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1. Anorganske komponente hranjive podloge

In vitro uzgoj biljnih tkiva i organa odvija se na hranjivoj podlozi koja sadrzi neophodne
elemente za rast i razvoj same biljke. Uspjesnost kulture biljnog tkiva kao nacina
razmnoZzavanja Uvelike ovisi 0 sastavu hranjive podloge. Za zdrav i snazan rast, cijele
biljke trebaju usvojiti iz tla:
1. Relativno velike koli¢ine nekih anorganskih elemenata (makroelemenata): ione
dusika (N), kalija (K), kalcija (Ca), fosfora (P), magnezija (Mg) i sumpora (S)
2. Malih koli¢ina drugih elemenata (mikroelemenata): Zeljeza (Fe), Nikla (Ni),
klora (ClI), mangana (Mn), cinka (Zn), bora (B), bakra (Cu) i molibdena (Mo)

Danas je opce prihvaceno da se neophodnost kemijskih elemenata za zZivot biljaka utvrduje

prema Arnonu i Stoutu (1939.):

1. element mora biti potreban tijekom cijelog Zivotnog ciklusa biljaka,
2. element mora imati posebnu funkciju koju ne moze obavljati drugi element i
3. element mora imati neposrednu ulogu u biljnom metabolizmu, odnosno mora biti

potreban za obavljanje specificne fizioloske funkcije.

Naknadno su Arnon i Stout dodali i ¢etvrto pravilo, koje glasi:

4. element mora biti potreban za viSe od dvije biljne vrste da bi se smatrao

neophodnim.

Gore navedeni elementi zajedno sa ugljikom (C), kisikom (O) i vodikom (H) ¢ine 17
esencijalnih elemenata. Drugi elementi, kao $to su kobalt (Co), aluminij (Al), natrij (Na) i
jod (1), su esencijalni ili korisni samo za neke vrste dok se za sve ostale to jo$ uvijek treba
utvrditi (George, 2008.).

Najéesce upotrebljavana hranjiva podloga je prema formulaciji Murashige i Skoog (1962.).
Ova hranjiva podloga razvijena je za optimalni rast tkiva duhana, a sam razvoj podloge

ukljucivao je veliki broj krivulja razli¢itih doza pojedinih esencijalnih elemenata.



Murashige i Skoog hranjiva podloga (MS) sadrzi relativno male vrijednosti Ca, P i Mg
(George, 2008.).

Hranjive podloge u kulturi tkiva (Slika 1.) ne osiguravaju samo anorganske hranjive tvari,
nego obi¢no i ugljikohidrate kako bi zamijenila ugljik koji biljke obi¢no fiksiraju iz
atmosfere fotosintezom. Kako bi se poboljSao rast, mnoge hranjive podloge sadrze u
tragovima odredene organske spojeve, znacajne vitamine te biljne regulatore rasta.

lako je vazno da je hranjiva podloga svaki put ista, tvari €iji sastav moZe varirati je
najbolje izbjegavati ukoliko je moguce, iako se ponekad postizu bolji rezultati njithovim

dodavanjem (George, 2008.).

Slika 1. Prikaz hranjive podloge u kulturi tkiva
Izvor: https://www.pinterest.com/pin/539587599083044765/

Hranjiva podloga za kulturu tkiva sastoji se od otopina slijede¢ih komponenti:
= Makroelementi
= Mikroelementi
= Seder
= Biljni regulatori rasta
= Vitamini
= Sredstvo za skru¢ivanje
= Aminokiseline i ostale zamjene za dusik
* Nedefinirane zamjene kao $to su mlijeko kokosa

= Puferi


https://www.pinterest.com/pin/539587599083044765/

2. Makroelemeti

2.1. Dusik

Dusik (Slika 2.) je kljucan za zivot biljke, on je sastojak i proteina i nukleinskih kiselina te
se takoder pojavljuje u klorofilu. Dusik se nalazi u atmosferi kao Ny, ali samo leguminoze
su u mogucénosti iskoristiti taj dusik koriste¢i bakteriju roda Rhizobium u korjenovim
kvrzicama. Veéini biljaka jedini izvor duSika je nitrat (NO3’). Nakon usvajanja NOj3™ se
reducira u NH4" prije ugradnje u organske molekule (zamjena kisika tj. izdvajanje kisika i
njegova zamjena vodikom u kemijskom spoju se zove redukcija). Vaznost dusika
predocuje velika koli¢ina rezervi dusika u sjemenu (uskladisteni proteini).

Vecina podloga sadrzi vise nitrata nego amonijevih iona, ali kako podloge kulture biljnih
tkiva nisu uglavnom namjerno puferirane dodane koncentracije amonija¢nih i nitratnih
iona su ondje vjerojatno viSe radi prakti¢éne pH kontrole nego zbog potrebe biljnih tkiva za
jednim ili drugim oblikom dusika. Usvajanje nitrata se efikasno dogada jedino u kiselom
pH, ali je prac¢eno izdvajanjem aniona iz biljke §to vodi do postupnog smanjenja Kiselosti

podloge (George, 2008.).

Slika 2. Dusik

Izvor: https://infograph.venngage.com/p/101210/nitrogen

Podloga biljne kulture obi¢no pocinje s pH vrijednosti 5.4 - 5.8, no u onoj koja sadrzi i
nitratne 1 amonija¢ne ione brzo usvajanje amonija u biljno tkivo uzrokuje da vrijednost pH

padne na 4.2 - 4.6.


https://infograph.venngage.com/p/101210/nitrogen

Manjak dusika u serijskim kulturama pokreée povecanje u metabolizmu nekih komponenti
bez dusika temeljenih na fenilpropanima (kao Sto je lignin), Kkoji su povezani s
diferencijacijom sekundarno zadebljalih stanica (Hahlbrock, 1974.).

Ioni nitrata su vazan izvor dusika za veéinu biljnih kultura i gotovo sve podloge pruzaju
vec¢inu svog dostupnog dusika u ovom obliku. Za razliku od amonija¢nih iona nitrat nije
toksian 1 u veéine biljaka puno ga se transportira u izdanke zbog asimilacije. S druge
strane, ion nitrata moze postati toksian ako se nakupi unutar tkiva biljke ili u podlozi,
npr., kada uvjeti rasta nisu povoljni za visoku aktivnost nitrit reduktaze i kada je nitrat
jedini izvor dusika (Jordan i Fletcher, 1979.; Grimes i Hodges, 1990.). Kod biljke Pinus
pinaster nitrat reduktaza je inducirana prisutnos¢u KNO3 i biljke regenerirane in vitro

pokazuju sposobnost da reduciraju nitrat kao i klijanac (Faye i sur., 1986.).

U vedini tipova kultura nitratni ion mora biti dostupan zajedno sa reduciranim oblikom
dusika (Sesto NHy4" ion) i tkiva mozda nece rasti na podlozi sa NO3™ kao jedinim izvorom
dusika (Hunault, 1985.). Ako su NH," i ostali reducirani spojevi dusika dostupni (ovo je
posebno slu¢aj u aseptickom in vitro okruzenju) oni mogu biti usvojeni i efektivno
iskoriSteni od strane biljaka.

Cini se kako organske kiseline umanjuju kiselost hranjive podloge usvajanjem NH," iona.
Sli¢no, kalus internodija biljke Asparagusa rastao je jednako dobro na hranjivoj podlozi
koja je sadrzavala NH," ione kao jedini izvor dusika kao i na podlozi koja je sadrzavala i
NH;" i NOs ione, ali samo uz dodatak organskih kiselina (citratna ili malatna) ili MES

pufera u hranjivoj podlozi.

2.1.1. Urea

Biljke su sposobne apsorbirati ureu iako kao amonijacni ion ona nije supstanaca koja je
uobicajeno dostupna u prirodnim tlima. Urea nastaje kao nusproizvod metabolizma dusika
te se manje koli¢ine nalaze u mnogim viSim biljkama koje su sposobne iskoristiti ureu kao
izvor duSika pod uvjetom da se ona prvo pretvori u amonijaéne ione od strane enzima
ureaze. Leguminozama i krumpiru treba mirkoelement nikal kako bi ureaza bila aktivna
(Durzan, 1987.). Urea se moze koristiti kao jedini izvor dusika za kulture, ali je rast sporiji
nego kada ih opskrbljujemo amonija¢nim i nitratnim ionima (Kirkby i sur., 1987.). Enzim
ureaze se povecava nakon $to su kulture odrzavane nekoliko serija na podlozi na bazi uree
(King, 1977.; Skokut i Filner, 1980.).



2.1.2. Glicin

Glicin je jedan od sastojaka hranjive podloge. Obi¢no se dodaje u malim koli¢inama te je
uvrsSten od strane nekih istrazivaca medu sastojke vitamina. Unato¢ Cestoj upotrebi, tesko
je pronaéi ¢vrsti dokaz da je glicin uistinu neophodan za kulturu tkiva, no moguce pomaze
u protekciji stani¢ne membrane od osmotskog i temperaturnog stresa (Orczyk i Malepszy,
1985).

