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Rezime. Za uspesnu mikropropagaciju, izmedu drugih in vitro faktora, veoma je vazna upotreba optimalnih ti-
pova i koncentracija biljnih regulatora rastenja. Sa ciljem da se optimalizuje in vitro multiplikacija podloge za
tresnju Gisela 5, proucavan je uticaj razlicitih citokinina: benzil adenin (BA), izopentenil adenin (2iP), kinetin
(KIN) i tidiazuron (TDZ) u koncentraciji od 0,2, 0,4, 1, 2 i 3 mg I samostalno i u kombinaciji sa auksinom in-
dol-3-buterna kiselina (IBA) u koncentraciji od 0,1, 0,5 i 1 mg I"1. U svim kombinacijama kori§cen je kao osnov-
ni medijum Murashige & Skoog (1962). Praceni su sledeci parametri multiplikacije: indeks multiplikacije, duZzi-
na osovinskog i lateralnih izdanaka, kao i sveZa i suva masa kalusa i izdanaka (izdanak — stablo sa listovima).
Pracene su takode i neke specifi¢ne pojave kao $to su boja, veli¢ina listova i kalusa, pojava hloroze, nekroze i ri-
zogeneze u fazi multiplikacije. Najvedi indeks multiplikacije dobijen je na medijumu sa 2 i 3 mg I/ BA, a duZi-
na osovinskog i lateralnih izdanaka na medijumu 0,4 mg I/ BA. Generalno, vrlo slaba multiplikacija je dobije-
na na medijumima sa 2iP, KIN i TDZ, dok je u mnogim kombinacijama sa 2iP i KIN, a posebno sa KIN indu-
kovana rizogeneza. Dobijeni rezultati ukazuju da je izbor citokinina za fazu multiplikacije (u odnosu na sve pra-
¢ene parametre) podloge za treSnju Gisela 5 ogranicen na upotrebu BA. Medutim, za brzu mikropropagaciju sje-
dinjavanjem faze oziljavanja i multiplikacije moze se koristiti i KIN. Za dobijanje snaznih izdanaka (u fazi izdu-
Zivanja koja prethodi fazi oZiljavanja) mogu se koristiti KIN i 2iP.

Kljucne re€i: citokinini, podloga za tresnju, in vitro multiplikacija, indukcija korenova

Uvod

Gisela 5 je inerspecijes hibrid nastao ukrStanjem iz-
medu Prunus cerasus X Prunus canescens (No.
148/2), i jedna je od najuspesnijih i najvise rasirenih
slabobujnih podloga za tre$nju (Ruzi¢ et al., 2000).
Podloga Gisela 5 utice na bo¢no grananje sa Sirokim
uglovima, na ranu i visoku rodnost (Mihailovic-Bo-
$njak et al., 2012), i reducira rast za 50% i vise (Long,
2009).

Neki autori su proucavali mikropropagaciju ove
podloge sa osvrtom na uticaj i usvajanje makroeleme-
nata iz medijuma, kao $to su RuZi¢ et al. (2000), dok
su Nacheva & Gercheva (2009) proucavali uticaj raz-
licitih koncentracija auksina i ugljenih hidrata na mul-
tiplikaciju podloge Gisela 5.

Danas je poznato vise od 200 prirodnih i sintetic-
kih citokinina, a lista njihovih fizioloskih efekata je
vec poznata. Mnogi su veoma efikasni u in vitro siste-
mima, iako zahtevi razli¢itih biljnih vrsta, u pogledu
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tipa i optimalne koncentracije neophodne za uspesno
in vitro rastenje i multiplikaciju, mogu biti znac¢ajno
razliciti (Huetteman & Preece, 1993). Poznato je da ci-
tokinini uti¢u na Celijsku deobu i ekspanziju celija u
kulturi biljnog tkiva i mnoga proucavanja su se upra-
vo odnosila na tip i koncentraciju odgovarajuceg cito-
kinina za svaku biljnu vrstu.

