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BilikeY S & 2 O Risidheda ili iz reznica.
Orhideje sjeme, listovi, pupovi, dijelovi cvjetne stapke
Bambuy &2SYS:I distem? Of ka @ANDY 2
pupovi mladih biljaka koje ne cvjetaju

0. FAZA
Odabir/Dobivanje biljike donora

1. FAZA
UvolLenje unvkral t ur u

2. FAZA
Umnaganje biljaka
' 3. FAZA
b T Zakorjenjivanje
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MIKROPROPAGACIJA T BRZO UMNAGANJE Bl

ORGANOGENEZA

LYRdzl OA2 ATRIFIYIREF AT 024
meristema

Indukcijaadventivnihizdanaka na

internodiju, listu ili korijenu

EMBRIOGENEZA

Indukcija somatskih embrija

Indukcijahaploida

ORGANOGENEZA

C De novo stvaranje organa, inicijacija izdanka i korijenja.

C Kod mikropropagacienast oj i mo potaknuti izdanke, jer je
C Biljni regul atori r as toegansgenezeaj vagni j i | i mbeni g
DOGMA ORGANOGENEZE:

Kad je omjer citokinin:auksin velik induciraju se izdanci, a inhibira nastanak korijena.
Kad je omjer auksin:citokinin velik inducira se korijenje ifili kalus, a inhibira nastanak izdanaka

Endogena razina hormona igra
vagnu ulogu u ofrganog

Izdanci mnogih biljaka zakorjenjuju se i bez dodatka
auksina.

Nekim biljkama (afril| ka |
auksina i manje citokinina da bi stvarale izdanke.

Za svaku vrstu/sortu potrebno je razraditi i
eksperimentalno utvrditi
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— — 6 izdanaka [/ pasa
6 pasaga na godi
{ -> I BX6XBXBXEX6 = 46656
biljaka na godinu
5 |}
) ->

'z vr gnogmdrdtemadeo| nog
regenerira izdanak koji se zakorijeni i
prenese u zemlju

Multiplikacija izdanaka
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izolirani meristem razvitak aksilarno
ili vrsak izdanka grananje

izolirani
—— m.ristom
ili vrsak

\

.'- —": 2 2
% razvitak aksilarno

mmum izdanka grananje

Dodatak citokinina pot i | e gnultipkhrizdangkae

CU prirodi je vrgni pup najlegl

C Aplikacijom citokininau k| anj a se dominaci j
razvao,j] bol nih pupova

Q)

C Nastali izdanci se odvajaju i naknadno zakorjenjuju na mediju
bez citokininai/liuzs manj enj e anorganski h
MS medij), i /ili uz dodatak auksina

(n

C Nastal. Il zdanci genetil|l ki su s
CUmnaganje biljaka metodom aksi
najpogodni ja metoda ukoli ko g¢gel.
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Large scale in vitro propagation of Stevia rebaudiana
Industrial Crops and Products 37, 2012

Mikropropagacija stevije

Dodatak citokininap ot i | e gnulipbhr anj e
izdanaka na eksplantatu nodalnog segmenta.

Pojedini izdanci se odvaj
zakorjenjivanje.
Kompl etne biljlice se pre

Mikropropagacijakanabisa

7

CitokininiL)2 G A 6 dz a i & g’

multiplih izdanaka

Umn o § a wista Camnabis sativa
namedjuMS s 0,5 &M TDZ

AuksiniLJ2 GG A 6 dz NI 1 “

Ukorjenjivanje na medijul/2MS uz
dodatak 500 mg/L aktivhog ugljena i
2,5eM IBA
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Uspostavljanje metode Growtn | Cone. | Average no. | SEREE | B RN
mkl‘ r H It Im H d n 'm Regulator &M of shoots (cm) shoots
IKropropagaciemuitpli Izdancima 008 2o ef 26de 00
0.25 2.6 def 3.1 cde 66.6
0.50 3.0de 3.2 cde 72.2
. ) . .. BA 25 5.2 bc 2.8 de 72.2
Uli m aa.l.<z 'h_ t'p_b‘_’a t 5.0 63b 3.4 cde 61.1
koncentracije citokinina na 20 2.8 def 3.2 ode ey
mn o g eimprpliteraciju nodalnih 90 26 def 26de 333
eksplanta u C. sativa in vitro 0.05 13f 25e 61.1
0.25 1.6 ef 2.6 de 72.2
05 2.6 def 25e 77.7
Kn 2.5 5.6 bc 35cd 83.3
5.0 42cd 2.8de 50.0
7.0 2.2 ef 2.7de 55.5
9.0 1.6 ef 3.1 cde 44.4
0.05 4.2 cd 3.5cd 94.4
0.25 6.6b 3.7¢c 94.4
05

