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Uvod

Kulturu embrija zamislio je Hannig (1904). Metodu je postepeno
usavrSio niz autora, a definitivno su je razradili van Overbeek,
Conklin i Blakeslee (1942). Ona je pokazala da mlade biljCice
iz sjemenaka, koje joS nisu postigle zrelost, imaju svojstvo vrlo bujnog
rastenja. Tu €injenicu potvrdili su Lee (1950) i Morel (1956) upotri-
jebivsi mlade klice iz sjemenaka duda. U kulturu su stavljali fragmente
kotiledona, hipokotila ili plumulu. Ovakvo embrionsko tkivo proliferiralo
je vrlo Cesto mnogo intenzivnije od tkiva starih biljaka. Zahvaljujuci
ovoj tehnici Morel (1956) dobio je loze tkiva vrste Pinus strobus,
Lilium Formosanum i hibrida roda Iris, za razliku od drugih tehnika
koje su davale osrednje rezultate.

La Rue (1947) i njegovi u€enici Lampton (1953) te Straus
(1954) uzgojili su loze tkiva posluZzivsi se mladim endospermom kukuruza
i vrste Asimina triloba kao izvornim materijalom. No rstog (1955) je
kultivirao tkivo endosperma raznih trava. G. 1956. Morel preporucuje
ovu tehniku za dobivanje loze tkiva onih biljaka, kod kojih primjena
klasi¢ne tehnike dovodi samo do ograni¢enog rasta. Embrio dikotiledona
sastoji se od osi korijen — hipokotil koja zavrSava svoj gornji dio me-
ristemom epikotila, a donji meristemom korijena. Kotiledoni inseriraju
na ovoj osi na bazi meristema epikotila. Najdiferenciraniji su sami ko-
tiledoni koji imaju u pravilu ogranicenu sposobnost proliferacije. Mol -
liard (1921) je pokazao da se izolirani kotiledoni rotkvice, kultivirani
na hranjivom mediju, razvijaju mnogo jace nego oni koji su ostali na
nedirnutim biljkama. Lee (1950) je naiSao na isti fenomen kod rajice,
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no prezivljavanje je bilo ograni¢eno. Nasuprot tome Morel je usta-
novio da se dovoljno debeli fragment kotiledona, ako se stavi u kulturu
(npr. kod vrste Persea gratissima) brzo razvija, stvarajuéi kod toga ne-
diferencirani kalus. Ako se razmatra mogucnost proliferacije drugih di-
jelova embrija moze se prikazati primjer vrste Lupinus Hartivegii.
Kotiledoni su bili odijeljeni od osi epikotil — korijen, a os podijeljena
na tri dijela, koji su bili pojedinatno zasadeni na hranidbenu podlogu.
Gornji dijelovi, koji su obuhvacali epikotil s njegovim apikalnim me-
ristemom, razvijali su se normalno i formirali lisnatu stabljiku koja je
stvarala korijenje. Iz toga razvila se normalna bilj¢ica. Dio korjencica
izrastao je u normalan korijen. Medufragment, liSen korelacije dvaju
meristema, stvara kalus nediferenciranog parenhima koji tako postaje
polazna tofka kulture tkiva s.s., sposobnog za sukcesivno razmnaZzanje.
(Lee, 1955 a).

Analogne rezultate postigao je na vrsti Lupinus albus Bali (1946).
Monografske prikaze kulture biljnog embrija dali su Rappaport
(1954) te Narayanaswami i Norstog (1964) pa nije potrebno
ovdje iznositi dobivene rezultate.

Materijal i metode

IstraZivanja su vrSena na tkivu bundeve (Cucurbita pepo L.) raz-
licitog porijekla sjemena. Osnovna tehnika, koju sam koristila u toku
ovih istrazivanja, bila je kultura biljnog tkiva koju je opSirno i de-
taljno opisao Gautheret (1942 i 1959).

Kod istraZzivanja eksplantata zrelog embrija, sjemenke sam nakon
sterilizacije kalcijevim hipokloritom i skidanja teste ostavila bubrati u
vodi 24 sata. Nakon toga sam pod binokulamom lupom pomodéu Zileta
odvajala kotiledone od embrija, a same embrije rezala na 0,5—0,75 mm
velike fragmente, koje sam oznafavala kao A-segment (vrSak embrija)
i B-segment (dio hipokotila ispod A-segmenta, liSen utjecaja meri-
etemskog vrska).

