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Uvod

Opcenito je poznato da je u uvjetima in vitro kultura tkiva crno-
gorica prilicno teSka. U posljednjem desetljeCu sastavljeno je viSe sin-
tetskih hranidbenih podloga na kojima je moguée kultivirati tkiva nekih
vrsta. U tim istrazivanjima rod Pinus zauzima znacajno mjesto. Brown
i Lawrence (1968) sastavili su prvi sintetski medij za uzgoj kalus-
nog tkiva vrste Pinus palustris. Kasnije je David (1970) ucinio to isto
za vrstu Pinus maritima. Konar (1974) sastavio je medij za kulturu
kalusa vrste Pinus gerardiana i ispitao djelovanje pojedinih njegovih
komponenti kao mineralnog sastava i ugljikohidrata na rast kalusa.

U ranijim istrazivanjima autorica je sastavila sintetsku hranidbenu
podlogu na kojoj je s uspjehom uzgojila kalus vrste Pinus nigra Arn.
(Kolevska-Pletikapi¢ 1974). U svojim daljim istrazivanjima Ze-
ljela je ispitati na koji naCin reagira odredeni klon kalusa crnog bora
na pojedine komponente ove podloge, pa je u ovom radu u tu svrhu
varirala mineralni sastav, ugljikohidrat i dodatak vitamina.

Materijal i metode

Kao eksperimentalni materijal posluzio je kalus klona K crnog bora
(Pinus nigra Arn.). Taj klon na indukcijskom mediju relativho brzo
raste te ni nakon niza supkultura ne pokazuje znakove diferenciranja
ksilemskih elemenata. Zbog tih osobina cinilo se da je podesan za namje-
ravana istrazivanja.

Nakon cCetvrtog presadivanja kalus klona K prenesen je na Sest
razliCitih podloga i to:
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MS — podloga s Murashige-Skoogovim mineralnim i modificiranim
organskim sastavom (= indukcijski medij) (Kolevska-Pletika-
pi¢ 1974).

W — podloga s Whiteovim mineralnim sastavom (Buten ko 1964)
i ostalim komponentama kao u indukcijskom mediju.

H — podloga s Hellerovim mineralnim sastavom (Heller (1953)
i ostalim komponentama kao u indukcijskom mediju.

T — podloga s Tripathijevim mineralnim sastavom (Tripathi
1968) i ostalim komponentama kao u indukcijskom mediju.

MSG — podloga s Murashige-Skoogovim mineralnim sastavom i
glukozom (4%), umjesto saharoze, te ostalim komponentama kao u in-
dukcijskom mediju.

MSV —e podloga s Murashige-Skoogovim mineralnim sastavom i
dodatnim vitaminima: askorbinska kiselina 1, biotin 0,05 Ca-pantotenat
0,5, riboflavin 0,1, vitamin B120,01 mg/1 i ostalim komponentama kao u
indukcijskom mediju.

Kulture su uzgajane pri temperaturi 26°C + 1°C, pod umjetnim
svjetlom (fluorescentne cijevi IPR 40W, 220V, 6500 °K) pri 16-satnom
osvjetljavanju i 8-sathnom mraku na dan te uz intenzitet rasvjete od
1250 £+ 250 luxa.

Prirast svjeze i suhe tvari utvrden je nakon Sest tjedana kulture u
10 replikacija.

VeliCina pojedinih stanica odredivana je na osnovi mjerenja nji-
hovih prosjecnih promjera. Stanice su nacrtane aparatom za crtanje,

izmjerene su im duZzina (a) i Sirina (b), a suma prosjecnih promjera

od 200 nasumce odabranih stanica, izraslih na svakoj od Sest podloga,
uzeta je kao vrijednost koja oznafava veliinu stanica u tom tkivu.

Za mikroskopska opazanja tkivo je fiksirano u smjesi FAA (formol-
-octena kiselina-70% etanol u omjeru 5:5:90) i bojeno metilenskim
modrilom (Gamborg i Wetter 1975).

Rezultati

Nakon usporedivanja kalusa klona K izraslog na podlogama MS, W,
H, T, MSG i MSV uocene su razlike u prirastu svjeze i suhe tvari, veli-
¢ini stanica i diferenciranju traheidalnih elemenata.