TDZ 25 11.1a 6.1b 94.4
5.0 58b 3.2 cde 83.3
7.0 2.5 def 2.8 cde 77.7
9.0 1.5 ef 25e 72.2

Poticanje izdanaka na eksplantatu lista, internodalnom
segmentu il nekom drugom dijelu
stanice predodrelene za razvoj iz

Adventivni pupovi, iz kojih se razvijaju  adventivni izdanci,
NE nastaju u apikalnom v r g k u, kao aksilarni

\ 4

T — = -

. )
I )1{ Izdanci na eksplantatu lista

Izdanci na eksplantatu stabljike (internodij)
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Adventivniizdanci
Adventivno=r azvi tak struktura iz zal
neuobil aj e niizmemeijisieraski retanjca

" Endodermis

Stanice mezofila lista se dediferenciraju, u| est al o se dijele i formirajld

Rediferencijacijom stanica nastaje meristemska struktura iz koje se razvija pup, pa izdanak.
Adventivni i zdanci poti | witokihadodat kom
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Stvaranjeadventivnogkorijena na izdancima/reznicama

Stvaranjeadventivnogl 2 NA 2 Sy | dz] f 2dz6 dz2S Y

A Dediferencijacija G I y A O [pareénginflaetng) 2

A Diobastanicadz L1286 S dz ylFadzyAdylr I 1TFAdAY
A Organizacija korijenskageristemai korijenskogprimordija

A Povezivanje korijenskqmimordijas provodnim tkivom i razvéjorjenovekape

Advenivnol 2 NA 2Sy 2S LI (aukéira & ¢

|
|
+

1. Indukcija adventivnih izdanaka.
2. Indukcija adventivhog Kkorijenja

B i na svakom izdanku.
}_l ¢ 3 L4 Regeneracija kompletne biljke koja
\_/

se prenosi u vanjske uvjete.

10
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U kratkom roku, mikropropagacijom adventivnim
Il zdanci ma, mogule je proizves

L]
(; Teoret ski , M Gipaa 0525 . " '

potaknuti adventivne izdanke

na bilo kojem eksplantatu bilo
koje biljke, no u praksi je to K4 0323 ‘ '

tegko postili

ClLesto je traguposs .
najpogodnijim medijem za ’

indukciju adventivnih pupova

i najpogodnijim eksplantatom PR -‘ * ﬁ
za mikropropagaciju o :

bezuspjegno,

a
mukotrpno. ) o,
Kin/NAA 0.5/0.5 \ ¥ n

11
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Indukcija korijenja: na bilo kojem tipu eksplantata, uz dodatak auksina.

beskon
ile mijegdga

Uzgoj: kultu
Dobro raste

r
u
prozraluje il

Korijenje dobro apsorbira
hranjive tvari iz podloge i brzo
raste, pogodno
proizvodnju biljnih metabolita

shoot
commitment

acquisition of T T Shoots
competence

_— CIM

—» | =P

Root T T Calli

explants

—>
—>
A
0
(]
]
(/)]

Arabidopsis ® » » 2
. o > > > ©
seedlings - ) ) © o . )
© i o i o SIM:shootinducingmedium
Q N ol = = CIM:callusinducingmedium

RIM:root inducingmedium
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Regulacija organogeneze

C Svi dosadagnj i pokazatel|ji upuluju na to
biljna st dediferenaratirte gp®m njenom diobom i
di ferencijacijom stanica kleri, mogu nast:

Geni vaqgni maristemoma deannvio e

Table 1. List of gene families involved in de nove shoot and/or lateral root organogenic processes®