Hranidbeni mediji, koje sam naj¢eS¢e koristila u ovim pokusima
bili su: Hellerov medij (Heller 1953), MS-medij (Murashige i
Skoog 1962), Robbinsov (Bali 1946) i neSto modificirani Whiteov
medij (White 1943). Ovim osnovnim podlogama, bez obzira koja je
bila upotrebljena, dodavala sam uvijek Bacto-agar Difco u koncen-
traciji od 05—0,8°0 i ugljikohidrate (saharozu 2°0 ili glukozu 3%).
Stimulatori rasta, koje sam dodavala podlogama i upotrebljavala u svo-
jim istrazivanjima, bili su: indolil-3-octena Kiselina, 2,4-diklorofenoksioc-
tena kiselina, 2,4,5-triklorofenoksioctena kiselina, kinetin (6-furfurilami-
nopurin), adenin-CHR (prirodni), kokosovo mlijeko i ekstrakt kvasca
Difco. Prije autoklaviranja pH medija bio je 55—5,6. Za kulture su
bile koriStene epruvete veli¢ine 23 X 200 mm i punjene s 25ml medija.
Medij je bio autoklaviran 20 min kod temperature od 120°C i 15Atm.
Epruvete su nakon inokuliranja bile zatvorene ¢epovima od hidro-
filne vate i aluminijskom folijom.

Eksperimenti su trajali najmanje po mjesec dana. U svaku epru-
vetu bio je nasaden samo jedan eksplantat. Segmenti su bili sadeni ko-
rijenskom (proksimalnom) stranom u medij. Kulture su bile drzane
u mraku u termostatu na temperaturi od 26°C. Svaki eksperiment
uraden je bio s najmanje 20 eksplantata.
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Tumac¢ kratica: indolil-3-octena kiselina — 1AA; 2,4-diklorofenoksi-

octena kiselina — 2,4-D; 2,4,5-triklorofenoksioctena kiselina — 2,4,5-T; Kki-
netin — k; kokosovo mlijeko — C.M.; ekstrakt kvasca — y. e.; Murasnige-
-Skoogov medij — MS-medij; mjeSavina vitamina u Robbinsovom mediju
— D; Robbinsov osnovni medij kao kontrola — K.

Eksperimentalni dio

1L Najpogodniji osnovni medij

Kao osnovne medije uzela sam otopine makroelemenata i mikro-
elemenata koje preporucuju Heller (1953), Robbins (Ball 1946),
White (1943) i Murashige i Skoog (1962).

Eksplantati bili su zasadeni jednom na povrSinu medija, a drugi
puta submerzno. Konafna srednja vrijednost svjeze i suhe tvari svih
eksplantata zasadenih povrSinski bila je uvijek veta od istih zasa-
denih submerzno. Dobiveni rezultati su prikazani u tabelama 1, 2, 3 i 4.

Tabela 1 Srednja vrijednost konatne svjeze tvari A-segmenta (u mg):

P PovrsSinski sadeni Submerzno sadeni
Medij . :
segmenti segmenti
Robbinsov 50,4 + 9,0 19,8 + 3,8
Hellerov 749 £ 2,0 28,0 + 50
Whiteov 549 + 9,5 29,8 + 45

Tabela 2. Srednja vrijednost konaéne suhe tvari A-segmenta (U mg):

P Povrsinski sadeni Submerzno sadeni
Medij . z
segmenti segmenti
Robbinsov 32+ 03 1,7 + 0,2
Hellerov 46 + 04 32+ 01
Whiteov 37+ 02 28 + 0,3

Tabela 3 Srednja vrijednost konatne svjeze tvari B-segmenta (u mg):

- Povrsinski sadeni Submerzno sadeni
Medij I N
segmenti segmenti
Robbinsov 27,7 + 59 17,7 + 3,1
Hellerov 443 + 6,5 222 + 2,2
Whiteov 295+ 54 225+ 31



Tabela 4. Srednja vrijednost konatne suhe tvari B-segmenta (u mg):

Medii PovrsSinski sadeni Submerzno sadeni
) segmenti segmenti
Robbinsov 20+ 04 09+ 0,2
Hellerov 31+ 05 27+ 01
Whiteov 25+ 04 1,9+ 0.2

Najbolji prirast svjeze i suhe tvari eksplantata bio je dobiven
na Hellerovom osnovnom mediju, bilo da su oni bili zasijani povr-
Sinski bilo submerzno.

A-segment zasijan povrSinski razvio je hipokotil (si. 1) koji je
bio, ovisno o mediju, bolje ili slabije razvijen, te neznatno i slabo
korijenje, kratko i nerazgranato. Submerzno zasadeni A-segmenti nisu
izdiferencirali organe (si. 1), ve¢ su ostali u obliku grudice tkiva. B-
-segment zasijan povrSinski razvio se u kratki segment hipokotila (si.
2) na Cijem su se proksimalnom dijelu razvili korjenci¢i, bolje raz-
vijeni i jaci od onih razvijenih na A-segmentu. | ovi eksplantati uzga-
jani submerzno, nisu pokazivali nikakvu diferencijaciju (si. 2, donji
niz). Na temelju ovih pokusa pokazao se Hellerov medij od ispitanih
najpogodnijim, te sam ga u daljnjim pokusima preteZzno upotrebljavala
uz dodatak Secera i agara.