Citokinini se svrstavaju u dve velike grupe: sinte-
ticki derivati fenilurea, kao Sto je 1-phenyl-3-(1,2,3-
thidiazol-5-yl)urea (thidiazuron; TDZ) i derivati ade-
nina, medu kojima ima prirodnih citokinina, kao §to su
kinetin (KIN) i benzil adenin (BA) (Kadota & Niimi,
2003). Benzil adenin se iroko koristi u mikropropaga-
ciji vrsta vocaka i dao/daje veoma dobre rezultate u
kombinaciji sa razli¢itim auksinima (RuZi¢ & Vujo-
vié, 2008; Ruzic et al., 2000; RuZic et al., 2001).

Tidiazuron je potentan biljni regulator rastenja pa
se kod mnogih drvenastih biljnih vrsta uglavnom kori-
sti u ekstremno niskim koncentracijama za stimulaciju
proliferacije izdanaka aksilarnog porekla (Huetteman
& Preece, 1993). Proucavanja uticaja TDZ su dostigla
svoj maksimum 90-tih godina XX veka.

Medutim, citokinini isopentenil adenin (2iP) i ki-
netin (KIN) se rede koriste za mikropropagaciju razli-
Citih vrsta vodaka (Ruzi¢ & Cerovic¢, 1985; Jaakola et
al., 2001; Ostrolucka et al., 2004; RuZzi¢ & Vujovic,
2008).

S obzirom na vaZnost in vitro multiplikacije, cilj
ovih istraZivanja je da se razvije protokol za optimiza-
ciju uslova ove faze upotrebom 4 vrste citokinina u
razli¢itim koncentracijama (BA, TDZ, 2iP i KIN), u
kombinaciji sa auksinom IBA.

Materijal i metode

Biljni materijal. Asepti¢na kultura podloge za tresSnju
Gisela 5 (Prunus cerasus x Prunus canescens), Kao i
multiplikacija izdanaka je uradena u Laboratoriji za
kulturu tkiva (Odeljenje za fiziologiju vocaka) Institu-
ta za vocarstvo, Cacak (Republika Srbija).

Pre postavljanja na odgovarajuci hranljivi medi-
jum, izdanci su supkultivisani na tim istim medijumi-
ma jedan pasaZz, kako bi se izbegao efekat rezidua, ta-
ko da su morfometrijska merenja, kao i uzorci za sve-
Zu/suvu masu uzimani iz druge supkulture svakog me-
dijuma.
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Hranljivi medijumi/podloge. Regeneracioni hranljivi
medijum za inicijaciju rozete je bio Murashige & Sko-
og (1962) (MS) sa u mg I-: benzil adenin (BA) 2, in-
dol-3-buterna kiselina (IBA) 0,5 i giberelna kiselina
(GAj3) 0,1. Posle uspostavljanja asepti¢ne kulture iz-
danci su umnoZavani na MS medijumu sa umg /-/: BA
1, IBA 0,1 i GA; 0,1. Kada je umnoZen dovoljan broj
izdanaka za uspostavljanje ogleda, isti su postavljani
na MS medijum sa: BA, 2iP, KIN i TDZ u koncenttra-
cijama o0d 0,2, 0,4, 1,2 i3 mg I/, pojedina¢no i u kom-
binaciji sa auksinom IBA u koncentracijama od 0,1,
0,5,1 1 mg I1. Osnovni rastvor (,,stock solution*) TDZ
je pravljen rastvaranjem sa DMSO i sterilisanjem u
autoklavu. Pre sterilizacije autoklaviranjem pH vred-
nost svih medijuma je podeSavana na 5,75 sa 0,1 N
KOH.

Svi medijumi su sterilisani u autoklavu 20 min.
na 120 °C, a sadrZavali su agar u koncentraciji od 7
g ! i saharozu 20 g /.