Role during de novo Gene expression patterns during
de novo shoot development

shoot organogenesis

Cytokinin receptor AHKZ ahk mutants are resistant to de novo Downregulated Downregulated [27,36,89]
shoat organogenesis
AHK3 Mo change Downregulated
AHK4/CRE1/WOL1 Downregulated Upregulated
Type A-ARR ARR3, ARRS, ARRE, Cytokinin-induced shoot regeneration No change Upregulated [36,45,90]
(negative ARR7, ARR16 capacity is compromised in transgenic
regulators of Arabidopsis plants
cytokinin overexpressing type A-ARR genes
pathway) ARR15 is a key gene in the
competznce acquisiion phase and
ARRS indicates the early stages of callus
formation
ARR15 Downregulated Upregulated
Type B-ARR ARR1 Ectopic expression of typs B-ARR No change Downregulated  [91,92]
(transcription genes promotes cytokinin responses
factors of and shoots formation without cytokinin.
cytokinin
pathway)
ARRZ Downregulated Downregulated
ARR10 Mo change Upregulated
ARR11 Downregulated Downregulated
ARR12 Downregulated No change
ARR14 Upregulated Upregulated
Auxin related IAAT/AXRS, IAAZE, The AUX/I4AA genes are affected during Upregulated Upregulated [37]
genes IAA12/BLD de novo shoot organogenesis.
IAAZ, | AAZISHYZ Upregulated Mo change
IAASG, |AAT4/SLR, Upregulated Downregulated
lAAT9/MSG2, IAAZ0
1AAZS Downregulated No change
Auxin transport PIN1T, PIN4, PING, PIN7 Auxin carriers are important for the auxin Upregulated Upregulated [69,20-25,
distribution and patterning of the de novo 27,50,79]
meristem.
PINZ, PINS Downregulated Downregulated
PINZ, AUX1 Upregulated No change
SAM related WUS, 8TM The shoot apical meristem-related genes No change Upregulated [39,40,46,47,
genes are involved in de novo shoot initiation 50,54,72-81]
and development.
CLV3, CuC1, cuca, Upregulated Upregulated
RGD3
cucs Downregulated  No change
RID3 Upregulated No change
AP2/ERF ESR1 ESRZ is involved in shoot formation ? ? [35,37,54-56,
through transcriptional regulation of CUC1. 5B-60|
ESRT confer cytokinin-independent shoot
formation, could interact with HD-ZIP 1l1
proteins and is a direct target of
MONOPTERDS.
RAFZ 6L is a key gene of
de novo shoot regeneration.
ESRZ, RAP2.6 Upregulated Upregulated
BBM (BABY BOOM), Upregulated Downregulated
PUCHI
Class Il HD-ZIP ATHB15HOC, The Arabidopsis mutant hoc overproduces Upregulated Upregulated [41,49,55,60]
ATHBE, FEV cytokinin and displays the unique capability
(PHABULOSA), to regenerate whole plants from root explants

PHV (PHAVOLUTA),
REV (REVOLUTA)

grown on medium without added
phytohormones.

“List of genes and/or familias involved in the differant phases of DNSO with their axpression profiles and roles during this organogensatic process. The axprassion profiling
was done using available data [37)

doi: 10.1016/j.tplants.2011.08.004

13
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Stvaranje adventivnih izdanaka i
korijenja iz kalusa mogs
spontano (zbog endogene razine
hormona) ili pod utjecajem
egzogeno dodanih regulatora rasta.

Kulturakalusa2 S LJ2 R f 2AC‘))/I- N}TEAGAGAY 3ASyalAy
posrednomorganogenezony S Y2 NJ 2dz ydzOy 2 o6AGA LINI ¢

Indirektno (posredno) stvaranje adventivnih izdanaka

- na primarnom eksplantatu proliferira kalus, koji potom diferencira u izdanak

Centar proliferacije stanica u kalusu naziva se meristemoid. Jedan meristemoid
mo ge r e g e n e adventarihiizdamakaviion ie istog meristemoida su
kl onovi . Ukol i ko s emeiiseaicdidamé e akzivi ij ehii mewvag

14
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Indirektna organogeneza izdanaka Dieffenbachia cv. Camille

1. Induction of calli on leaf
explants on MS medium

supplemented with 5 ¢ MTDZ
andle M2,4-D.Bar = & A

2. Small green meristems
(arrows) formed on the surface
of calli on the shoot induction
medium containing 80 ¢ M2iP
and 2 ¢ MIAA within 4 wk.