White (1939.) je u svom istrazivanju pokazao da korijen rajéice raste bolje na hranjivoj
podlozi koja sadrzi glicin umjesto ekstrakta kvasca te kako glicin mozZe zamijeniti

mjeSavinu devet aminokiselina koja se prije upotrebljavala.

2.1.3. Proteini

Proteini, koji su hidrolizirani kiselinom ili enzimima i tako podijeljeni u manje molekule,
su jeftiniji nego identificirane aminokiseline. Hidrolizat koji se najceSc¢e koristio u kulturi
hranjive podloge je iz mlije¢nog proteina, kazein, iako je laktalbumin hidrolizat vec
primijenjen (La Motte i Lersten, 1971.). Peptoni i tripton su rjede koriSteni, no postoje
istrazivanja koja potvrduju njihovu korist kada su dodani hranjivoj podlozi (npr.
Muralidhar 1 Mehte 1982., Pierik i sur., 1988.). Hidrolizat kazeina utjecao je na poboljSani
rast suspenzije stanica biljaka Cardamine pratensis i Silene alba, samo kada je u hranjivoj

podlozi manjak fosfora.
2.2. Fosfat

Fosfor je vazan element u biljnoj biokemiji. Javlja se u brojnim makromolekulama kao $to
su nukleinske kiseline, fosfolipidi i koenzimi. Dijeluje u prijenosu energije preko
pirofosfatne veze u ATP-u. Fosfatne skupine vezane na razli¢ite SeCere daju energiju u
disanju i fotosintezi te fosfatnu vezu proteinima koji reguliraju njihovu aktivnost. Fosfor se
apsorbira u biljke u obliku primarnog ili sekundarnog ortofosfatnog aniona H,PO, i
HPO,* aktivnim procesom koji zahtijeva utrosak energije disanja. Fosfat, za razliku od
dusika 1 sulfata, se ne smanjuje u biljkama, ali ostaje u vrlo oksidiranom obliku. Koristi se

u biljkama kao potpuno oksidirani ortofosfat (PO,>) obliku (George, 2008.).

Element se u hranjivu podlogu dodaje u obliku topivog kalijeva mono- i di-
hidrogenfosfata. Di- i mono- valentni fosfat anioni, se medusobno pretvaraju jedan u drugi

ovisno o pH otopine. Monovalentni H,PO, prevladava kod pH vrijednosti ispod 7,



karakteristian je za ve¢inu hranjivih podloga kulture biljnog tkiva i fosfatni je ion koji se

najlakSe apsorbira u biljke (Devlin, 1975.).

Optimalna brzina usvajanja fosfata (HPO4* ) u kulturi stanica petunije zabiljeZena je pri
pH 4 (Chin i Miller, 1982.), ali Zink i Veliky (1979.) nisu uocili nikakav pad u apsorpciji
fosfata kod kulture stani¢ne suspenzije ukrasnog slaka (Ipomoea) pri pH 6,5 kada su

HPO4* i H,PO4 bili prisutni u priblizno jednakim koncentracijama.

lIako je sadrzaj fosfata u nekim hranjivim podlogama kulture biljnog tkiva iznosi i do 19.8

mM, prosje€an sadrZaj je 1.7 mM dok vecina hranjivih podloga sadrze 1.3 mM.

U kulturi stani¢ne suspenzije vinke (Catharanthus roseus) (Slika 3.) jedini nutrijenti koji
su se do kraja utroSili bili su fosfat (pocCetnog sadrzaja 2.6 mM) i SeCer te se period rasta

mogao produziti jedino povec¢anjem sadrZaja ta dva nutrijenta (MacCarthy 1 sur., 1980.).

Fosfat u MS hranjivoj podlozi nedovoljan je za kulturu stani¢ne suspenzije livandne rezuhe
(Cardamine pratensis) gdje se u potpunosti apsorbira u svega pet dana, no dostatan je za

kulturu stani¢ne suspenzije pusine (Silene alba) (Bister-Miel i sur., 1985.).

Nedovoljne koli¢ine fosfata u MS hranjivoj podlozi bile su zabiljeZene kod uzgoja ljiljana

(Hemerocallis), perunika (lIris) i kokoti¢a (Delphinium) (Leiffert i sur., 1995.).

U tekucoj hranjivoj podlozi dalija usvoji fosfat gotovo u potpunosti za 2 tjedna. Nakon
iskoriStenja koncentracija fosfora u tkivu je normalna. IskoriStenje fosfata u ranoj fazi
kulture ima veliki utjecaj na pH hranjive podloge u kojoj je fosfat ujedno i puferna

komponenta (George, 2008.).

Slika 3. Madagaskarski zimzelen; Vinka (Catharanthus roseus L.)

Izvor: http://www.plantsrescue.com/catharanthus-roseus/



https://www.google.hr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwig5_qNo6zTAhUCUhQKHb_oAGIQFggvMAE&url=https%3A%2F%2Fwww.pijanitvor.com%2Fthreads%2Fmadagaskarski-zimzelen-vinka-catharanthus-roseus-vinca-rosea.1177%2F&usg=AFQjCNGEuYdtDqiNuIkoJzM8CZEUZgfqWQ&sig2=paqXbn5AI8uU_fAH1OieBA
http://www.plantsrescue.com/catharanthus-roseus/

2.3. Kalij

Ovaj se element "brine" za ¢vrstocu tkiva biljke i za stabilnu strukturu. Kalij je sadrzan u
veéini vrsta tla, no mikroorganizmi ga moraju pretvoriti u oblike koji su prihvatljivi
biljkama. Kalijevi ioni o¢ito ¢e imati slicnu ulogu u kulturi tkiva, ali ¢e obi¢no nedostajati
mehanizma za transport. Mnogi proteini pokazuju visoku specifi¢nost za kalij koji,
djelujuci kao kofaktor, mijenja svoj oblik tako da oni postanu aktivni enzimi. U biljkama,
nedostatak kalija rezultira gubitkom turgora, mlohavim tkivom i povecanom osjetljivosti

na susu, slanost, smrzavanje i gljivicne napade.

Nedostatak kalija u hranjivim podlogama za kulturu biljnog tkiva moze dovesti do
hiperhidriciteta (Pasqualetto i sur., 1988.), te smanjenja stope apsorpcije fosfata (Chin i
Miller, 1982.). No vrlo Siroke varijacije u sadrzaju kalija u MS hranjivim podlogama imale

su mali u¢inak na rast 1 proliferaciju uzgajanih mladica breskve (Loreti i sur., 1988.).

2.4. Natrij

loni natrija (Na") se usvajaju u biljke, ali u veéini slu¢ajeva nisu potrebni za rast i razvoj i

mnoge ih biljke aktivno izluc¢uju kroz korijen kako bi u sebi odrzale nisku koncentraciju.

Natrij ima koristan nutritivni ucinak na neke biljke 1 stoga se smatra funkcionalnim
elementom (Subbarao i sur., 2003.). Male koli¢ine natrijeva klorida (npr. 230 mg/L), moze
stimulirati rast biljaka u porodicama Chenopodiaceae i Compositaece ¢ak i kad ne postoji
ograni¢enje dostupnosti K* (Brownell, 1979.). U drugim biljkama, kao $to su psenica, zob,
pamuk i cvjetaca (Sharma i Singh, 1990.), natrij moze djelomic¢no zamijeniti kalij, ali nije

esencijalan.

Natrij je esencijalan kod onih biljaka tolerantnih na sol koje imaju C4 - kiselinski
metabolizam, a to su Bryophyllum tubiflorum (Tustikovke) (Slika 4.) i
Mesembryanthemum crystallimum (Cupavice). U tim biljkama ovaj element je neophodan

za fiksaciju CO, u fotosintezi (George, 2008.).



Slika 4. Biljka Bryophyllum tubiflorum L.

Izvor: https://delange.org/ChandelierPlant/ChandelierPlant.htm

2.5. Magnezij

Magnezij je esencijalna komponenta molekule klorofila, a takoder je potreban za aktivnost
mnogih enzima, posebno onih koji su ukljueni u prijenos fosfata. Unutar biljaka,
magnezijev ion je mobilan i Siri se slobodno te na taj nacin, kao i kalij, sluzi kao kation za

balansiranje i neutraliziranje aniona i organskih kiselina (George, 2008.).

Hranjive podloge kulture biljnog tkiva uvijek sadrze relativno niske koncentracije
magnezija (prosje¢no 6.8 mM). Walker i Sato (1981.) utvrdili su da postoji znacajno
smanjenje broja somatskih embrija nastalih od kalusa lucerne (Medicago sativa) (Slika 5.)
kada je Mg?* izostavljen iz hranjive podloge. U skladu s ovim istraZivanjem, Kintzios i
sur., (2004.), opazio je da u kulturi tkiva dinje izravne somatske embriogeneze su se javile
u kulturama sa najviSim sadrzajem magnezija dok se kalusne kulture najbolje razvijaju pri

najnizim sadrzajima magnezija.


https://delange.org/ChandelierPlant/ChandelierPlant.htm

Slika 5. Lucerna (Medicago sativa L.)