Prirast svjeze i suhe tvari. Pokazalo se da su izmijenjen
mineralni sastav, druk¢iji ugljikohidrat i dodatni vitamini u podlozi
utjecali na rast kalusa klona K (si. 1, 2 i 3). Iz prirasta svjeZe i suhe
tvari (si. 6i 7) vidi se da je tkivo najmanje raslo na podlozi MSG, a samo
neSto viSe na podlozi W. ViSe nego na spomenutim, raslo je tkivo na
podlogama T i MSV, a najviSe i s malim razlikama na podlogama H i MS.

Veli¢ina stanica. Utvrdeno je da u kalusu klona K, izraslom
na podlogama s razli¢itim mineralnim sastavom, drugacijim ugljikohi-
dratom i dodatnim vitaminima, postoje razlike u veliCini stanica (si. 8).
Usporedivanjem njihovih prosjeCnih promjera, pokazalo se da su naj-
manje stanice izrasle na podlozi MSG i T. Vece od ovih izrasle su stanice
na podlozi H, a najvece i gotovo istih dimenzija na podlogama MS, W i
MSV (si. 9).

lako su prosjecni promjeri stanica izraslih na pojedinim podlogama
neujednaceni, razlike u veli€ini stanica su proporcionalne s prirastom
svjeze i suhe tvari osim na podlozi W.
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PRILOG

SI. 1—3. Kalus klona K crnog bora izrastao na podlogama s razli¢itim sasta-

vom:

Fig. 1—3. Callus tissue of clone K of European Black Pine grown on media
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of various compositions:

Kalus izrastao na podlozi s mineralnim sastavom prema Whiteu (W),
Tripathiju (T), Helleru (H) i Murashige-Skoogu (MS) (indukcijski
medij).

Callus grown on media with mineral composition according to White

(W), Tripathi (T), Heller (H) and Murashige-Skoog (MS) (induction
medium).

Kalus izrastao na Murashige-Skoogovoj podlozi s razlic¢itim ugljiko-
hidratom: s glukozom (MSG) i saharozom (MS) (indukcijski medij).
Callus grown on Murashige-Skoog medium with different carbohydra-
tes: glucose (MSG) and sucrose (MS) (induction medium).

Kalus izrastao na Murashige-Skoogovoj podlozi s dodatnim vitaminima
(MSV) i bez njih (MS) (indukcijski medij).

Callus grown on Murashige-Skoog medium with additional vitamins
(MSV) and without, them (MS) (induction medium).

5. Traheidalne stanice u kalusu klona K crnog bora izrasle na podlo-
gama s razlic¢itim mineralnim sastavima.

and 5. Tracheidal cells in callus tissue of clone K of European Black
Pine on media with different mineral composition.

Traheidalna stanica izrasla na podlozi s mineralnim sastavom prema
Helleru.

Tracheidal cells grown on medium with mineral composition after
Heller.

Traheidalna stanica izrasla na podlozi s mineralnim sastavom prema
Tripathiju.

Tracheidal cells grown on medium with mineral composition after
Tripathi.
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Diferenciranje traheidalnih elemenata. Pokazalo
se da je mineralni sastav faktor koji moZe inducirati diferenciranje ksi-
lemskih elemenata u kalusu klona K crnog bora. Naime, do diferenci-
ranja traheidalnih elemenata doSlo je jedino u kulturama izraslim na
podlogama H i T. Te traheidalne stanice imaju veoma razliCite oblike
koji, medutim, ne ovise o vrsti mineralnog sastava (si. 4 i 5).

SI. 6. Rast kalusa (svjeza tvar) na podlozi s mineralnim sastavom prema
Murashige-Skoogu (MS (indukcijki medij), Whiteu (W), Helleru (H) i
Tripathiju (T) te na Murashige-Skoogovoj podlozi s glukozom (MSG) i
dodatnim vitaminima (MSV).