2 Djelovanje stimulativnih supstancija u
Robbinsovom osnovnom mediju

Medij je sadrzavao makroelemente prema Robbinsovim navodima,
mikroelemente prema Berthelotovim navodima, 2% saharoze i 0,8%0
agara. Ovom osnovnom mediju bile su onda dodane ove dodatne (D)

Tabela 5 Rast A-segmenta zrelog embrija u ovisnosti o hranidbenom
mediju. Robbinsov osnovni medij

Medij Nakon 10 dana Nakon 21 dan
% kultura °/o kultura
hipo- korijen kalus hipo- korijen kalus
kotil kotil
K 100 100 0 100 100 0
K+ D 87,5 75 12 100 100 12
K+ D + C.M. 100 100 0 100 100 20
K+ D+ CM. + y.e. 100 77,5 0 100 100 0
K+ D+ C.M. + 106 2,4-D 1 11 100 11 22 100
K+ 10-% 22 22 100 22 33 100
K+ D + 10-" 1AA + 10-% O 20 100 40 40 100



Tabela 6. Rast B-segmenta zrelog embrija u ovisnosti o hranidbenom
mediju. Robbinsov osnovni medij

Medij Nakon 10 dana Nakon 21 dan
°/o kultura °/o kultura
hipo- korijen kalus hipo- korijen kalus
kotil kotil
K 88,5 77,5 11 88,5 88,5 11
K+ D 33 22 100 33 33 100
K + D+ C.M. 100 100 a4 100 100 a4
K+ D+ C.M. + y.e. 100 100 0 100 100 0
K+ D+ C.M. + 106 2,4-D 0 12,5 100 0 12,5 100
K + 10 5k 30 40 20 30 40 20
K + D+ 10“* IAA + 10“% 0 50 100 0 50 100

Tabela 7. Postotak kultura s induciranim kalusom u ovisnosti o sastavu
medija i intenzitet kalusnog rasta. Robbinsov osnovni medij.
Kulture stare 21 dan.

Medij A-segment B-segment
°/o kultura intenzitet % kultura intenzitet
rasta rasta
K 0 0 11 +
K+ D 12,5 + 100 + +
K+ D+ C.M. 0 0 14 +
K+ D+ CM. + y.e. 0 0 0 0
K+ D+ C.M. + 108 2,4-D 100 ++ + + 100 + +
K + 10 5k 100 + + + 20 + + +
K + D + 10% IAA + 10“«k 100 + 4+ + 100 ++ + +
Oznake intenziteta rasta: djelomi¢na kalogeneza +
opcéenita, no neznatna kalogeneza + +
dobra proliferacija + + +
vrlo dobra proliferacija + + + +

supstancije u mg/l: aneurin-HCI 0,15; askorbinska kiselina 20; nikotinska
kiselina 0,5; piridoksin-HCI 0,2; jantarna kiselina 25; riboflavin 0,1;
Ca-pantotenat 0,5, p-aminobenzojeva Kiselina 0,2; inositol 0,2; i biotin
4 gamma. Tu grupu supstancija dodavala sam uvijek zajedno. Koristila
sam joS i autoklavirano C. M. 96 (vol.), kinetin u koncentraciji 10-8 i
I05, IAA u koncentraciji 108, 2,4-D u koncentraciji 106 i 05
ekstrakta kvasca (Difco). Te su supstancije bile dodavane pojedinacno
ili u kombinacijama. Askorbinska Kiselina bila je sterilizirana eterom
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i dodana u medij nakon autoklaviranja. Svaka epruveta sadrZavala je
10 ml medija. Bili su istrazeni slijedeCi mediji: Robbinsov osnovni me-
dij kao kontrola (K)y, K+ D, K+ D+ C.M, K+ D+ C.M. + 05%
y. e, K+D+CM + 10624-D, K+ 105k i K+ D+ 106 IAA +
+ 10'6 k.

Eksplantati su na ovakvim razli€ito sastavljenim hranidbenim pod-
logama stvarali djelomi¢no organe ili nediferencirani kalus. U tabeli 5
prikazani su dobiveni rezultati na A-segmentima, a u tabeli 6 re-
zultati dobiveni na B-segmentima. Tabela 7 prikazuje postotak kultura,
koje su stvarale kalus i intenzitet njegovog rasta.