Izvor: http://www.naturespot.org.uk/species/lucerne

2.6. Sumpor

Sumpor kojeg koriste biljke uglavnom se apsorbira kao SO,%, §to je i uobicajen izvor
elementa u hranjivim podlogama kulture biljnog tkiva. Usvajanje se spaja s asimilacijom
dusika (Reuveny i sur., 1980.), te se smatra neovisnim o pH. To je rezultat izlu¢ivanja OH"
iona od strane biljke, §to hranjivu podlogu ¢ini vise alkalnom.

Sumpor je, dakle, bitan element i nedostatak rezultira nedostatkom sinteze proteina. Biljke
s manjkom sumpora su krute, krhke i tanke stabljike. Rast i sintezu proteina u kulturi
stani¢ne suspenzije duhana se smanjuje u hranjivoj podlozi koja sadrzi samo 0,6 mM SO4*
umjesto 1,73 mM (Klapheck i sur., 1982.), a kada se iskoristi sav sumpor u hranjivoj
podlozi, velike koli¢ine topljivog duSika se akumulira u stanicama. Vecina hranjivih

podloga sadrze od 1 - 2,5 mM/L S0,%.

2.7. Kalcij

Kao makro kation, kalcij pomaze ravnotezi aniona u biljci, ali za razliku od kalija i
magnezija, nije lako pokretljiv. Sintaza enzima B - glukana ovisi o kalcijevim ionima i
sinteza celuloze iz kulture stanica se ne dogada ukoliko ne postoje barem mikro - molarne
koli¢ine Ca?* u hranjivoj podlozi. Mnogi drugi biljni enzimi su takoder ovisni o kalciju te
je on kofaktor u enzima odgovornih za hidrolizu ATP.

Kalcij pruza zastitu od djelovanja teskih metala i doprinosi otpornosti prema pretjerano

zaslanjenim uvjetima i uvjetima niskog pH (George, 2008.).


http://www.naturespot.org.uk/species/lucerne

Ca®* jon je ukljuden u in vitro morfogenezu te je potreban za mnoge odgovore na
inducirani rasta biljaka pomoc¢u biljnih hormona, posebice auksina i citokinina. U
mahovini (Funaria), citokinin uzrokuje povecanje Ca?* povezanog sa membranom
posebno u onim podru¢jima koja su u postupku diferencijacije u pupoljak (Saunders i
Hepler, 1981.). Kod segmenata stabljike torenije (Torenia) (Slika 6.), formacija
adventivnih pupova inducirana citokininom bila je osrednja, barem djelomi¢no,
poveéanjem razine Ca®* unutar stanica (Tanimoto i Harada, 1986.).

Nedostatak kalcija u biljkama rezultira slabim rastom korijena te tamnjenjem i uvijanjem

rubova apikalnog lis¢a, Cesto popraceni prestankom rasta i odumiranjem vrha izbojka.

Slika 6. Torenija (Torenia fournieri L.)

Izvor: http://www.gardening-guy.com/tag/torenia/
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3. Mikroelementi

Zahtjevi biljaka prema mikroelemenatima razjasnjeni su tek u posljednjih 50 - 60 godina.
Prije kraja proSlog stolje¢a znalo se da nedostatak Zeljeza uzrokuje pomanjkanje klorofila
kod biljkama, no da bi se dokazala vaznost ostalih elemenata bilo je potrebno mnogo
godina istrazivanja. U zafecima istrazivanja kulture biljnog tkiva postajala je nesigurnost
vezana za esencijalnost pojedinih mikroelemenata. Mnoga tkiva su nesumnjivo uspje$no
uzgajana jer su kultivirana na hranjive podloge pripremljene od necistih kemikalija ili

ukruéene agarom koji je djelovao kao izvor mikroelemenata (George, 2008.).

Slika 7. Mikroelementi

Izvor: http://www.playbuzz.com/eirabellaakoil0/which-chemical-reaction-would-create-

you

Knudson (1922.) je dodao Zeljezo (Fe) i mangan (Mn) svojoj vrlo uspje$noj hranjivoj
podlozi za nesimbiotsku Klijavost sjemena orhideje, a po preporuci Berthelot (1934.),
Gautheret (1939.) i Nobécourt (1937.) dodaje (kao dodatak zeljezu) i1 bakar, kobalt, nikal,
titan i berilij. Utvrdeno je da je cink neophodan za normalan razvoj korijenovog sustava

raj¢ice (Eltinge 1 Reed, 1940.) te da bez Cu korijenje prestaje rasti (Glasstone, 1947.).

Mikroelementi se danas dodaju hranjivim podlogama u obliku standardiziranih kemikalija.
Street (1977.) je s pravom istakao da ¢ak i kemikalije analiticke Cistoce sadrZe tragove
necistoca koje ¢e biti skrivena opskrba mikroelemenata hranjivoj podlozi.

To potvrduje istrazivanje Dalton i sur. (1983.), koji su pronasli tragove silicija (Si) u
ostacima MS hranjive podloge koja napravljena s kemikalijama analiticke ¢istoce. Sredstva

za ucvrséivanje hranjive podloge sadrze anorganske elemente, no da li ih kultura moze
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koristiti jo§ nije potvrdeno. Koli¢ine necistoca u kemikalijama bile su vece u proslim
vremenima, a danas s visokim standardima prociséenja kemikalija ne¢e imati sasvim isti
sastav kao i kada ju je prvi put spravio Knudson 1922. godine. Dodatak nekih
mikroelemenata moze poboljsati rezultate dobivene spravljanjem takvog ranog medija u
danasnje vrijeme.

Ve¢ina modernih hranjivih podloga koriste mikroelemente iz BS5 hranjive podloge
Gamborg i sur., (1968.), ili vise koncentriranu mjesavinu iz MS ili H hranjivih podloga
Bourgin i Nitsch (1967.).

Visok sadrzaj mikroelemenata koristili su Barwale 1 sur., (1986.) u svom istraZivanju za
poticanje adventivnih izboja iz kalusa 54 genotipova soje (Glycine max) Sto su postigli

cetiri puta veCom koncentracijom mikro soli u MS hranjivoj podlozi.

Kako bi smanjio pojavu hiperhidriciteta u kulturi izbojaka karanfila, Dencso (1987.)
smanjuje sadrzaj mikroelemenata (osim Zeljeza, kao §to je preporuceno od strane Dalton i1
sur., 1983.) od one u MS hranjivoj podlozi, no ova kombinacija nije odgovarala kulturi
izbojaka gerbera pa je brzina propagacije bila manja nego pri normalnim koncentracijama
MS soli.

3. 1. Klorid

Klorid ion (CI') je neophodan za rast biljaka (Broyer i sur., 1954.;. Johnson i sur., 1957.;.
Ozanne i1 sur., 1957.;. Ozanne, 1958.), ali ¢ini se da je ukljucen u samo nekoliko bioloskih
reakcija te su samo vrlo male koli¢ine stvarno potrebne. Rains (1976.) je klor svrstao kao
mikroelement. Uloga klorida ¢ini se da je u odrzavanju turgora i balansiranje brze
promjene sadrzaja slobodnih kationa, kao §to su K*, Mg i Na*. Biljke ligene CI" sklone su
venucu (Johnson i sur., 1957.). Klorid ioni se najbolje usvajaju u biljke pri blago kiselom
pH (Jacobson i sur., 1971.). Kako klor ima samo relativno mali nutritivni znacaj, ponekad
se poduzimaju koraci kako bi se smanjila koncentracija iona klorida u hranjivim
podlogama, ali da bi se prilagodila koncentracija drugih iona, tada je Cesto potrebno
napraviti zna¢ajan porast SO4>. Na primjer, koriste¢i amonij sulfat umjesto amonij klorid
za opskrbu NH;" u Y3 hranjivoj podlozi Eeuwens (1976.), podize se razina sulfata od 1 do
6 mM/L.
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3.2. Mangan

Mangan (Mn) je jedan od najvaznijih mikroelemenata i ukljucen je u veéini hranjivih
podloga za kulturu biljnog tkiva. Obi¢no se dodaje u sliénim koncentracijama kao onima
7eljeza i bora, odnosno izmedu 25 - 150 mM. Mangan ima sli¢na kemijska svojstva Mg®*
te ocito u stanju zamijeniti magnezij u nekim enzimskih sustavima (Hewitt, 1948.).

Mangan je neophodan za odrzavanje ultra - strukture Kloroplasta. Mangan je toksisan u
visokim koncentracijama (Sarkar i sur., 2004.). U kulturama tkiva, izostavljanjem Mn iona
iz Doerschug i Miller (1967.) hranjive podloge smanjio se broj pupova iniciranih na
kotiledonima salate. Smatra se da se prirodne razine auksina smanjuju u prisutnosti Mn?*

jer je aktivnost IAA-oksidaze povecana.