Shoot buds (arrow) Leaf formation

formed from these and shoot
meristems by the elongation
occurred.

sixth week.

Well-developed
shoots with roots ;
within 8 wk of culture

Regeneracija izdanaka

Direktna organogenaeza vs. Indirektna o
- v

rganogeneza

-

lzdanci
regenerirani iz
1Ftdzall yAadz yd
IASYSGAGTA A

15
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Procambium

Root apical
meristemn

Shoot apical meristem

Seed coat
(integuments)|

Cotyledons|

-za biljke koje imaju slabo

klijavo sjeme (npr. orhideje)

-za selekciju i probir biljaka s posebnim svojstvima (npr.
transformantidzZN2 6 yp@&biribiljaka nakomutagenezg
-za jedinke s posebnim svojstvima koje produciraju malo

42SYSYyl 6yl

Sjemenke nastaju spolnim

NI T Yy2Oll @l ye

A Embrija jajna stanica +
spermalnastanica (2n)

A Endospermcentralna
stanica tspermalna
stanica (3n)

2y FAAAGANY y23

\Cotyledon
X scutellum) 4

~
En@p&fﬁ ) Embryo

Corn s’

16
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Neke sjemenke ne mogu klijati zbog tvrde sjemene lupine, pa se iz njih mogu izolirati embriji
uzgajati u kulturin vitro.

SULTURA SJEMENA ORHIDEJE

hNKARS2F 28 6Sai LINRAY
uzgaja iz sjemena jer u zemlji siemenke slabo
1fA2dz 6dzRdz6A RI 2S5 |
gljivicama. {Ihoffeal 201810, L
adzZf GALX A1FOACE 2NKA RSZI 1 dzt udzNEY ZN.EII yl 4
NBISYySNI OA2l 0Af 2mikrdprogadgajikdkist kultutdisienie®a. 6 S & G 2

0N} OA @I y2al TgdmyiihadijssjenSenkd

oeHB6 crisprHB6 oeBPM1 104

MS
1uM ABA
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Nakon sterilne izolacije embrija iz zrelih ili nezrelih sjemeikivitro uvjetima regenerira
se kompletna biljka. Embriji su pogodni za oplemenjivanje: transformanijggigenezu

Ovisno o vrsti embrija koji se unosi u kulturu:

C Kultura zrelih embrija proces uzgoja zrelih _
izoliranih embrij. Radi se kada embriji brzo gt
vijabilnostu in vivouvjetima, embriji ne mogu
probiti tvrdu sjemenu lupinu i izrasti u biljku il =
kada je klijanje sjemena inhibirano. -

C Kultura nezrelih embrijaKoristi se za uzgoj
nezrelih, slabih ili malih embrija koji se u
prirodnim uvjetima ne uspijevaju razviti u
hibridne biljke zbog zastoja u embrionalnom
razvoju ili degeneracijendosperma

Tehnika poznatakapt ! ~! £! b W9jer9 a.
se uzgojem embrijmvitroL)2 § A 6 S NI T &
potpunu biljku. Izolacija nezrelog embrija krumpira

AWS R )/ | 2 R y- | 8 N Integuments
tehnikain vitro kulture Degenerated albumen

AbST NBtA SYoNJ G
yS o0A LINBOAMWZ
situse izoliraju i uzgajaijin
vitrodz Y2 NXI f y dz

Cotyledons

Hypocotyl

18



3/27/2026

Primjena kulture embrija

C % NBISYSNF OAcdz

oAt 3etreiplb|da)/l 12y 1NXOIye
Cws3I8ySN:IOrel oAftalll yE12y 1NXROFyal N
C¥%l oNDdz Ydzf GALX A1+ OACdzE yINRS6AGZ T1F N
C ZainvitroklonalnuLINE LJF 3+ OA 2dz N} 1T Yy2 Ol @l ya2aS oAf

(indukcija somatskembriogenezg
Ct NRdz6 | @ yaS LI i NB adriofenezagbliskg ekap@gijer G 01 N
C Za klijanje sjemena koje je ovisno o mikroorganizmima, procesiranju (prolazak