Fig. 6. Growth of callus (fresh weight) on medium with mineral composition
after Murashige-Skoog (MS) (induction medium), White (W), Heller (H)
and Triphathi (T) and on Murashige-Skoog’s medium with glucose
(MSG) and additional vitamins (MSV).
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SIL. 7.

Fig. 7.
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Rast kalusa (suha tvar) na podlozi s mineralnim sastavom prema
Murashige-Skoogu (MS) (indukcijski medij), Whiteu (W), Helleru (H)
i Tripathiju (T) te na Murashige-Skoogovoj podlozi s glukozom (MSG)
i dodatnim vitaminima (MSV).

Growth of callus (dry weight) grown on medium with mineral com-
position after Murashige-Skoog (MS) (induction medium), White (W),
Heller (H) and Tripathi (T) and on Murashige-Skoog’s medium with
glucose (MSG) and additional vitamins (MSV).
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Fig. 9.

Veli€¢ina stanica, izrazena u postocima prema veli¢ini stanica na in-
dukcijskom mediju (= 100°/0), koje su izrasle na mediju s mineralnim
sastavom prema: Murashige-Skoogu (MS) (indukcijki medij), Whiteu
(W), Helleru (H) i Tripatiju (T) te Murashige-Skoogovoj podlozi s
glukozom (MSG) i dodatnim vitaminima (MSV).

The size of cells grown on medium with mineral composition after
Murashige-Skoog (MS) (induction medium), White (W), Heller (H) and
Tripathie (T) on Murashige-Skoog’s medium with glucose (MSG) and
additional vitamins (MSV), expressed in percentage of the size of cells
grown on induction medium (= 100%).

SI. 8.

Fig. 8.

Stanice kalusa izrasle na podlozi s mineralnim sastavom prema Mu-
rashige-Skoogu (MS) (indukcijski medij), Whiteu (W), Helleru (H) i
Tripathiju (T) te na Murashige-Skoogovoj podlozi s glukozom (MSG) i
dodatnim vitaminima (MSV).

Callus cells on medium with mineral composition after Murashige-
Skoog’s (MS) (induction medium), White (W), Heller (H) and Tripathi
(T) and on Murashige-Skoog’s medium with glucose (MSG) and addi-
tive vitamins (MSV).
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Diskusija

Iz prikazanih rezultata vidi se da je razliCit sastav makroelemenata
i mikroelemenata znacajno djelovao na rast, veliCinu stanica i diferenci-
ranje traheidalnih elemenata u kalusu klona K crnog bora (Pinus nigra
Arn.). Takoder i na isti naCin djelovao je izmijenjen ugljikohidrat, dok
je utjecaj dodatnih vitamina bio manje djelotvoran.

Rast kalusa u kulturi rezultat je stani¢nih dioba i rastenja samih
stanica. Razlike u rastu kalusa na podlogama s razlicitim mineralnim
sastavima mogle bi se protumaciti time da je tkivo na nekim od njih
raslo prvenstveno diobom stanica (podloga T), na nekim diobom i raste-
njem stanica (podloge MS i H), dok je na nekim raslo uglavhom raste-
njem stanica (podloga W). Postignut slabiji rast kalusa klona K crnog
bora na podlozi s Whiteovim mineralnim sastavom u suprotnosti je s
rezultatima Konara (1975) koji je, istrazujuéi rast kalusa vrste Pinus
gerardiana na ovom i Murashige-Skoogovom osnovnom mediju, dobio
veéi prirast svjeze tvari na podlozi s Whiteovim mineralnim sastavom.
Kalus crnog bora reagira na mineralni sastav, dakle, drukcije nego
kalus vrste Pinus gerardiana.