3. Djelovanje stimulativnih supstancija u
Hellerovom mediju

Ispitala sam djelovanje 1AA, 2,4-D, 2,4,5-T, kinetina i adenina-CHR
u nizu koncentracija dodanih osnovnom mediju po Helleru.

a) Djelovanje 1AA (si. 3)

Istrazeno je djelovanje IAA u koncentracijama od 107 do 105 U
koncentraciji od 107 IAA nije omogucila ujednaceni razvitak hipo-
kotila kod A-segmenta. Razvili su se ili kratki odebljali ili tanki i
produzeni odsje€ci hipokotila. Dodatak IAA povecao je broj induci-
ranog korijenja koje je ipak ostalo kratko i nerazgranjeno. Na jednom
dijelu primjeraka B-segmenata induciralo se korijenje takoder na dis-
talnoj strani. Koncentracija 106 pogodovala je razvitku hipokotila (A-
segment) koji se razvio jace i deblje od onog u kontroli te bio znatno
duzi. Razvilo se mnogo viSe korijenja, no svi su oni bili vrlo kratki
i zakoCeni u rastu. Koncentracija 105 je izazivala zadebljanje hipo-
kotila i gubitak polarnosti pojave korijenja, jer se ono razvilo i na
distalnoj strani. Korjenci¢i inducirani na distalnoj strani u odnosu
na one s proksimalne bili su dvostruko dulji i tanji.

b) Djelovanje 2,4-D

Istrazeno je djelovanje 2,4-D u koncentracijama od 108 do 10-5.
U ovisnosti o razliitim koncentracijama ove supstancije reakcija A-seg-
menta (si. 4) bila je ova:

Kod koncentracije 108 eksplantati su reagirali kao u kontroli, tek
su korjenci¢i bili neSto jaCe razvijeni. Razvoj hipokotila bio je zakoCen
kod koncentracije 107, a bilo je jo§S induciranog korijenja. Kod kon-
centracije 106 bio je potpuno zakoCen razvoj hipokotila. Razvile su se
samo grudice nediferenciranog tkiva i vrlo tanki i rijetki korjencici.
Kod 105 dobila sam joS samo grudice nediferenciranog tkiva bez vid-
ljivog korijenja. Tkivo je poprimilo proziran, staklast izgled, stanice su
bile disociirane, tzv. »embrijskog« tipa. Slicno je reagirao i B-segment
(si. 5). Kod koncentracije 108 segmenti su se razvijali kao u kontroli
(si. 6a). Koncentracija 10-7 uzrokovala je zadebljanje hipokotila i sma-
njenje broja korijena u odnosu na prethodnu koncentraciju (si. 6b). Kod
visokih koncentracija 10® i 10-5 B-segment je reagirao jednako kao i
A-segment (si. 6¢ i 6d).
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c) Djelovanje 2,4,5-T

IstraZzeno je djelovanje u koncentracijama od 107 do 108 Reak-
cija A-segmenta na porast koncentracije 2,4,5-T bila je ova: Koncen-
tracija 107 zakoCila je normalan razvitak hipokotila i korijenja. Raz-
vio se abnormalni hipokotil s kalusom na proksimalnoj strani, koja je
bila uronjena u medij. Kod koncentracije 106 bila je joS jaCe iska-
zana odsutnost bilo kakve organogeneze pa se ni kalus nije znacajnije
razvio. Kod koncentracije 105 eksplantati su ostali mali u vidu malih
grudica nediferenciranog tkiva (si. 7). Reakcija B-segmenta bila je
slicna (si. 8). Kod 107 eksplantati su joS imali korjencice, iako mnogo
manje nego u kontroli. Kod 106 nema viSe ni jednog korjencica. Kod
koncentracije 105 eksplantati su bili neznatne veli¢ine u vidu malih
grudica nediferenciranog tkiva.

d) Djelovanje kinetina

Djelovanje kinetina ispitano je u koncentracijama od 108 do IO5.
Reakcija A-segmenta (si. 9) bila je ova: Kod koncentracije 108 hipo-
kotil se razvijao kao kod kontrole, dok je korijenje bilo kratko i
malobrojno. Kod koncentracije 107 hipokotil se neSto skratio u uspo-
redbi s onima kod 108 i Cesto se razvijao zakrzljali epikotil. Kod
koncentracije 10'6 bio je hipokotil sasvim kratak, rast korijena zako-
¢en, no razvile su se kalusne nakupine. Kod koncentracije 10‘5 eks-
plantati su ostali vrlo maleni, u vidu grudica, razvitak korijenja je
bio potpuno zakofen, a nazirao se vrSak epikotila. B-segment pona-
Sao se kod istih koncentracija analogno A-segmentu. (si. 10).