3.3. Cink

Cink je sastavni dio stabilnih metalo-enzima s brojnim razli¢itim funkcijama. Nedostatak
cinka kod biljaka utje¢e na smanjene aktivnosti enzima i posljedi¢cnom smanjenju proteina,
nukleinskih kiselina i sintezu klorofila. Biljke koje imaju nedostatak molibdena i cinka
imaju smanjen sadrzaj klorofila i slabo razvijene kloroplaste. Koncentracija Zn** u MS
hranjivoj podlozi iznosi 30 uM, no sadrzaj u hranjivim podlogama Cesto varira izmedu 0.1-
70 uM, a eksperimentalnih rezultata koji pokazuju najprikladniji sadrzaj je vrlo malo
(George, 2008.). Kad je Eriksson (1965.) dodao je 15 mg/L Na,ZnEDTA x 2H,0 (40uM
Zn?*) kulturi stanica Haplopappus gracilis, zabiljeZio je pove¢anje od 15% u suhoj masi
stanica Sto se smatralo da je zbog prisutnosti cinka, a ne kelata. Takoder, pokazalo se da je
cink utjecao na povecanje rasta stani¢ne suspenzije rize. Najveca testirana koncentracija,
520uM, rezultirala je najbrZom stopom rasta te smatralo da je cink povecao aktivnosti
auksina (Hossain i sur., 1997.). Cink je potreban za formiranje adventivnog Korijenja

eukaliptusa (Schwambach i sur., 2005.).

3.4. Bor

Bor spada u rijetke elemente koji su Siroko rasprostranjeni po Zemljinoj povr$ini. Bor je
potreban za odrzavanje meristemske aktivnosti, vjerojatno zato §to je ukljucen u sintezu N-

baza koje su potrebne za sintezu RNA (Mengel i Kirkby, 1982.). Takoder, smatra se da je
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ukljucen u odrzavanje membranske strukture i funkcije, moguce stabiliziranjem prirodnih
metalnih kelata koji su vazni u stanici 1 strukturi i funkciji membrane (Pollard i sur, 1977.;
Clarkson i Hanson, 1980.).

U tlu, bor se javlja u obliku borne kiseline i to je spoj koji se opéenito koristi kao izvor
bora u kulturi tkiva. Sirok raspon koncentracija bora koristen je u hranjivim podlogama,
najéesce izmedu od 50 1 100 uM, MS hranjiva podloga sadrzi 100 pM. Bowen (1979.) je u
svom istrazivanju zabiljezio da koncentracije bora iznad 2 mg/L (185 uM) su toksi¢ne za
suspenziju stanica Secerne trske, no postoje 1 neka izvjes¢a o koristenju vecih koncentracija
bora. Visoke koncentracije bora mogu imati regulativnu fukciju; na primjer, 1,6 - 6,5 mM
su koriStene u jednostavnim hranjivim podlogama za poticanje klijavosti peluda
(Brewbaker i Kwack, 1963.; Taylor, 1972.).

3.5. Bakar i molibden

Bakar je esencijalni mikroelement iako biljke obi¢no sadrze samo nekoliko ppm-a tog
elementa. Postoje dvije vrste iona bakra, monovalentni bakrov [Cu (I)] ion i dvovalentni
bakrov [Cu (I1)] ion: prvi lako oksidira u drugi koji se lako reducira. Bakar se veze na
enzime, koji se ve¢ina spajaju i reagiraju s kKisikom.

Vecina hranjivih podloga kultura sadrze 0,1 - 1,0 uM Cu® Toni se obi¢no dodaju kroz
bakar sulfat, iako povremeno primjenjuju i bakarov klorid ili bakrov nitrata. U
hidroponskom uzgoju Trifolium pratense, usvajanje bakra u biljku ovisilo je o koli¢ini
nitrata u otopini. Usvajanje bakra se znatno smanjuje kada je NOjs~ iskoristen (Jarvis,
1984.). Koncentracija Cu u hranjivoj podlozi kulture tkiva je vrlo malena u usporedbi s
razinom bakra u biljkama.

Biljke koriste $esterovalentni molibden koji usvajaju kao molibdatni ion (MoO,*). Obi¢no

se dodaje u hranjivu podlogu u obliku natrij molibdata u koncentracijama do 1 mM.

3.6. Kobhalt

Kobalt se ne smatra esencijalnim elementom. Ipak, utvrdeno je da je kobalt uvrSten u
gotovo polovicu objavljenih hranjivih podloga kulture biljnog tkiva (George i sur., 1987.).

Murashige i Skoog (1962.) dodali su kobalt u njihovoj hranjivoj podlozi jer se pokazalo da
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je koristan kod nizih biljaka (Holm-Hansen i sur, 1954.), te da bi to moglo imati ulogu u

reguliranju morfogeneze u visih biljka (Miller 1954.; Salisbury, 1959.).

3.7. Aluminij i nikal

Vjerovalo se da veéini biljaka Ni’** nije apsolutno potreban za normalan rast i razvoj
(Mishra i Kar, 1975.). Medutim, u novije vrijeme, detaljnijim istrazivanjem otkriveno je
kako je nikal esencijalni element (Gerendas 1 sur., 1999.). Smatralo se kako ¢e aluminij biti
potreban za rast nekih paprati (Taubck, 1942.), ali se opcenito ne dodaje hranjivoj podlozi

kulture tkiva za razmnoZavanje paprati.

3.8. Jod

Jod nije prepoznat kao esencijalan element za ishranu bilja (Rains, 1976.), iako moze biti
potreban za rast nekih algi te se male koli¢ine akumuliraju u viSim biljkama (12 13 mol’kg
suhe mase u kopnenih odnosno vodenih biljaka) (Raven, 1986.). Medutim, jodid ion je
dodan mnogim hranjivim podlogama kulture biljnog tkiva (u oko 65% formulacija
mikroelemenata). Naime, praksa dodavanja joda hranjivim podlogama zapocela je
objavom istrazivanja White (1938.) koje je pokazalo poboljsan rast korijena rajéice
uzgojenih in vitro uz prisutnost joda.

Eeuwens (1976.) je dodao 0,05 mM Kkalijeva jodida svojoj Y3 hranjivoj podlozi (deset puta
veci sadrzaj nego u Murashige i Skoog hranjivoj podlozi) te je sprijeCio tamnjenje kulture
tkiva kokosove palme (Slika 8.). Prisutnost 0.06 uM kalijevog jodida malo je poboljsala

opstanak i rast tkiva prunusa (Prunus) (Quoirin i Lepoivre, 1977.).

Slika 8. Kokosova palma

Izvor: http://cajeviza.net/kokosova-palma-uzgoj-u-saksiji/
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3.9. Silicij

Silicij (Si) je drugi najrasprostranjeniji element na povrsini zemlje. Silikat ion se obi¢no ne
dodaje hranjivim podlogama kulture tkiva, ali je vjerojatno da ¢e biti prisutan u niskim
koncentracijama. Adatia i Besford (1986.) su otkrili da u hidroponskom uzgoju krastavca
biljke koje su usvojile silicij iz hranjive otopine su imale ¢vrsce lis¢e, vecu svjezu masu po
jedinici povrSine i veéi sadrzaj klorofila u odnosu na kontrolne biljke. Otpornost biljaka na

pepelnicu se uvelike povecala.

3.10. Zeljezo

U Zemljinoj kori zeljezo (Slika 9.) je najrasprostranjeniji metalni element i po masenom
udjelu odmah je iza aluminija. Zeljezo je poznato od pradavnih vremena, a danas je
sigurno najvazniji tehni¢ki metal koji se upotrebljava na mnogo nacina. Metali mogu biti
vezani (ili izdvojeni) pomocu kelatnih agensa i odrzavati se u otopini u uvjetima gdje
slobodni ioni reagiraju s anionima te tvore netopljive spojeve, a neki kompleksi spojevi
mogu biti kemijski reaktivniji od samih metala.

Zeljezo je esencijalan mikroelement za hranjive podloge biljne kulture tkiva te se dodaje u
obliku soli kao Fe?* ili Fe**. U ranim eksperimentima, Zeljezo sulfat ili Zeljezo citrat ili
tartarat koriSteni su u hranjivoj podlozi kao izvor Zeljeza. Limunska 1 tartaratna kiselina
moze djelovati kao kelatni agensi za neke dvovalentne metale (Bobtelsky i Jordan, 1945.).
Kod hidroponskog uzgoja biljka, prednosti dodavanja Zzeljeza hranjivim otopinama u
obliku kelata s EDTA (Etilendiamintetraoctena Kiselina) je prvi put prepoznata 1950.
godine (Jacobson, 1951.; Weinstein i sur., 1951.). Street i sur., (1952.), uskoro su otkrili da
zeljezo u ovom obliku manje toksi¢no, a moze se koristiti u in vitro kulturama izoliranih

stanica korijena rajcice pri Sirem rasponu pH vrijednosti nego zeljezo citrat.