ITNRT LINRBOIF@GYA GNIXY1G LIAOLZI &LNf2A0I y3

t N2 O S &igainbjénitbliogenezprvi puta bio je potaknut na somatskim stanicama mrk
u uvjetimainvitro(Reinerk mMdppy T {U0SGF NI A adz2N®d mdpy?0
Haberlandtovdeorija (1902) dotipotentnosti biljnih stanica

Mature plant

Root cells
cultured

[

Cultured © -,

calls 40 %
.-J -. .
A .‘_ TRy
' s
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z

Chlayz2dir2l A&GN}I OAGFy2al dzl 1 dz2 d= o/ be
embriogenezd INA Y| Ny A Yy I 6 Ay dzvigdin®l y 2|
embriogenezaazvila naknadnakoskeet al. 2025)

C Partenogenez2 S LINRP OSa {122A asS 2R@gA2
SYoNrR2l 6SiT 2L 2Ry2S OSyal1s

C Tkiva koja su diembrijonsked NE&S AfA 2yl
YI2sAyall GlA@GFHT a2yvyhGals adtl

C¢t2 2SS 2Rt A6 Konagnoghk y’YIyJIﬂJONERY?;H

C Somatskambriogenezge razvoj embrija iz somatskih stanica u \
2RI 2 NI 2dzoidvifrod® | HECSSY2Rldy LINE O S
nudi brzi sustaklonalnogNd T Yy 2 O @l y2l @St Al
oplemenijivanje biljaka.

C{2YIG&a1A SYONR2A :Elé NJT@Az@d)trthzi\ RAFSNBY OAI
SYONR2AZT (S LINBEIFTS { pt@mbrif F N} TG§SNARaGAS6YS T
globularnij srcoliki, torpedni (ilskutelarnistadij u jednosupnica) i
kotiledonarnistadij razvoja.

Somatska embriogeneza j e r azvoj embrija iz somatski

okrugmwnijrou Proces u kojem somatske stani
stadije embrijskog razvoja i mogu stvoriti kompletne biljke.

CMoge se potaknuti na velikom br ekspanthta-l j n
| est o eksplaktadio vitro koriste zigotni embriji.

C Nema stvaranja endosperma
i sjemene lupine

Indukcija somatske embriogeneze na
eksplantatu lista biljke Coffea canephora

1-1 Leafexplantwith anyin vitro response

1-2 explantproducedmicro calliwithout somatic
embryogenesis

1-3 explantproducedprimary somaticembryos
1-4 secondarysomaticembryogenesisormed from

primaryembryos

20
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Somatska embriogeneza z a p o | inicijagijem - dolazi do dediferencijacije pojedinih
stanica koje postaju kompetentne za embriogenezu.

- Stanice prelaze iz somatskog u embriogeno stanje.

- Biljka nastaje embriogenezom iz jedne somatske stanice!

C 1. Inicijacijai indukcija somatske embriogeneze

Ui Stanje inicijacije somatskih stanica na embriogenezumo e se posti |

razlilitih vanjskih i unutarnjih | i mben
U Za somatsku embriogenezuni j e nugna pri mjena regul
potaknuti promjenom sastava soli (npr. NH4+) ili ugljikohidrata u hranjivoj podlozi,

pH vrijednogl u, mehani |l kim ozl jelLivanj e
djel ovanjem elektrilnog polja, tegkih n
Regul ator i rasta koji se najleglie primj

T Auksini: 2,4-D, NAA i dikamba

C Inicijacija podrazumijevdediferencijacijuypojedinih stanicaksplantata
C Stanice postajkiompetentnezaembriogenezyprijelaz uembriogenaostanje)

C U cilju smanjenja genetske varijabilnosti
embriogenezaét S 6 S & (i 2ekshniatind S ]
izoliranihzigotnihembrija, posebno nezrelih
(totipotentne stanice ueksplantatu).

C Eksplantatembrija pogodni su za poticanje
somatskeembriogenezger brzo dijeljenje njlhowh
nedifernciraninembriogeniha GFryAOlF 6585
NI T @22SY SYONR2I ® ¢r 1l
dediferencijacij@dii 2 &Yl ya2dz2S 3§
u kulturi

a
@
3%

C TijekominducijieR2 3+ S| 2 dzS 8J5 3 6 NB
promjene: promjena obrasaaetilacije promjena
ekspresije gena, promjerglikozilacijeproteina,
LIN2EY2Syl altaidl @l adgoe ai

Proembriogendkivo

vijabilnost

C Embriogenestanice nakupljajkalozuu st.st.