e) Djelovanje adenina-CHR

Istrazeno je djelovanje adenina u koncentracijama od 107 do 10‘5
Eksplantati su 'kod sve tri koncentracije adenina reagirali potpuno
jednako kao kod kontrole. Kod koncentracije 107 hipokotil je poka-
zivao uvijanje i bio neSto slabiji od onih koji su se razvijali na kon-
centracijama 10'6i 10'5 Razvitak korijena bio je isti kao i kod kontrole.

f) Zajednicko djelovanje kinetina i 1AA

Pod zajednickim djelovanjem IAA i kinetina (obje supstance u kon-
centraciji 106 A-segment se nepravilno razvijao bez diferencijacije hi-
pokotila i s neznatnim brojem slabih korjenci¢a. Nije bio vidljiv ni
neki znacajniji razvitak kalusa, koji je takoder bio zakoten u rastu. B-
-segment reagirao je slitno kao na mediju, kome je bila dodana sama
IAA u koncentraciji 10“8

4. Djelovanje MS-medija

Na MS-mediju (kompletnom), uz dodatak 3% glukoze i 1% agara,
uzgajala sam A-segmente na dnevnoj svijetlosti u sobnim uvjetima.
Segmenti su dobro rasli. Razvijali su snaznu stabljiku s normalnim
listiéima tamnozelene boje i jakim korijenskim sistemom. U ovim uvje-
tima A-segment bio je u moguénosti da se dalje razvije u normalnu
biljku, dok to na Hellerovom osnovnom mediju nije bio slucaj.
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Osvrt na rezultate i diskusija

Razumljivo je da rast embrija ili njegovih segmenata uzgajanih
u kulturi ovisi, osim o mogucénosti samog tkiva, takoder i o sastavu
medija. Osnovni faktor u naknadnom rastu takvih segmenata jeste
produzni rast embrijskog tkiva ili embrija. Da li ¢e ovaj biti jaci
ili slabiji, ili ¢e biti zakoCen, ovisit ¢e mnogo o supstancama u hra-
nidbenoj podlozi. Sanders (1950) je iznio podatke o efektu razli-
Citih koncentracija saharoze, Na(PC)3n i filtriranog ekstrakta jeCma
u mediju. Maheshwari i Ranga Swamy (1958) ustanovili su
da razvitku embrija vrste Citrus microcarpa pogoduju tama i ekstrakt
kvasca. Bali (1946) i Lee (1955a, b) utvrdili su svojim eksperimen-
tima da samo A-segment ima sposobnost regenerirati Citavu biljku, dok
ostali segmenti, osim pokazivanja ograni¢enog produznog rasta, to nisu
u mogucnosti. To bi znalilo da kapacitet rasta i razvitka jako opada
udaljenoSéu od vrSska. Sen i Verma (1957) su takoder dobili rege-
neraciju kompletne biljke od apikalnog meristema hipokotila verna-
liziranog sjemena goruSice rastuéeg u uvjetima in vitro, a Furuya
(1956) i Furuya i Soma (1957) opisali su direktan efekt razli-
Citih auksina na razvitak nedirnutih embrija graha, dekotiliziranih em-
brija kao i odrezanih fragmenata. Zenkteler i suradnici (1961)
postigli su najbolji rast embrija mrkve na Whiteovom mediju s do-
datkom 15% kokosovog mlijeka. Raghavan i Torrey (1963) iz-
nose da proembrio vrste Capsella bursa pastoris moZe rasti na mediju
kome su dodani IAA, Kkinetin i adenin u zajednickoj kombinaciji, no da
ne raste na mediju, ako su ove supstance bile dodavane pojedinacno.

- E )
Tabla I — Plate 1.

SI. 1. A-segment uzgajan na Whiteovom osnovnom mediju.
Gornji niz: segmenti zasadeni povrsinski.
Donji niz: segmenti zasadeni submerzno.

Fig. 1. Segment A cultivated on White's basal medium
Upper row: segments planted on the surface of the medium
Lower row: segments submerged.

SI. 2. B-segment uzgajan na Whiteovom osnovhom mediju.
Gornji niz: segmenti zasadeni povrsinski.
Donji niz: segmenti zasadeni submerzno.

Fig. 2. Segment B cultivated on White’s basal medium
Upper row: planted on the surface
Lower row: submerged

Tabla Il — Plate Il

SI. 3. Djelovanje IAA na segmente A (gornji niz) i B (donji niz) 3a — c.
Djelovanje 1AA u koncentracijama: a) 107, b) 10-® c) 105.
Osnovni Hellerov medij.

Fig. 3. The effect of IAA on segments A (upper row) and B (lower
row).
3a — c. The effect of IAA in concentration a) 107, b) 10~® c) 10-5.
Heller's basic medium.
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Tabla I. — Plate I.