U novije vrijeme kod kulture biljnog tkiva EDTA se dodaje hranjivim podlogama u
ekvimolarnoj koncentraciji sa Zeljezom, gdje ¢e se teoretski formirati kelati sa svim
Zeljezom u otopini. Medutim, u praksi je utvrdeno da je Fe (III) - EDTA Kkelat, iako
stabilan pri pH 2 - 3, je podlozan gubitku nesto vezanog Zeljeza u hranjivoj podlozi pri

ve¢im vrijednostima pH (Dalton i sur., 1983.).
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Slika 9. Simbol elementa zeljeza naéinjen od sjemenki suncokreta

Izvor: https://www.123rf.com/photo 14944897 fe-is-the-name-of-the-iron-in-the-

periodic-table-made-by-sunflower-seeds-that-come-from-a-source-of-.html
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4. Organske komponente hranjive podloge

To su uglavnom vitamini (ukljucujuéi neke tvari koje nisu strogo zivotinjski vitamini),
aminokiseline i odredeni nedefinirani dodaci. Koli¢ina tih tvari potrebna za uspjeSnu

kulturu varira s vrstom i genotipom i vjerojatno je odraz sintetiCkog kapaciteta eksplantata.

4.1. Vitamini

Vitamini su spojevi koji su potrebni Zivotinjama u vrlo malim koli¢inama kao nuzni
pomo¢ni hranjivi ¢imbenici. Odsutnost od prehrane dovodi do abnormalnog rasta i razvoja
1 nezdravog stanja. Mnoge od tvari takoder su potrebne biljnim stanicama kao bitni
meduprodukti ili metabolicki katalizatori, ali netaknute biljke, za razliku od Zivotinja,
mogu proizvesti same sve §to je potrebno. Medutim, u nekim ¢imbenicima moze do¢i do
nedostatka kultiviranih biljnih stanica 1 tkiva, kao Sto su rast i1 preZivljavanje te se zatim
poboljsavaju njihovim dodavanjem u kulturu tkiva. U ranijem radu zahtjevi kultura tkiva
za koli¢inama tragova odredenih organskih tvari zadovoljeni su "nedefiniranim" dodacima,
kao Sto su voéni sokovi, kokosovo mlijeko, ekstrakti kvasca ili slada i hidrolizirani kazein.
Ti dodaci mogu doprinijeti vitaminima, aminokiselinama i regulatorima rasta u kulturi
tkiva. KoriStenje neodredenih dodataka smanjilo se jer je definirana potreba za odredenim
organskim spojevima, a one su u katalozima bile navedene kao ¢iste kemikalije (George,
2008.).

Niacin (vitamin B3)

® ®© &

4

Avocados Broccoli Tomatoes Dates

b e

Mushrooms Asparogus Swiss Chard Pumpkin Seeds
Sweet Polatoes Carrofs Almonds Spinach

Slika 10. Niacin u biljkama

Izvor: http://www.tipdisease.com/2015/01/health-benefits-of-vitamin-b3-niacin.html
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4.2. Razvoj vitaminskih mjeSavina

Vitamini koji se najé¢es¢e koriste u kulturi biljnog tkiva su tiamin (vitamin B1), nikotinska
kiselina (niacin) i piridoksin (vitamin B6), te osim ovih triju spojeva, i mioinozitol.
Prednost dodavanja tiamina otkrivena je gotovo istodobno (Bonner 1937., 1938.), Robbins
i Bartley (1937.) i White (1937.). Pojavljuju se, osim tiamina, i nikotinska kiselina i
piridoksin u medijima koje su objavili Bonner (1940.), Gautheret (1942.) i White (1943. b).
Bonner 1 Devirian (1939.) otkrili su da nikotinska kiselina poboljSava rast izoliranih
korijena rajcice, graska i rotkvica. Radovi Robbinsa i Schmidta (1939. a, b) pokazali su da
piridoksin takoder poboljSava rast korijena rajcice. Ova dCetiri vitamina; mioinozitol,
tiamin, nikotinska kiselina i piridoksin su sastojci hranjive podloge u kulturi tkiva po
Murashige i Skoog (1962.) te se koriste u razli¢itim omjerima za kulturu tkiva mnogih
biljnih vrsta. Medutim, ako nije bilo istraZivanja o zahtjevima odredenog biljnog tkiva ili
organa, nije moguce zaklju€iti da su svi vitamini koji su bili koriSteni u odredenom
eksperimentu bili neophodni. Zahtjevi za dodane vitamine variraju ovisno o prirodi biljke i
vrsti kulture. Welander (1977.) ustanovio je da Nitsch i Nitsch (1965.) vitamini nisu bili
nuzni, ili su bili ¢ak i inhibitori izravnog pucanja peteljki begonije (Begonia x hiemalis).
Roest i Bokelmann (1975.), s druge strane, dobili su povetanu formu pucanja na
krizantemama Chrysanthemum pedicels kada su bili prisutni vitamini MS. Kalus od
ameri¢kog borovca (Pinus strobus) najbolje je rastao kada je razina inozitola u MS
hranjivoj podlozi smanjena na 50 mg/L, dok je vrijednost Pinus echinata najbrze
proliferirao kada nije prisutan inozitol (Kaul i Kochbar, 1985.). Ishihara i Katano (1982.)
otkrili su da se kultura jabuke (Malus) mogu uzgajati samo na MS podlozi, te da su inozitol

i tiamin bili uglavnom nepotrebni.

4.3. Specifi¢ni spojevi — mioinozitol

Mioinozitol (takoder ponekad opisan kao mezo-inozitol ili i-inozitol) jedini je od devet
teorijskih stereoizomera inozitola koji ima znacajan bioloski znacaj. Medicinski je
klasificiran kao ¢lan kompleksa vitamina B 1 potreban je za rast kvasca i mnogih stanica
sisavaca u kulturi tkiva. Stakori i miSevi ga zahtijevaju za rast dlake i moZze dovesti do

dermatitisa kada nije ukljucen u prehranu. Mioinozitol je klasificiran kao biljni ‘vitamin',
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ali treba napomenuti da neki autori navode da se treba smatrati dodatnim ugljikohidratima,
iako ne doprinosi upotrebi ugljikohidrata kao izvorom energije.

4.4. Povijesna uporaba u kulturi tkiva

Mioinozitol je prvi put prikazao Jacquiot (1951.), koji je pogodovao oblikovanju pupoljaka
kardijalnim tkivom kada se primjenjuje na 20 - 1000 mg/L. Nekroza je bila usporena, iako
se proliferacija kalusa nije promicala. Moron i Wetmore (1951.) takoder su koristili mio-
inositol na 100 mg/L u kombinaciji sa Sest drugih vitamina za kulturu kalusa iz
monokotiledona biljke Amorphophallus rivieri. Vitamin je usvojio i Wood i Braun (1961.)
I Murashige i Skoog (1962.) u kombinaciji s tiaminom, nikotinskom Kkiselinom i
piridoksinom u njihovim kulturama tkiva biljaka Catharanthus roseus i Nicotiana

tabacum.

4.5. Tiamin

Tiamin (vitamin B1, aneurin) u obliku tiamin pirofosfata bitan je kofaktor u metabolizmu
ugljikohidrata i izravno je ukljuen u biosintezu nekih aminokiselina. Dodavan je ¢eSce
nego bilo koji drugi vitamin. Tkiva vecine biljaka, ¢ini se da ga zahtijevaju za rast, a
potreba postaje vidljivija uz uzastopne prolaze, ali neke kultivirane stanice su samo
dostatne. Polikarpochkina i sur. (1979.) pokazali su da kultura kukuruza ima znatno manji
rast u prolazu 2 i ugiba u tre¢em prolazu kada je tiamin izostavljen iz kulture tkiva. MS
hranjiva podloga sadrzi 0,3 uM tiamina. Asano i sur. (1996.) isticu da je tiamin najvazniji
za stimuliranje embriogene indukcije kalusa u biljke Zoysia japonica iz Japana. Digby i
Skoog (1966.) otkrili su da normalne kalusne kulture duhana proizvode odgovarajuc¢u
koli¢inu tiamina za potporu rastu, $to daje relativno visoku razinu kinetina (oko 1 mg/L)

koji je dodan u hranjivu podlogu.

4.6. Ostali vitamini

4.6.1. Pantotenska kiselina

Pantotenska kiselina igra vaznu ulogu u rastu odredenih tkiva. Koristi se za proizvodnju

kalusa stabljike gloga (Morel, 1946.) i stimuliraju proliferaciju tkiva u vrbi i crnoj buniki
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(Telle i Gautheret, 1947.; Gautheret, 1948.). Medutim, pantotenska kiselina nije pokazala
ucinke s tkivom mrkve, vinove loze i virginije koji su ga sintetizirali u znacajnim

koli¢inama (oko 1 ug/mL).

