diobe, svjeza masa se
povecava zahvaljujucéi produznom rastu stanica
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Uginak staniénog Ucinak faze stani¢nog ciklusa
inokuluma na staniéni rast u kojoj se stanice presaduju

Subkultivacija iz
stacionarne fazeg

Dugi stanicni ciklus

Subkultivacija iz log f
Veci pocetni inokulum, kraca ubkultivacia 1z fog faze

lag faza, brzi stanicni ciklus .
Kraca lag faza

brzi stanicni
ciklusi

_ Kratka lag faza

Embriogeneza Protoplasti

Sekundarni
Mutageneza metabolizam
Modifikacija

Umjetno sjeme d L stanica
! ! Sekundarni

H metaboliti

Mutante = || ﬂ

|

Fuzija stanica
Transfer gena
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|. Sarzne (nekontinuirane)

- Odredeni broj stanica se inokulira u odredeni volumen
podloge

Nakon nekog vremena prestaje rast stanica u odredenom
volumenu podloge (iscrpljivanje podloge-najcesce ;
manjak duSika ili fosfata) — prijenos stanica u svjezu
podlogu

Zavrsni broj stanica ovisi o limitiraju¢oj hranijivoj
komponenti podloge

- NajCesce u tikvicama ili bioreaktorima zatvorenog tipa
- Erlenmeyerove tikvice: volumen suspenzije zbog
aeracije ne smije premasiti 20% kapaciteta tikvice

Ciklus rasta - 3 do 6 st. dioba svake stanice pocCetnog
inokuluma, 12-25 dana

Il. Kontinuirane
kulture

Bioreaktori

Q Zatvoreni tip: kontinuirano ili povremeno odvodenje
dijela istroSene podloge i dovodenje svjeze.

O Kulture imaju produzenu eksponencijalnu fazu, fazu
linearnog rasta i stacionarnu fazu. Korisne za
proizvodnju sekundarnih metabolita

O Otvoreni tip: uz podlogu odvodi se i odredena
koli€ina stanice te se staniCna gustocCa odrzava
konstantnom i optimalnom.

QO Mogu trajati godinama.
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Air inlet

Suspended
cells in medium

X Medium
outlet

Stirred Tank Reactor

Air outlet

Draft tube Bubbles

Suspended
cells in medium

Air inlet

Air-lift Bioreactor

Medium outlet

Medium —s :

+ Air i

Stationary rod

Roller

Mécham‘cal seal

Inner side view

Immobilized
plant cells

Scoop paddle
Inner cross section

Rotary Bioreactor

Medium inlet

Membrane Bioreactor

Photosynthesis
Lipids ¥ Proteins
T PRIMARY METABOLISM e

T ™Chiorephyt
Carbohydrates
SECONDARY METABOLISM
" Alkaloids
Terpenoids Cyanoganie
yc
Phenolic acid +—— PHENOLICS |
+ .
crform
.
‘/ il (red flower colours)
i YNES Dihydrofiavonis
ISOFLAVONES i -'—h_‘ F1 ois .

PTEROCARPANS

COUMESTANS

(yellow flower colours) l

Inducible fungicides

| conpenseD TANNINS |

Ljekovito djelovanje biljke imaju zahvaljujuci
sintezi sekundarnih metabolita koji se
proizvode u biljkama za sekundarne
funkcije, uklju€ujuéi zastitu od napada
patogena i privlaCenje oprasSivaca.

Ovi kemijski spojevi nastaju samo u
biljkama i stoga prekomjerno iskoristavanje
ljiekovitog bilja u razne svrhe uzrokuje
izumiranje nekih ljekovitih biljnih vrsta.
Kultura tkiva bila je u€inkovita alternativa za
sintezu i modulaciju sinteze sekundarnih
metabolita s ciljem povecanja proizvodnje u
komercijalne svrhe.

10
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* Primarni cilj: uCinkoviti i brzi rast stanica ﬁyeliki prinos biomase)
i u€inkovita sinteza sekundarnog metabolita

Indukcija « Sekundarni metaboliti biljkama veéino sluZe kao zastita od
sekundarnog  nepovoljnih uvjeta okoliga ili od predatora

metabolizma . - . -

Prilikom obrane od stresa biljka usporava/zaustavlja stani¢ne
: diobe i rast i reprogramira se za proizvodnju sekundarnih
stationary metabolita

Vecina sekundarnih metabolita nepovoljno djeluje na rast i
stani¢ne diobe pa se sinteza u stani¢noj suspenziji potice u
stacionarnoj fazi rasta

- Elicitacija: proces izazivanja ucinaka poput napada patogena

LINEAR u biljkama kako bi se potaknula ekspresija i funkcioniranje
gena koji su odgovorni za sintezu sekundarnih metabolita. U tu
svrhu koriste se'i bioticki i abioti€ki elicitori (jasmonska kiselina,
polimeri glukana, glikoproteini, stani¢ne ekstrakte gljivica, UV
zraCenje, soli teSkih metala...).