Tabla Il. — Plate II.



Tabla 11l. — Plate III.






Tabla V. — Plate V.
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Tabla Il — Plate III.

Sl. 4. Djelovanje 2,4-D na A-segmente u koncentracijama: 10-8 (1), 1CT7
2), 106 (3), 10 8 (4).
Hellerov medij.

Fig. 4. The effect of 2,4-D on A segments in concentrations: 108 (1),
107 (2), 106 (3), 10-5 (4).
Heller's medium.

SI. 5. Djelovanje 2,4-D na B-segmente u koncentracijama: 108 (5), 107
(6), 10-6 (7), 10“5 (8).
Hellerov medij.

Fig. 5. The effect of 2,4-D on B segments in concentrations:
108 (5), 107 (6), 10“« (7), 10“5 (8).
Heller's medium.

Tabla IV — Plate 1IV.

Sl. 6. Djelovanje 2,4-D na B-segment. Koncentracije:
a) 108 b) 10°7, c) 10-«, d) 105.

Fig. 6. The effect of 2,4-D on B segment. Concentrations:
a) 10"8 b) 10~7, c) 10-6, d) 10-5.

Tabla V — Plate V.

Sl. 7. Djelovanje 2,4,5-T na A-segmente u koncentracijama:
107 (21), 10“« (22), 10“3 (23).
Hellerov medij.

Fig. 7. The effect of 2,4,5-T on A-segments in concentrations:
10°7 (21), 10“« (22), 10“5 (23).
Heller's medium.

Sl. 8. Djelovanje 2,4,5-T na B-segmente u koncentracijama:
107 (24), 106 (25), 10‘5 (26).
Hellerov medij.

Fig. 8 The effect of 2,4,5-T on B-segments in concentrations:
107 (24), 10« (25), 10‘5 (26).
Heller's medium.

Tabla VI — Plate VI.

SI. 9. Djelovanje kinetina na A-segmente u koncentracijama:
108 (33), 107 (34), 10“« (35), 10“5 (36).
Hellerov medij.

Fig. 9. The effect of kinetin on A-segments in concentrations:
108 (33), 10°7 (34), 10“6 (35), 10“5 (36).
Heller's medium.

SI. 10. Djelovanje kinetina na B-segmente u koncentracijama:

108 (37), 10°7 (38), 10“« (39), 10“3 (40).
Hellerov medij.

Fig. 10. The effect of kinetin on B segments in concentrations:
108 (37), 107 (38), 10“« (39), 105 (40).
Heller's medium.
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Hipokotil moZe pod utjecajem visokih koncentracija auksina (10~* do
I04) pokazivati kalusni rast. To pokazuju pokusi sa zrelim embrijem
graha (Gardiner, 1940). Narayanaswami (1959 pod utje-
cajem adenina (40 mg/l) i IAA (2mg/l) opaZza abnormalnu proliferaciju
skuteluma embrija biljke Pennisetum sp. u vidu kalusnih nakupina,
povecani koleoptil i zakocen rast osi »vrSak-korijen«. Opsezni radovi,
koje su izvrSili van Overbeek i suradnici (1941, 1942) i van
Overbeek (1942) znaCajan su prilog znanju o rastu embrija. Poka-
zali su da je zreli embrio vrste Datura stramonium sposoban sam sebi
stvoriti faktore potrebne za rast i na sasvim jednostavnom mediju,
koji je sadrzao samo minerale i SeCer, te izrasti u bilj¢icu. Proem-
brio te biljke u prisustvu kokosovog mlijeka se u tami za desetak dana
razvija u embrio. Rast korijena bio je zakocen. ZnaCi, kokosovo mli-
jeko sadrzi »embrio-faktor«, koji uzrokuje proliferaciju stanica ili kon-
tinuiranost meristemske aktivnosti. (Zna se da auksini u vecoj kon-
centraciji izazivaju inhibiciju rasta korijenja, a tzv. »leaf-growth« fak-
tor pojaano rastenje kotiledona). Taj efekt je u ovim pokusima opa-
Zen u prisustvu svjetlosti.

A-segmentu odgovaralo je tkivo hipokotila s vrSnim meristemom,
a B-segmentu donji dio hipokotila, koji je bio liSen korelacijskih
odnosa. Submerzno zasadeni segmenti (si. 1 i 2) uvijek su pokazivali
mnogo slabiji rast od onih zasijanih povrSinski i slabo su se razvijali
ne pokazujuci nikakvu diferencijaciju. Na temelju ovog podatka mogli
bismo zakljuciti da oni pripadaju skupini tkiva visokog diSnog kvoci-
jenta, kao npr. Lupinus albus (Bali, 1946), Sto ukazuje na to da svi
primami meristemi ne moraju biti karakterizirani niskom potrebom Kki-
sika. Efekt kisika na rast apikalnih meristema prikazali su u svojim
radovima Wardlaw i Allsopp (1948).