4.6.2. Vitamin C

Vitamin C (Slika 11.) se jo$ naziva i askorbinska kiselina. Spoj se takoder upotrebljava za
vrijeme eksplantacije 1 za sprjeCavanje zamracivanja. Osim toga, njegova uloga kao
antioksidansa, askorbinska kiselina je uklju¢ena u podjelu stanica i produzivanje, npr. u
stanicama duhana kako je opisao De Pinto i sur. (1999.). Askorbinska kiselina (4 - 8 x 10 -

4 M) takoder je pojacala formaciju mladog i starog duhanskog kalusa (Joy i sur., 1988.).

HO \{K&@Mmo\ﬁ’“ g/;

Slika 11. Vitamin C

Izvor: http://www.artesanias-minerales.com/vitamin-c/

4.6.3. Vitamin D

Vitamin D (kalciferol) otkriven je 1922. godine. Neki vitamini u skupini D, posebice
vitamini D2 i D3, mogu imati regulatorni u¢inak rasta na kulturama biljnih tkiva. Vitamin
D poveéava proizvodnju proteina koji veze kalcij u stanicama. Vitamin D3 igra vaznu
ulogu u regulaciji kalcija u stabljici Sto je vrlo vazno u vegetativnom razmnoZavanju,
pospjesuje aktivnost rasta biljnih tkiva te poboljSava rast korijena u stresnim uvjetima.

Takoder djeluje na stvaranje hormona kao i enzima potrebnih za proces fotosinteze. Feuer
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(2012.) u svom istrazivanju navodi da biljke zalijevane vitaminom D rastu brze od biljaka
zalijevanih vodom te da su izgledom zdravije, s veéim izdancima i plojkama, manje
podloZne utjecaju Stetnika i raznim biljnim bolestima. Schmid i Buchala (1987.) proucavali
su utjecaj vitamina D na rast korijena topole te na klijanje salate. Dokazali su da bo¢ni

korijeni topole rastu brze, a salata je proklijala ¢ak i u odsustvu svjetlosti.

4.6.4. Vitamin E

Vitamin E, odnosno (alfa) a - tokoferol, najaktivniji je oblik vitamina E iz porodice
tokoferola. On je liposolubilan, tj. u masti topiv vitamin. Primarna i glavna uloga vitamina
E je antioksidativna, u prevenciji nastanka slobodnih radikala i reaktivnih vrsta kisika.
Lunn (2015.) navodi ako se vitamin E primjeni zelenom ljiljanu (Chlorophytum comosum)

tada ¢e ova biljka pokazati vecu stopu rasta.

4.6.5. Folna kiselina i riboflavin

Dokazano je da folna kiselina usporava proliferaciju tkiva u mraku, dok ga povecava u
svjetlu. To je vjerojatno zato Sto se hidrolizira u svjetlu do p — aminobenzojeve kiseline
(PAB). U prisutnosti auksina, pokazalo se da PAB ima slab stimulacijski uc¢inak na uzgoj
biljnih tkiva (De Capite, 1952. a, b). Riboflavin koji je sastavni dio nekih vitaminskih
smjesa, dokazano je da inhibira stvaranje kalusa, ali moze poboljSati rast i kvalitetu
izbojaka (Drew i Smith, 1986.). Pokazalo se da riboflavin stimulira korijenje na izbojke
biljke Carica papaya (Drew i sur., 1993.), jabuka (Van der Krieken i sur., 1992.) i
Eucalyptus globulus (Trindade i Pais, 1997.). Takoder poboljsava indukciju kalusa u biljke

Zoysia japonica u kombinaciji s citokinima i tiaminom (Asano i sur., 1996.).

4.7. Ekstrakt kvasca

Ekstrakt kvasca danas se upotrebljava manje vise kao sastojak hranjive podloge nego u
proslim vremenima kada je dodan kao izvor aminokiselina i vitamina, posebno inozitol 1
tiamin (vitamin B1) (Bonner i Addicott, 1937.; Robbins i Bartley, 1937.). White, (1934.), te
Robbins i Bartley (1937.) tvrde da je ekstrakt kvasca bitan za rast tkiva. Ubrzo je

ustanovljeno da aminokiseline poput glicina, lizina i arginina, kao i vitamini poput tiamina
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i nikotinske kiseline mogu posluziti kao zamjena za ekstrakt kvasca, na primjer u rastu
korijena rajCice (Skinner i Street, 1954.) ili Secerne trske (Nickell i Maretzki, 1969.).
Postotak aminokiselina u tipiénom ekstraktu kvasca je visok (npr. 7% amino duSika
(Nickell i Maretzki, 1969.; Bridson, 1978.; Thom i sur., 1981.), ali ima manje glutaminske
kiseline nego u kazeinu ili drugim hidroliziranim proteinima. Ekstrakt kvasca obi¢no se
dodaje u hranjivu podlogu u koncentracijama od 0,1 - 1 g/L, a povremeno 5, 10 i ¢ak 20
g/L (Morel i Muller, 1964.).

4.8. Ekstrakt od krumpira

Radnici u Kini otkrili su da je doSlo do zna¢ajnog porasta broja peludnih zrnaca iz prasnika
pSenice kada su uzgojeni na hranjivoj podlozi od agara koji sadrzi samo ekstrakt kuhanog
krumpira, 0.1 mM FeEDTA, 9% saharoze i regulatore rasta. Utvrdeno je da je hranjiva
podloga od ekstrakta krumpira bolja za prasnike proljetne pSenice od sinteticke podloge
(McGregor 1 McHughen, 1990.). Nismo ni svjesni ¢injenice da se ekstrakt krumpira dodaje
hranivoj podlozi za mikropropagaciju, osim povremenih izvjeS¢a o njegovoj upotrebi za
razmnoZavanje orhideja. Zanimljivo je otkrie da je ekstrakt od krumpira omogucio u in

vitro uzgoju orhideje (Doritaenopsis) da se oporave od hiperhidri¢nosti (Zou, 1995.).

4.9. Ekstrakt slada

Iako se vise ne koristi, ekstrakt slada igra odredenu ulogu u kulturama Citrus. Ekstrakt
slada, uglavnom izvor ugljikohidrata, pokazao je da pokre¢e embriogenezu (Rangan i sur.,
1968.; Rangan, 1984.). Nekoliko zadnjih istrazivanja pokazalo je ulogu ekstrakta slada u
razmnozavanju somatskih embrija Citrus sinensis (Das i sur., 1995.), te u drugim Citrus
spp. (Jumin, 1995.), u promicanju formiranja biljaka iz somatskih embrija dobivenih iz
razli¢itih vrsta citrusa (De Pasquale i sur., 1994.). Ekstrakt je komercijalno dostupan i

koristi se na razini od 0,5 - 1 g/L.
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4.10. Homogenat od banane

Homogenizirani plod banana ponekad se dodaje hranjivim podlogama za uzgoj kultura
orhideja i ¢esto se navodi da promoviraju rast. Razlog njegovog stimulacijskog ucinka nije
objasnjen. Jedan prijedlog spomenut ranije je da bi moglo pomoc¢i u stabilizaciji pH
hranjive podloge. Pierik i sur. (1988.) utvrdili su da je homogenat od banane blago
inhibirao klijanje orhideja (Paphiopedilum ciliolare), ali je i promicao rast sadnica nakon

Sto je klijanje proslo.

4.11. Kokosovo mlijeko / voda

Kada se dodaju u hranjivu podlogu koji sadrzi auksin, teku¢i endosperm ploda kokosove
palme (Cocos nucifera) (Slika 12.) moze potaknuti biljne stanice da se podijele i rastu
brzo. Tekucina se najesc¢e naziva kokosovim mlijekom, iako Tulecke i sur. (1961.) tvrde
da je toCan engleski izraz ,,kokosova voda®. Van Overbeek 1 sur. (1941., 1942.) otkrili su
da je dodavanje kokosovog mlijeka hranjivoj podlozi nuzno za razvoj vrlo mladih embrija
biljke bijelog kuznjaka (Datura stramonioum). Burnet i Ibrahim (1973.) su utvrdili da je
20% kokosovog mlijeka (tj. jedna petina kona¢nog volumena podloge) bilo potrebno za
inicijaciju i nastavak rasta tkiva raznih vrsta Citrus u hranjivoj podlozi MS. Rangan
(1974.) je dobio poboljsani rast prosa (Panicum miliaceum) u MS hranjivoj podlozi
koriStenjem 2,4 - D u prisutnosti 15% kokosovog mlijeka. Medutim, dodavanje kokosovog
mlijeka u hranjive podloge Cesto daje jednostavan nacin za postizanje zadovoljavajuceg

rasta ili morfogeneze bez potrebe za izradom odgovarajuce definirane formulacije.