Dodatak prekursora za biosintezu sekundarnih metabolita:
precursor feeding

P
-

CELL NUMBER

EXPONENTIAL

TME———»

Sinteza sekundarnih metabolita u biljnoj stani¢noj suspenziji

T
A RS b -

# Odabir stani¢ne linije
# Odabir najpovoljnije podloge za rast stanica
# Odabir najpovoljnijeg induktora sekundarnog metabolizma

Proizvodnja
Sikonina u g i
staniénoj

suspenziji

A
bt
Lithospermum ¥

erythrorhizon '. 4

11
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Sinteza Sikonina

MG5
medium

cells
(red)

cells

15t stage tank
ge (white)

200 L, 9 days

2nd stage tank

filtrate 2allinays filtrate

1. high cell growth 2. production tank

Metaboliti koji se proizvode u biljnoj stanic¢noj kulturi

Metabolite Usage Plant species
Ajmalicine Antihypertensive Cath. roseus
Artemisinin Antimalarial Artemisia annua
Ajmaline - Ra. serpentina
Acinitine - Acotinum spp.
Berberine Intestinal ailment C. japonica
Camptothecin Antitumour Camptotheca acuminata
Capsaicin Counterirritant Ca. frutescens
Castanospermine Glycoside inhibitor Castanospermum australe
Codeine Sedative P. somniferum
Colchicine Antitumour Colchium autumnale
Digoxin Heart stimulant Di, lanata
Diosgenin Steroidal precursor Dioscorea deltoidea
Ellipticine Antitumour Orchrosia elliptica
Emetine - Cephaclis ipecaccuanha
Forskolin Bronchial asthma Coleus forskolii
Ginsenosides Health tonic Panax ginseng
Morphine Sedative P. somniferum
Podophyllotoxin Antitumour Podophyllum petalum
Quinine Antimalarial Cinchon. ledgeriana
Sanguinarine Antiplaque Sanguinaria canadensis
P. somniferum
Shikonin Antibacterial L. erythrorhizon
Taxol Anticancer Taxus spp.
Vincristine Antileukemic Cath. roseus
Vinblastine Antileukemic Cath. roseus

12
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PROTOPLASTI — stanice bakterija,
gljiva i biljaka sa kompletno
uklonjenom stani€nom stjenkom

SFEROPLASTI — stanice sa
djelomicno uklonjenom stanicnom
stienkom

Biljni protoplasti su izrazito
osmotski osjetljivi!

13
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UKoriste se za proucavanje biologije membrane, osobito za
prouCavanje unosa makromolekula i virusa

QUpotreba u genetickim transformacijama
QPrimjena u oplemenijivanju :
- transformacija protoplasta _4,'/
- fuzija protoplasta

- vazni za prijenos rezistencije sa

divljih na kultivirane vrste
Solanum tuberosum
+ Solanum brevidens

- .

Somatski hibrid je kao i divlji S. brevidens » - 2
otporan na virus koji uzrokuje frkanje listova &
i znatno smanjuje prinose.

FUZIJA PROTOPLASTA
Somatski hibridi imaju svojstva
obje vrste iz kojih su nastali

A

"Qtporriost hilrida

F'ye SNE 3 v ‘\— N
y réma balest] ,
préiha balestgg

14


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f8/Protoplast_fusion.jpg
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St Criigl = PP < BT < ML

S ™
» ﬁmallc Mﬂhﬂﬂ} -

i v 203

Today™s sweed cmngo oultrears

» Razli¢iti citrusi koje konzumiramo i
uzgajamo su somatski hibridi.

Zbog muske sterilnosti, Cesto
prisutne kod citrusa, krizanje
sorti i vrsta tog roda se provodi
fuzijom protoplasta.

* Somatski hibridi
* Spajanje protoplasta
taksonomski bliskih ili
razlicitih jedinki
* Za prenosSenje poligenskih
svojstava (tolerancija na
hladnodu, otpornost, boja
cvijeta...)
* Uspjesno: duhan DELGOLD
N. tabacum X N. rustica
* Slatke mini raj¢ice Summer Sun

* NeuspjeSno: POMATO

e

3 7Summer Su

15
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1960-tih poc€inje razvoj tehnika s ciljem primjene u oplemenjivanju (prve
uspjesne regeneracije biljaka iz protoplasta1971., 1972.)