21
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C 2. Ekspresija embriogenog potencijala

Dolazi do razvoja embrijadémbriogenodeterminiranih stanica.
wkT @22 SYONR2F ARS alLRyilly2s y2 yFr26S006S i
embriogenezed Y LIN3» LINBal SA Gl yaS yI LRRf23dz 0 ST wux
F dz6SadGlrtAyY A LJNJgIﬁquIarMe"mmiolv?)\zol YI ylLadgt BS
w2 2 @f 2dz2dz &S Yl fl Alo2 ol@t&é@ohl-srgblhklembaoé aidAayl
wAl RdzOA @Gl y2S SYoNR2I AT NI a0l y®pedo T+ 6501l
5 LIKGBledanbryiénibio2 A @S & dzLJ] S

wNI T gA2l 2dz a8 2t ayz

Faze embrija:
Globuli
Srcoliki
Torpedo
Kotiledonarni

Zygotic embryo development

Somatic embryo development

a INDUCER

Mitosis
DNA methylation Maturation of female
Chromatin remodeling gametophyte
b — @SR .
1. 5, Coc an
nCoc
5 =

Callose accumulation \
Self-regulated embryo development EERTILIZATION

Transcriptional reprogramming

,

Stereotyped mitosis
Axis establishment
Callose degradation
Cell wall modification
Signalling

1TYY

Leliak] $ & letalA 2015
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Somatska embriogenezamo ge bi t

C Direktna i neposredno iz eksplantata

C Posredna (indirektna) i najprije dolazi do
indukcije embriogenog kalusa, u kojem se uz
ostale stanice nalaze i stanice koje su
totipotentne i spremne za embriogenezu

C

7.

(Kakao: direktna embriogeneza

Indirektna somatska
embriogeneza lucerne

iz epiderme kotiledona

C 1z nekoliko grama embriogenog kalusamogui e j e regenerirat.
Uspjegnost kultur e podenabrogenihineemiariogenihv ol j an
stani ca, te geneti|l ku stabilnost somat ski

Embriogeni kalus =
Stanice kalusa +
Proembriogene
stanice + Somatski
embriji
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C Somatska embriogeneza i formiranje
bipolarnih struktura (za razliku od
adventivne organogeneze).

CZa somatsku embrio
uspostava polarnosti.

9YONR2A 6SiGAy2l 61 dz 1 dzt G dzNR

Somatska embriogeneza

AOmoguiuje regener acil
ABrzo i wulinkovito u
ADobivanje sintetskog sjemena
ADobivanje embriogenih protoplasta
AProizvodnja embrio {
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Problemi u somatskoj embriogenezi:

ASinhronizacija kulture
ADodatna (repetitivna) embriogeneza

AGenske i morfologke prafj e n e aeknmnok |

AKontrola sazrijevanja i klijanja embrija

AProbl em isugivanj a

Umjetno sjeme

- klijavost do 50%
Ly {1FL&adzZ AN YA a2YFGalA SYONRZSA
koje drugomeristematskakivo koje ima potencijal za ponovni rast. |
A h a dzO Spblbksiétitizny ili hidratiziranosintetsko sjeme

Encapsulatedn different artificial endospermsomponents of theMurashigeand Skoogmedium,
0.5 mg E1AA, 0.5 mg-LNAA, 2 mg-tBAPand 30 g E sucrose 2 ¢ 5%sodiumalginate CaGl.
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&

»

explant

torpedo’l " ¢
1 mm

cotyledonary 1 [§ cotyledomiary 2
rpedo 2 2m )
torpedo 2 2mmfl 5nm 3 m m\

seedling first leaf

juvenile plant

2n=6

@S C Haploidan broj kromosoma je onaj broj kromosoma koliki

je u gametama.