Slika 12. Kokos i kokosovo mlijeko

Izvor: http://www.cancerhealthcoach.ca/blog/coconut-milk-add-rich-tropical-goodness-to-

your-everyday-life
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5. Organske kiseline

Organske kiseline mogu imati tri uloge u kulturi biljnog tkiva:

= mogu djelovati kao kelati, poboljSavajuéi dostupnost nekih mikronutrijenata
= mogu djelovati kao pufer u hranjivoj podlozi kako ne bi doslo do promjene
pH,

= mogu djelovati kao hranjive tvari.

Dougall i sur. (1979.) utvrdili su da 20 mM sukcinata, malata ili fumarata utjecu na

maksimalni rast stanica divlje mrkve kada je podloga pocetno podeSena na pH 4,5.

5.1. Upotreba kao puferi

Dodavanje organskih kiselina na hranjive podloge nije nedavna spoznaja. Mnogi autori su
utvrdili da su neke organske kiseline i njihove natrijeve ili kalijeve soli stabiliziraju pH
hidroponskih otopina (Trelease i Trelease, 1933.) ili in vitro hranjivin podloga (Van
Overbeek i sur., 1941., 1942.; Arnow i sur., 1953.), iako se mora priznati da oni nisu
ucinkoviti kao sinteticki bioloski puferi. Norstog i Smith (1963.) otkrili su da 100 mg/L
jabuc¢ne kiseline djeluje kao djelotvorno pufersko sredstvo u hranjivoj podlozi za kulture

zrna je¢ma i takoder se ¢ini da se poboljSava rast u prisutnosti glutamina i alanina.

Slika 13. Limunska kiselina

Izvor: http://cooking.lovetoknow.com/where-buy-citric-acid
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Kiseline su, dakako djelotvorni puferi izmedu pH 5 i pH 6, ali autoklaviraju¢i hranjivu
podlogu koja sadrzi natrijev citrat ili limunsku kiselinu dovodi do znatanog porasta pH
vrijednosti. Organske kiseline kao $to su limunska, maleinska, jabu¢na i malonska (ovisno
o0 vrsti) nalaze se u ksilenskom soku biljaka, gdje se zajedno s aminokiselinama mogu
povezati s metalnim ionima i pomo¢i im u transportu (White i sur., 1981.). Dodavajuci
organske kiseline Krebsovog ciklusa hranjivoj podlozi pobolj$ava se metabolizam NH,*.
Kulture ne podnose dodavanje velike koli¢ine slobodnih kiselina koje ¢e samo zakiseliti

hranjivu podlogu.

Cini se da neke biljke dobivaju prehrambenu korist prisustvom jedne posebne organske
kiseline. Murashige i Tucker (1969.) dokazali su da naranc¢in sok dodan hranjivoj podlozi
koji sadrzi MS soli potiCe rast kalusa agruma (Citrus spp.). Jabu¢na i druge kiseline
Krebsovog ciklusa takoder imaju slicne efekte; od tih, limunska kiselina (Slika 13.)
proizvodi najizrazenije stimulacije rasta. Dodavanje L - jabuéne kiseline (Slika 14.) u
hranjivu podlogu (Savage 1 sur. 1979.) znatno se poboljSala stopa opstanka i snage malih

kaktusa.

Q

PureBulk

L-Malic Acid

Slika 14. L — jabu¢na kiselina u pakiranju

Izvor: https://purebulk.com/l-malic-acid-powder/
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6. Seceri — nutritivni i regulacijski ucinci

Ugljikohidrati igraju vaznu ulogu u in vitro kulturi kao izvor energije i ugljika, kao i
osmotsko sredstvo. Nema dokaza da je uloga ugljikohidrata vazna u normalnim uvjetima

rasta i razvoja stanica kulture.

6.1. Alternative saharoze

Izbor saharoze kao najprikladniji izvor energije za kulture prati mnoge usporedbe izmedu
mogucih alternativa. Neki od prvih radova ove vrste je uc¢injeno od strane Gauthereta
(1945.) koriste¢i normalno tkivo mrkve. Pronadeno je da je saharoza najbolji izvor ugljika,
a slijedi ga glukoza, maltoza i rafinoza. Fruktoza je bila manje ucinkovita, a manoza 1
laktoza bili su najmanje pogodni (George, 2008.). UmnoZavanje biljaka Alnus crispa, A.
cordata i A. rubra istrazivanje je pokazalo da je bilo najbolje na glukozi, dok je A.
glutinosa bio najbolji na saharozi (Tremblay i Lalonde, 1984.; Tremblay i sur., 1984.;
Barghchi, 1988.).

6.2. Maltoza

Maltoza (sladni Secer) je disaharid koji nastaje hidrolitickom razgradnjom $koba pomocu
enzima amilaze. Nalazi se u proklijalim sjemenima zitarica. Ima je u pivu, tjestenini i
krumpiru. Gautheret (1945.) je svojom pokusima mogao uzgojiti mrkvu na maltozi.
Mathes i sur. (1973.) dobili su samo minimalan rast tkiva javora (Acer) na podlozi na kojoj
se nalazila maltoza. Kasnije su istrazivanja dala viSe istaknutu ulogu maltoze kao
komponente hranjive podloge u kulturi tkiva. Maltoza je dovela do znatnog porasta
somatskih embrija iz petunije (Petunia anthers) (Raquin, 1983.). Maltoza je takoder
povecala indukciju kalusa u rizi (Xie 1 sur., 1995.). Zabiljezeno je da je maltoza jednaka ili
nadmasuje saharozu u podrzavanju embriogeneze u brojnim vrstama, ukljucuju¢i mrkvu
(Verma i Dougall, 1977.; Kinnersley i Henderson, 1988.), lucerne (Strickland i sur.,
1987.), divlja tre$nja (Reidiboym-Talleux i sur., 1999.) i dr. Maltoza je dovela do znatno
vece stope klijavosti somatskih embrija Sparoga (Asparagus) nego saharoza (Kunitake i
sur., 1997.).
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6.3. Laktoza

Laktoza ili mlije¢ni Secer nalazi se u mlijeku sisavaca. Kada se dodao u hranjivu podlogu,
otkriveno je da inducira aktivnost enzima f - galaktozidaze koji se moze izluciti u hranjivu
podlogu. Hidroliza laktoze do galaktoze i glukoze dopusta rast kalusa biljke nemesije
(Nemesia strumosa) i petunije (Petunia hybrida) (Hess i sur., 1979.; Callebaut i Motte,
1988.). Mitchell i sur. (1980.) i Rodriguez i Lorenzo Martin (1987.) utvrdili su da
dodavanje 30 g/L laktoze u MS hranjivu podlogu umjesto saharoze povecava broj izbojaka
koje proizvodi patuljasta banana (Musa accuminata).

6.4. Kukuruzni sirup
Kinnersley i Henderson (1988.) pokazali su da se odredeni kukuruzni sirupi (Slika 15.)

mogu koristiti kao izvor ugljika u hranjivim podlogama i da oni mogu izazvati

morfogenezu koju se ne izaziva nadopunjavajuci saharozom.

Slika 15. Kukuruzni sirup

Izvor: https://oukosher.org/blog/industrial-kosher/high-fructose-corn-syrup/
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6.5. Neuobicajeni Seceri

U nekim biljkama neuobicajeni Seceri mogu regulirati morfogenezu i diferencijaciju.
Galaktoza stimulira embriogenezu u kulturama Citrus (Kochba i sur., 1978.) i moze
poboljsati sazrijevanje embrija lucerne. Kalus krastavca (Cucumis sativus) je najbrze rastao
na rafinozi i bio je sposoban formirati korijene kada se uzgajao na ovom $eceru; somatski
embriji su bili diferencirani samo kada je kalus bio uzgojen na saharozi (88 - 175 mM), ali
ako je u 88 mM saharoze dodana manja koli¢ina stahioze (0.3 mM), kalus je producirao
adventivne izbojke (Kim i Janick, 1989.).

6.6. Se¢erni alkoholi

Secerni alkoholi ili polioli su ugljikohidrati koji se prirodno nalaze u odredenom vocu i
povrcu, ali mogu biti 1 sintetizirani. lako nose naziv alkoholi, ne sadrze etanol. Smatra se
da Secerni alkoholi obi¢no nisu metabolizirani u biljnim tkivima i stoga nisu dostupni kao
izvori ugljika. Zbog toga su manitol i sorbitol ¢esto koriSteni kao osmotika za izmjenu
vodenog potencijala hranjive podloge. Otkriveno je da je manitol metaboliziran u tkivima
Fraxinus (Wolter i Skoog, 1966.).
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7. Biljni hormoni

Sve biljke prirodno sadrze kemijske supstance koje pozitivno utjeu na njihov rast i razvoj.
U regulatore rasta, koji su odgovorni za procese rasta i razvitka, ubrajaju se auksini,
citokinini i giberelini, te apscizinska kiselina (ABA) i etilen koji je jedini plinoviti hormon.