POMATO

1978. g. Fuzionirani protoplasti mezofila lista rajcice i stani€ne suspenzija krumpira -
nepozeljine karakteristike hibrida

1986. g. uspjedna regeneracija Zeljenog hibrida, ali prinos neznatan

+@

Pomato

2013. g. Nacjepljivanjem rajcice na
krumpir dobivena biljka TomTato —
komercijalna proizvodnja rajcica i
krumpira na jednoj jedinki

NIJE REZULTAT FUZIJE PROTOPLASTA!

16
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U Protoplasti se koriste za transformaciju i/ili za fuziju.

-Metoda za meduvrsni transfer organela
U0 Moguca je regeneracija kompletne biljke: iz protoplasta nastaju
mutante (transformacijom) i/ili somatski hibridi (fuzijom)

Stadiji kulture protoplasta:

izolacija protoplasta

kultivacija (fuzija i/ili transformacija)

regeneracija nove stanicne stjenke

stani¢ne diobe — nastaju protoklonovi (protokalusi)

regeneracija biljaka (iz protokalusa/kalusa!) TESKO!

U 00000

karakterizacija transformanata i/ili hibrida

Middle lamella

Stanicna stjenka biljaka

Middle — Pectin

Lamella —
- Cellulose

f - - C : o " Microfibril
Primal 7 4 —

(eIIIW:\yII L - = 2
Plasma {

Membrane

Primary wall

= Hemicellulose Secondary wall

Plasma membrane
™ Soluble
Protein

SrediSnja lamela

“Ljepilo” — pektinski sloj bogat Ca2+ i Mg2+ Primarna stjenka

Fleksibilni sloj

Sekundarna stjenka Celuloza, hemiceluloza (veéinom ksiloglukan),
Fiksni sloj koji se (ponekad) ulaze izmedu pektin, proteini ekspanzini,

primarne stjenke i st. membrane enzimi (hidrolaze, esteraze, peroksidaze)
Celuloza, hemiceluloza (ksilan), pektin, lignin Na povrsini biljke kutikula (kutin i voskovi)

17
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IZOLACIJA PROTOPLASTA
IZBOR TKIVA ZA KULTURU:

listovi, kalus, kultura stanica u suspenziji, embriji itd.

[ZOLACIJAPROTOPLASTA:
Plazmolitici: glukoza, manitol, sorbitol, saharoza, CaCl,xH,0, MES, NaH,PO,x2H,0
Enzimi za izolaciju: celulaza (1-10%), hemicelulaza (0,1-1%), pektinaza (0,1-1%)

Vrijeme inkubacije: 4-16 sati (ovisno o temperaturi)

INKUBACIJSKE METODE:

- Jednofazni postupak
- Dvofazni postupak
- pektinaza, procis¢avanje

- celulaza, prociScavanje

18
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Enzimatska metoda izolacije protoplasta

Sterilizacija tkiva,
uklanjanje epiderme

Plasmoliza stanica Plasmoliza stanica

Oslobadanje
protoplasta

Oslobadanje ——) Oslobadanje
sferoplasta @ protoplasta

Izolacija protoplasta

» Filtracija kroz pore 40-100 um: protoplasti prolaze kroz filtar, a veée nakupine zaostaju

» Centrifugiranje (100 g), protoplasti se taloZe, a manje stani€¢ne komponente (organeli)
zaostaju u supernatantu (oprez - protoplasti lako pucaju !)

» Procis¢avanje u gradijentu saharoze ili sorbitola (0,4 — 0,6 M)

a8hrinaubaton
-
- " -q
Leeferhand dmised with o
Leafor friable callus for S Ao i Do 3 el
protoplast isolation
Protaplasts obtained
Resuspended
‘wahing medium Centrifoge
Centrifuge
Protoplasts rarsorred
Cell debris inwashing medium
setted at bottom of the tube

culture medium

19
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Q @, TEST VIJABILNOSTI STANICA

‘1-

nG C i QO Fluorescein diacetat, FDA
" o™\ Zivi protoplasti/stanice = zelena fluorescencija

0 Propidij jodid (ulazi u mrtve stanice) pa jezgre
g mrtvih protoplasta fluoresciraju crveno

OPREZ! Protoplasti i stanice koje sadrze klorofil
autofluoresciraju crveno

PEG Mikromanipulacija  10-100 kV m

20
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Prijenos genetiCkog materijala :
fuzija biljnih protoplasta

el Plasma membrane
Pectinase(0.1-1%)+ Cellulase(1-
2%)
+500-800m molA sorbitol +50-
100m mol/I CaCl,