Hellerov medij bio je najpogodniji od svih ispitanih hranidbenih
podloga. Nakon mjesec dana kultiviranja A-segment produzio se u
oko 4—5cm dugi hipokotil sa slabo naznacenim vrSkom (si. 1). Jedino
na kompletnom MS-mediju A-segment uzgajan na svjetlosti razvio se
u normalnu biljéicu s dugim normalnim korijenjem i pravilnim lis-
tovima. A-segment bio je uvijek sposoban razviti na osnovnom mediju
korjenci¢e, mada slabe, npr. za razliku od A-segmenta vrste Lupinus
Hartwegii Lindl (Lee 1955 a, b). Dodatak kokosovog mlijeka u
koncentraciji 10% pogodovao je razvitku hipokotila (tabela 5), a isto
tako i dodatak same IAA u koncentraciji 106 (si. 3b). Zanimljivo je,
da su A-segmenti nakon kultiviranja s adeninom bili normalni, mozda
Cak i neSto snazniji, nego u kontroli. Prema podacima koje navodi
Lee (1955a) dodatak samog adenin-sulfata u koncentraciji od 40 mg/1
inhibirao je rast segmenata embrija. Upotrijebila sam prirodni ade-
nin i to u znatno niZzoj koncentraciji (0,1, 1 i 10mg/l) i ne znam
da li i u ovom slutaju visoke koncentracije ne bi djelovale inhibi-
torno. U pokusima koje je izveo Bali (1946) adenin-sulfat nije imao
utjecaja na rast. Dodatak 0,5% ekstrakta kvasca kokosovom mlijeku
takoder je dozvoljavao dobar rast hipokotila (tabela 5). Nakon mje-
sec dana kultiviranja B-segment bi se na osnovnom mediju razvio u
kratki fragment hipokotila (0,5—1cm) s korjen¢i¢éima na korijenskoj
strani. Ovi su najc¢eS¢e bolje razvijeni od onih na A-segmentu (si. 2).
IAA u koncentraciji od 10°®i 105 pojacala je broj induciranih korjen-
Cica (si. 3b i 3c), poremetila polarnost njihovog javljanja, no takoder
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zakoCila njihov produZzni rast. Razvoj hipokotila bio je snazno zako-
¢en dodatkom hormona rasta u visokim koncentracijama. Tako doda-
tak 2,4-D (10-6) mediju, koji je sadrzavao kokosovo mlijeko, prijeCi dje-
lovanje C. M. te je razvitak hipokotila i korjenti¢éa bio zakofen na-
suprot rastu nediferenciranog stanicja, koji je bio potaknut (tabela 5).
Dodatak same 2,4-D u koncentraciji 10’6 i 105 Hellerovom osnovnom
mediju takoder je pogodovao razvitku nediferenciranog stanicja (si. 4
i 5 na Stetu razvitka hipokotila i korijena, bez obzira da li se ra-
dilo o segmentu A ili B. Istu pojavu nalazimo i kod dodatka 2,4,5-T.
Rizogeneza je bila jako inhibirana. Zajednic¢ki dodatak podlozi kine-
tina i IAA (obje u koncentraciji 106) snazno su zakoCili razvitak hipo-
kotila, no nisu sasvim zakocCili razvitak korijena (tabela 5). Sam kine-
tin u koncentraciji 10’6 i 10’5 (si. 9) takoder je imao snazan inhibi-
torni efekt na razvitak hipokotila, no na Hellerovom mediju nije
uvjetovao ni neki znaCajniji rast kalusa. Kinetin u koncentraciji 107
omogucio je razvitak epikotila s vrskom. To je bio jedini slutaj u
kome smo postigli da se epikotil produzio. U eksperimentima, koje
je izvrSio Bali (1946) mogle su se razviti biljCice iz izoliranih vrs-
kova vrsta Tropaeolum majus i Lupinus albus u odredenim uvjetima
na Robbinsovom osnovnom mediju. U sluCaju bundeve A-segment je
jedino na MS-mediju i na svijetlosti bio sposoban narasti u nor-
malnu biljku. To pokazuje da je tkivu embrija bundeve potrebna pod-
loga mnogo bogatija mineralnim solima nego Sto su to npr. Robbinsov,
Hellerov ili Whiteov medij.