7.1. Auksini

Medu biljnim hormonima prvi su otkriveni auksini. Oni djeluju tako da omogucuju
rastezanje stani¢ne Stjenke. Stimuliraju sintezu tvari potrebnih za rast stani¢ne stijenke. Ta
dva procesa omogucuju produzni rast stanica. Djeluju na sekundarni rast poticuci diobu
stanica, poticu stvaranje adventivnog korijenja, stimuliraju rast plodova, inhibiraju stani¢ne

diobe u bo¢nim pupovima.

7.2. Giberelini

Sintetiziraju se u mladim listovima i korijenju te u embrijima. Stimuliraju rast listova i
stabljike, ali imaju vrlo slab u¢inak na rast korijena. Giberelinima se ¢esto moze prekinuti
period dormancije sjemenki i1 pupova, te potaknuti klijanje sjemenki zitarica. U
sjemenkama zitarica giberelini stimuliraju sintezu probavnih enzima, odnosno enzima koji

razgraduju pri¢uvni skrob. U Kkulturi in vitro najéesée se koristi hormon GA3.

7.3. Citokinini

Citokinini stimuliraju diobu stanica. Sintetiziraju se u tkivima koja aktivno rastu kao §to su
vr§kovi korijena, embriji i plodovi. Djeluju na odgadanje starenja u odvojenim organima,
mobilizaciju hranjivih tvari, sazrijevanje kloroplasta i sudjelovanje u kontroli apikalne
dominacije. Neke bakterije takoder stvaraju i izlucuju znatne koli¢ine citokinina ili djeluju
na biljne stanice tako da ih potiu na proizvodnju citokinina. Scoog je 1955. godine
uzgajao stanice duhana na sintetickoj podlozi koja je sadrzavala mineralne soli, Secere,
vitamine 1 auksin. Kada je u podlogu dodao kokosovo mlijeko stanice su se pocele dijeliti 1

umnoZavati, a prije toga nije bilo diobe.
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7.4. Apscizinska kiselina

Apscizinska kiselina, kao i etilen, kontrolira procese karakteristicne za zavr$ne razvojne
studije biljaka (starenje, otpadanje listova, venuce cvjetova, dozrijevanje plodova). Osim
toga, oba ova hormona kontroliraju stopu rasta u nepovoljnim uvjetima inhibirajuci rast,
sintezu bjelancevina i transport iona. ABA se sintetizira u stanicama koje sadrzavaju
kloroplaste ili amiloplaste. Ona u biljkama uzrokuje razli¢ite fizioloske ucinke, medu
kojima su najvazniji indukcija dormancije pupova (razdoblje mirovanja) i sjemenki te
zatvaranje puci. ABA se naziva i hormonom stresa jer regulira vodnu ravnotezu biljaka u
uvjetima nedostatka vode uzrokujuéi zatvaranje puci (smanjenje gubitka vode

transpiracijom) i povecavajuéi primanje vode korijenom.
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8. Ostali sastojci — sredstva za skruéivanje

Ako se u tekuéu hranjivu podlogu dodaju agar - agar ili zelatina dobiju se krute hranjive
podloge.

8.1. Agar — agar

Agar — agar je komponenta za skrutnjavanje koja se sastoji od polisaharida s visokom
relativnom molekularnom masom (Mr). Dobiva se ekstrakcijom iz crvenih morskih algi.

Dodatkom agar - agara iz tekué¢ih podloga dobivamo krute. Otapa se na 98°C, a skrutnjava
na 43 - 45°C.

8.2. Zelatina

Zelatina je komponenta za skrutnjavanje bjelanéevinastog sastava. Manje je pogodna od
agar - agara jer se otapa na 30°C, skrutnjava na 20 - 22°C.

8.3. Pektin

Mjesavina pektina 1 agara moze biti jeftiniji nadomjestak za agar. Na primjer, polukruta

podloga koja se sastojala od 0,2 % agara i 0,8 - 1,0 % pektina, upotrijebljena je za uzgoj

kultura jagoda i nekih drugih biljaka (Zimmerman, 1979.).
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9. Zakljucak

Kultura biljnih tkiva i stanica in vitro vrlo je zanimljiva metoda vegetativnog
razmnozavanja bilja. U laboratoriju za mikropropagaciju ili mikrorazmnozavanje
umnozavaju se biljke na sterilnim hranjivim podlogama u staklenkama ili ponekad u
epruvetama. Bitno je naglasiti da se kemijski sastav hranjive podloge razlikuje ovisno o
biljnoj vrsti. Svaka hranjiva podloga mora sadrzavati u pravilu, makro i mikroelemente,
organske tvari, vitamine, biljne hormone, agar, pufere i dr. Omjer biljnih hormona vrlo je
bitan jer utjeCe na formiranje i razvoj stanica izdanaka, korijena ili kalusnog tkiva.
Hranjiva podloga za razmnozavanje sadrZzi hormon citokinin koji je bitan za stvaranje
postranih pupova. Svaka hranjiva podloga mora biti sterilna. Sterilizacija hranjive podloge
se moze vrsiti na viSe nacina: fizickim uniStavanjem mikroorganizama suhim vru¢im
zrakom, vrelom parom (autoklav) ili zracenjem (UV svjetlom ili g - zracenjem), kemijskim
uniStavanjem mikroorganizama pomocu razliCitih preparata. Najces¢e se u nas podloge
steriliziraju u autoklavu na 120°C, 20 minuta. Vrlo Cesto dolazi do kontaminacije hranjive
podloge, a do toga moze doci iz vise razloga, a najces¢i su zbog nedjelotvornih metoda
prilikom sterilizacije eksplatanata uzetih s biljke in vivo, odredivanja zagadivaca u biljnoj
kulturi in vitro, rukovanja asepti¢énim biljnim materijalom te sterilizacije posuda za

kultiviranje, instrumenata i hranjive podloge.
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11. Sazetak

In vitro uzgoj biljnih tkiva i organa odvija se na hranjivoj podlozi koja sadrzi neophodne
elemente za rast i razvoj same biljke. Hranjive podloge u kulturi tkiva ne osiguravaju samo
anorganske hranjive tvari, nego obi¢no i ugljikohidrate kako bi zamijenila ugljik koji biljke
obi¢no fiksiraju iz atmosfere fotosintezom. Kako bi se poboljSao rast, mnoge hranjive
podloge sadrze u tragovima odredene organske spojeve, znacajne vitamine te biljne
regulatore rasta. Svaka hranjiva podloga mora biti vrlo sterilna. Sterilizacija hranjive
podloge se moze vrsiti na viSe nacina: fizickim uniStavanjem mikroorganizama suhim
vru¢im zrakom, vrelom parom (autoklav) ili zracenjem (UV svjetlom ili g - zra¢enjem),
kemijskim uniStavanjem mikroorganizama pomocu razli¢itih preparata. U Hrvatskoj, ali i
svijetu raste velik broj endemi€nih, ugroZenih 1 rijetkih biljnih vrsta koje svakako vrijedi

sacuvati. U tome bi mogli pomo¢i ovakvi nacini zastite.

Kljuéne rije¢i: biljna tkiva, hranjiva podloga, hranjive tvari
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12. Summary

In vitro cultivation of plant tissues and organs takes place on a nutrient medium containing
the necessary elements for the growth and development of plants. Nutrient substrates in
tissue culture do not only provide inorganic nutrients, but are usually carbohydrates to
replace carbon which plants usually take place in a photosynthesis atmosphere. To enhance
growth, many nutrients contain traces of certain organic compounds, important vitamins
and plant growth regulators. Each nutrient must be very sterile. Sterilization of nutrient
media can be done in several ways: physical destruction of microorganisms by dry hot air,
autoclaves or radiation (by UV light or g - radiation), chemical destruction of
microorganisms by various preparations. In Croatia, but also around the world, a large
number of endemic, endangered and rare plant species are growing which is worth

preserving. It could help this kind of protection.

Key words: plant tissues, nutrient substrates, nutrients
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13. Popis slika

Broj slike Naziv slike Stranica
Slika 1 Prikaz hranjive podloge u kulturi tkiva 2
Slika 2 Dusik 3
Slika 3 Madagaskarski zimzelen; Vinka (Catharanthus roseus L.) 6
Slika 4 Biljka Bryophyllum tubiflorum L. 8
Slika 5 Lucerna (Medicago sativa L.) 9
Slika 6 Torenija (Torenia fournieri L.) 10
Slika 7 Mikroelementi 11
Slika 8 Kokosova palma 15
Slika 9 Simbol elementa Zeljeza nacinjen od sjemenki suncokreta 17
Slika 10 Niacin u biljkama 18
Slika 11 Vitamin C 21
Slika 12 Kokos i kokosovo mlijeko 24
Slika 13 Limunska kiselina 25
Slika 14 L — jabucna kiselina u pakiranju 26
Slika 15 Kukuruzni sirup 28
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