Plant Cell

Protoplast

O ¢
He®

@ =Kloroplast
A = mitohondrij
Fuzija
@ =ijczgra
- heterokarion

cibrid hibrid hibrid cibrid
Sinkarion: mjeSanje genoma

21
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Plasmolysed
source tissue

OLe (0C]
®) Isolated protoplasts @@®
®®®®® @ S5O0

Symmetric fusion  Asymmetric fusion

@© Donor
: genome
@G()D@(g%gg %@® fragmentation
4
(&
Chemical or l ©®
electrical impulse OO OoMS
i ¥ CheiH
B electrical impulse
o |
| E®
Hybrid cell with l Acceptor cell with donor
both parent genome @ DNA fragment

Regeneration of cell wall Cell division

dodatni tipovi kultivacije: (smanjenje
broja (gustoée) protoplasta zbog
* minimalni pocetni inokulum lakSe selekcije)

* mogucnost selekcije hibrida = - uzgoj u kapi podloge, visec¢a kap,
“uzgoj na dadilji” ...

Modificiran sastav hranjivih podloga

22
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Regeneracija stani€ne stjenke — preduvjet
za daljnje diobe

protokalusi

O kalkoflor bijeli: Evrsto se veze i boji st.st.
(novostvorena stjenka prstenasto fluorescira)

Kultura protoplasta

23
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© ©

Regeneration of cell wall Cell division

*
: Callogenesis
‘\..vk Organogenesis
U]
\ I
Problemi: selekcija pozeljnih \l‘ Somatic hybrid

hibrida i regeneracija

|

Hybrid characterization

« Komplementacijska selekcija
* Moguca ako donori imaju razli€ite selekcijske markere (otpornost na
antibiotik ili herbicid). Protoplast nastao fuzijom mora imati oba svojstva.
* Fluorescencijsko obiljezavanje stanica
* Svaki donor se obiljezava posebnom bojom, fuzijski produkt mora
sadrzavati obje boje
* Mehani€ka izolacija i mikromanipulacija
 Sporo ali u€inkovito, naroc€ito za razli€ite stani¢ne tipove

*Masovna regeneracija biljaka iz fuzijskih produkata

* Regeneracija bez selekcije, a potom pregled i determinacija poZzeljnih
svojstava u fuzijskim produktima.

» Molekularno-biokemijske analize i/ili fenotipska karakterizacija.

24
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Plant Regeneration from African Violet Protoplasts

Treatment with cell wall
digesting enzymes

Tissue dissolution and
cell wall digestion
Remove enzymes; plate on alginate
medium containing growth regulators,

Cell wall regeneration;
eell division

Reduce osmofic strength;
change growth regulator
concentration in mediurn,

Cell division

Place micro-calli on agarose
containing medium,

Cell division;
shoot regeneration

Increase benzyladenine

concentration to induce

shoots; later, transfer to
shoot elongation medium,

Shaot elongation

Stick plantlets on growth
regulator-free medium.

Acclimate to greenhouse;
transplant to pots.

TRANSFORMACIJA PROTOPLASTA-UNOS STRANE DNA
* elektroporacija
* PEG

Protoplast transformation using PEG or electroporation

0
0% Protoplast

transformatio
Bume @@ O ] '
Treatment @ e

. Diract selection of resistam eolonies
with an antbiotic st an early slage &

Elactroporation Proloplasts — e / Pl
i i = > ) b
Protoplasts with PEG

regenaration
Nurve culure of
i b oo
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Transformacija protoplasta i (ko)lokalizacija fuzijskih
proteina u stanici

b

Protein NPR1 nakon dodatka induktora ulazi u jezgru:

100 uM GSNO

ddH,0 100 uM GSNO 100 pM cPTIO +100 M cPTIO

250 uM SA

NPR1-GFP

26
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Regeneracija modificirane brokole s editiranim genom MYB58

Fig. 3 Plant regeneration from a
protoplast culture of broccoli. ) @
a Freshly isolated protoplasts
from cotyledon of broccoli. b
First cell division from proto-
plasts after 4 days of culture. ¢
Second cell division from pro-
toplasts after 1 week of culture.
d Microcolony formation from
protoplasts after 6 weeks of
culture. e Microcallus formation
from protoplasts. f Greening of
calluses in the light culture. g
Adventitious shoot formation
from green calluses in the light
culture. Emergence of first leaf
from protoplast-derived shoot of
broccoli is shown in the inset. h
Rooting from protoplast-derived
shoot of broccoli. i Transgenic
plant in potting soil for acclima-
tion. Scale bars represent 50 pm
(a—d) and 1 cm (e—i), respec-
tively. Arrows indicate newly
formed adventitious shoot
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