Zaklju ¢ak

Koriste¢i metodu kulture biljnog tkiva, istrazeno je morfogenetsko
djelovanje niza stimulatora rasta na odrezane segmente zrelog embrija
vrste Cucurbita pepo L. Na temelju ovih istraZivanja moglo se zaklju-
Citi ovo: Segmenti embrija kultivirani submerzno nisu pokazivali svojs-
tva organogeneze. Uzgajani su povrSinski na tri osnovna hranidbena
medija (Hellerov, Robbinsov i Whiteov), od kojih je najpogodniji bio
Hellerov. Na njemu je prirast svjeze i suhe tvari bio najvedi.

Na osnovhom hranidbenom mediju segmenti su se kultivirani povr-
Sinski, diferencirali u hipokotil (A-segment 4—5cm duZine, i B-segment
0,5—1cm) i na proksimalnoj strani razvili korjenci¢e. Korijenje je bilo
u pravilu bolje razvijeno na B-segmentu.

Sprecavanje razvitka hipokotila i odsutnost bilo kakve organogeneze
postignuto je visokim koncentracijama stimulatora rasta npr. 2,4-D u
koncentracijama 106 i 10"5 2,4,5-T u koncentracijama 106 i 10’5
i samog kinetina u koncentracijama 106 i 10’5 Zajednicko djelovanje
IAA i Kinetina sprecavalo je diferencijaciju hipokotila, no nije potpuno
inhibiralo rizogenezu. Kinetin u koncentraciji 10”7 pogodovao je raz-
vitku epikotila, iako je on bio slab zbog nepogodnosti osnovnog medija.
Visoke koncentracije supstanca rasta npr. 2,4-D izazivale su dedife-
rencijaciju stanica tzv. »embrijskog tipa« veliine oko 20 pm.

*

Srdac¢no zahvaljujem prof. dr Zvonimiru Devideu, proc€elniku Odjela za
fiziologiju Instituta za botaniku SveuciliSta u Zagrebu, na savjetima i pomoci
koje mi je pruzao u toku rada.
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SUMMARY

GROWTH OF FRAGMENTS OF MATURE PUMPKIN EMBRYOS
CULTIVATED IN VITRO

Sibila Jelaska
(Institute of Botany. University of Zagreb)

The growth of the segments A and B of mature embryos of pump-
kin (Cucurbita pepo L.) has been studied in vitro. The segments were
0,5—0,75mm long. The segment A corresponded to the upper part of
hypocotyl tissue with epicotyl and apical meristem, the segment B
to the lower part of the hypocotyl, which was deprived of correlative
relations.

The experiments have given the following results: When submer-
ged, the embryo segments did not show any signs of organogenesis and
the increase of fresh and dry weight was considerably smaller than
in segments which were cultivated on the surface of the medium.
From three different nutrient media, which were used, (Heller's Rob-
bin’s and White's) Heller's medium was the most suitable one and
caused the highest increase in fresh and dry weight of explants. Howe-
ver, the segment A was able to grow into a normal plant only on
Murashige—Skoog medium. These facts are quite in agreement with
our further investigations on the needs of pumpkin tissue for a basic
medium rich in salts e. g. the MS-medium.

When cultivated on the surface of a basic nutrient medium, say
Heller's medium, the segments differentiated into hypocotyls (the A-
-segments became 4—5cm long, and the B-segments 05—1cm) and
into weak roots (on the proximal side of segments). The application of
IAA in high concentrations (10-5) induced roots also on the distal
part of the segments, especially on B-segments. As a rule the roots
were more vigorously developed in B-segments.
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The addition of coconut milk in concentration of 10% stimulated
the development of the hypocotyl, just as the addition of the IAA in
a concentration of 10% It is interesting that after a cultivation with
adenine the A-segments were more vigorous than in the control. An
addition of 0,5% yeast extract to the medium containing coconut milk
also allowed a vigorous growth of the hypocotyl.

In concentrations 106 and 105 the IAA increased the number of
induced roots, disturbed the polarity of their formation and inhibited
their elongation.

High concentrations of growth stimulators, as e. g. 2,4-D (10-6
and 1CIH or 2,4,5-T (10-6 and 105) inhibited any organogenesis. The
addition of 2,4-D (10-6) to the medium containing coconut milk, pre-
vented the action of coconut milk so that the development of hypo-
cotyl and roots was inhibited as compared to the growth of undiffe-
rentiated tissue which was slightlly stimulated.

In concentrations of 108 and 10% kinetin had a strong inhi-
bitory effect on the development of hypocotyl even without any ad-
dition of other substances. At a concentration of 107 the kinetin
enabled the development of the epicotyl with the apex.

The addition of both kinetin and IAA (both in concentration 10-6)
strongly inhibited the development of hypocotyl.

In addition to the inhibition of the hypocotyl differentiation high
concentrations of growth stimulators (e. g. 2,4-D) induced cell dedif-
ferentiation and the appearance of cells of embryonic type, about 20 pm
in diameter.
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