Pokazalo se takoder da moze u crnog bora pri indukciji diferenci-
ranja ksilemskih elemenata mineralni sastav biti kriti¢ni faktor. Proble-
mima ksilogeneze bavio se veliki broj autora veoma dugi niz godina
(vidi Roberts 1969, 1976). Indukcija diferenciranja ksilemskih ele-
menata mnogo je proucavana i u kulturi tkiva, koja je u tom pogledu
dala nove moguénosti. Iz rezultata tih istraZivanja izlazi da srediSnju
ulogu u procesima diferencijacije imaju auksini (Wetmore i Soro-
kin 1955) i citokinini (Fosket i Torrey 1969), izvor i sadrZaj
duSika (White i Gilbey 1966) i SeCeri (Wetmore i Rierl963).
Mineralni sastav dosad nije navoden kao faktor koji moze utjecati na
diferenciranje ksilemskih elemenata. Torrey (1975 je pokazao u
svojim novijim istraZzivanjima da ¢e suspenzija stanica, u kojoj je mo-
guce pratiti diferencijaciju pojedinih parenhimskih stanica, dati nove
mogucénosti u istrazivanjima fizicko-kemijskih faktora koji utje€u na te
procese. Mozda ¢e se tom metodom modéi bolje istraziti i uloga anorgan-
skih soli u procesima diferencijacije.

Vrsta ugljikohidrata u podlozi takoder znatno utjeCe na kalus crnog
bora. Razlike u rastu tkiva izraslog na podlogama MS (s disaharidom
saharozom) i MSG (s monosaharidom glukozom) veoma su izrazene. Veci
prirast tkiva na podlozi MS mogao bi se protumaciti znatnijim rastom
stanica, dok je rast stanica na podlozi MSG bio vrlo ogranifen. Kako je
David (1970) dobio zadovoljavajuéi rast kalusa vrste Pinus maritima
na podlozi s glukozom, i kako je Konar (1974) utvrdio da kalus vrste
Pinus gerardiana raste ujednateno na podlogama s obje ove vrste Se-
¢era, to mozemo smatrati da i na ovu komponentu podloge crni bor
reagira drukcije od drugih borova.

Dodavanje vitamina podlozi nije znaCajnije utjecalo na kalus crnog
bora. Prirast tkiva na podlozi MSV bio je Cak neSto nizi od onog na
podlozi MS. Istrazujuéi djelovanje veceg broja vitamina na rast pocetne
kambijalne kulture vrste Pinus monticola, Harvey (1967) utvrdio je
da vitamini pospjeSuju rast tog tkiva, no ono ih ne zahtijeva, jer moze
rasti bez mnogih od njih. Usporedujuci njegov zakljucak s ovdje izlo-
zenim rezultatima, moZzemo smatrati da na dodatak vitamina crni bor
takoder reagira drukcije od spomenutog bora.
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Zakljucak

Klon K kalusa crnog bora (Pinus nigra Arn.) uzgajan je na Sest pod-
loga razli€itog sastava pri ¢emu je odredivan prirast svjeze i suhe tvari,
usporedivana veliCina stanica i praceno diferenciranje traheidalnih ele-
menata.

Rezultati su pokazali da na promjene u sastavu hranidbene podloge
klon K neSto drukcije reagira od dosad istraZzivanih kalusa drugih vrsta
borova time Sto:

(1) bolje raste na podlozi s Murashige-Skoogovim nego Whiteovim
mineralnim sastavom;

(2) glukoza nepovoljno djeluje na njegov rast;

(3) u diferenciranju njegovih ksilemskih elemenata mineralni sastav
moZze biti kriticki faktor.

*

Zahvaljujem prof. dru Z. Devideu i dr Sibili Jelaska na mnogim
korisnim savjetima u toku izrade ovoga rada.
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SUMMARY

THE EFFECT OF THE NUTRIENT MEDIUM COMPOSITION ON CALLUS GROWTH
OF EUROPEAN BLACK PINE (Pinus nigra Arn.) — CLONE K

Branka Kolevska-Pletikapic

(Institute of Botany, Faculty of Science, University of Zagreb)

Callus tissue of European Black Pine (Pinus nigra Arn.) — clone
K was cultivated on six culture media of various composition whereby
the increase of fresh and dry weight has been determined, the cell size
compared and the differentiation of tracheidal elements followed.

The results show that the clone K behaves somewhat differently
from the callus tissues of other Pinus species, because:

(1) it grows better on media with the mineral composition after
Murashige-Skoog than after White.
(2) its growth is not favored by glucose.

(3) in the differentiation of xylem elements the mineral composition
seems to be the limiting factor.

Branka Kolevska-Plettkapi¢
Botanicki zavod IV
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