CBiljke vrl o dobro podnagaj
T poliploidiju, aneuploidiju, haploidijué

C Haploidise (naj| egl gameta embrojepeagmu

Immature pollen Monoplaosd
calls plated embrycids grow

Monoplaid
phan
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Meosis | Meosis Il Secretion of walls__

OB G
a dzOdarhetofit oEll o
= peludno zrnce et polarised cary e Wature

M
ity Microspore Bicellular Bicellular Pollen

Inner cell gruws
Three cells

degenerate 5
0
0 Megaspore or
embryo sac \Mttnsls

6. S Y@'métoflt R hFu:]rd (haploid)
=embrionskad NB & | Mgtagfggﬁ i

(diploid)

Two polar

Hcie Q./Mimsis
Mature L
embryo T (A ® =0 o

sac
Mitosis

Ovum
or egg cell (female gamete)

Androgene zai st var anj e emigamettea iz mugke
C Naj | damjvitrametoda za dobivanje haploidnih biljaka
C Mikrosporogeneza/mikrogametogeneza vode do formiranja haploidnih embrija

o ] O .
Antera u kulturi Globularni haploid Srcoliki haploid
Partenogene zaii z neopl olene jajne stanice
-haploidiu prirodi najl egle nastaju partenogen

Apogam ija 1 iz drugih stanica mega-gametofita (sinergide)

APOMIKSIJA: stvaranje embrija bez oplodnje, iz DIPLOIDNIH stanica sjemenog zametka
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KULTURA
ANTERA

C Jednostavna.
C Brza regeneracija haploida.
C Nedostataki vel i ki broj regeneriranih biljak

KULTURA
POLENA

C Visoki prinos.
C Idealna za mutagenezu.
CEliminirano stvaranje diploidnih bil
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~ Limbenici kojihapdaievito na raz

C Vrl o su vagni wenpra (Uzgoj wkratkanmjdanu bzi | | k e
visoki intenzitet osvjetljenja i bez pesticida).

C Najreaktivniisu prvo razvijeni cvijetili na

C Stadij antera i najreaktivniji za razvoj haploidnihe mbr i j a j e i z
tetrada i prve mitoze u polenu.

C Hladni predtretman,0d 3-5°C,2do4dana,pot i |l e simetri]

i nastanak haploida.

Razvojni stadiji cvjeta duhana.
Najpogodniji za dobivanje
haploida je stadij 2.

Hladni tretman (3-5/C)poti |l e simetril ne
mikrospore ili diobe vegetativne jezgre

@ Xdo ssc

Vegetativna Mikrospora

jezgra
9 . Slilne|jezgre

Generativha

s ()
3 do 5/C

y
Embrio
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Hranjiva podloga

i. Kultura anterai osnovne komponente mikro- i makro
soli,gel er ( pon e kkand. 8-p2806yi vitgreini; e

Regulatori rasta:

a. nepotrebni 1 direktan razvoj embrija iz mikrospore (neposredna
androgeneza), bez kalusa kod duhana
-regul atori rasta po,npr| ustrjaerk &

b. ovisnost o regulatorima rasta i dodaju se auksin i ponekad
citokinin.

i Pozitivan utjecaj aktivnog ugljen

iii. Kultura mikrospora/polena’i dodatak glutamina, serina i inozitola

C Zahtjevnija od kulture polena i/ili antera

C Dosada regeneriran mali broj haploida iz
megagametofita( pgeni ca, riga, Kk
C Jedina metoda za dobivanja haploida kod

mu g ksterilnih biljaka
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C+xl OyA T 2L SYSye2Aaglyes
C Ukoliko jeresecivnad @2 2 & (i @ haploiiddS fspriljitiz

C! i ONBAGlIyaS Ydzil OAaal
CPrisustv2t Ry23 aSil {NBY2az2yl 2fl 103 d
C Ukoliko je nekimutirania Sy yS2 LIK2RFyYy T+ NI [ hédola y S
i HaploideY 2 O S dipidizirati i dobiti homozigotnediploidne biljke

C Nakondiploidizacijenastajuhomozigotnebiljke

CY2YODSYOA2Y Lt YAY YSu
godlna dok se regeneracijoaploidad A & {
Ct20Steyl agzeaid gt qS
Kodhomozigotned A f 21 S & L322 O0S
svojstvo.

ﬁdtnellffjé Eodlmtrﬁje r2likd

fAYyA2S R20AQJI 2
02 auétayvu NI Ioﬁmmﬁal\
2YAY aklgkd & RNDA DIl
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ISummary of pathways to morphogenesis I
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