Parametri multiplikacije. Parametri multiplikacije su
determinisani kori§¢enjem standardne morfometrije.
Izdanci manji od 0,5 cm nisu uzimani u razmatranje.

Praceni su sledeci parametri: indeks multiplikaci-
je, duZina osovinskog i lateralnih izdanaka. Pracena je
takode sveza (FW) i suva masa (DW) kalusa, osovin-
skih i lateralnih/bocnih izdanaka (stablo i listovi). Iz-
danci su po vadenju sa medijuma ispirani sterilnom
vodom, osuseni sa filter papirom i onda je odredivana
sveZa masa merenjem. Za odredivanje suve mase, iz-
danci su suSeni u susSnici na 65-70 °C, 48 h.

Pracene su i neke specifi¢ne pojave, kao §to je bo-
ja, veli¢ina kalusa i listova, uvijenost listova, pojava
hloroze ili nekroze i rizogeneze.

Uslovi gajenja biljaka. Kulture su gajene u klimatizo-
vanoj prostoriji u uslovima fotoperioda 16 k svetlost/8
h mrak sa intenzitetom svetla od 41 umol m-2s-! na po-
vr$ini biljaka, Sto su obezbedivale bele fluorescentne
lampe od 40 W, 6,500 °K. Temperatura u prostoriji za
gajenje je bilaod 23 + 1 °C.

Obrada podataka. Dobijene vrednosti su analizirane
ANOVA i F-test-om, kao i pojedina¢nim Dankanovim
testom viSestrukih intervala za P < 0,05. Ogled je po-
stavljen sa 6 posuda za gajenje x 3 uniformna izdanka
x 80 tretmana (20 medijuma/kombinacija x 4 citokini-
na) x 2 ponavljanja.
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Rezultati

Uticaj dve grupe citokinina, sintetickih derivata feni-
lurea i derivata adenina na fazu multiplikacije vegeta-
tivne podloge za tresnju Gisela 5 je proucavan u ovom
radu.

Najveci indeks multiplikacije sa BA je dobijen ko-
ri§¢enjem koncentracije od 2 mg /- u kombinaciji sa 0,5
mg I/ IBA, a najveca duZina izdanaka sa 0,4 mg [/ BA
(Tab. 1). Na medijumu sa 2 mg I BA i 0,5 mg I/ IBA,
na kome je dobijen najveci indeks multiplikacije izdan-
ci su bili krupni, sa tamno zelenim listovima, i zelenim
do smedim kalusom, ¢vrste nodularne konzistencije (SI.
1 a). Na drugim medijumima sa BA, izdanci su uglav-
nom bili krupni, §to se odrazilo na FW i DW kalusa
(1 mg I BA 10,5 mg I/ IBA) i izdanaka, posebno u
koncentraciji od 3 mg I/ BA (Graf. 1).

Na medijumima sa TDZ, indeks multiplikacije ni-
je prelazio 1,56 (Tab. 2), ali su sveZa i suva masa bile
vece, posebno kalusa (Graf. 2). Na nekim medijumima

uopSte nije bilo multiplikacije (Tab. 2). Osnovne ka-
rakteristike izdanaka gajenih na ovim medijumima su:
kratki i jaki izdanci, veliki, ¢vrsti listovi i nodularan
kalus (SI. 1 b). Na listovima su uocavani i sporadi¢ni
znaci hloroze i nekroze, kao i formiranje kalusa u do-
diru sa medijumom.

Osobine biljaka gajenih na medijumima sa 2iP su
bile: veliki i §iroki listovi, jaki izdanci bez multiplika-
cije (Tab. 3), ali sa pojavom rizogeneze u osnovi izda-
naka (SI. 1 ¢). Procenat oZiljavanja se kretao do 16,7%
na medijumu sa 0,4 mg (-1 2iP i I mg -1 IBA (Tab. 3).
Masa kalusa je imala linearan trend povecanja sa po-
vecanjem koncentracije IBA (Graf. 3).

Na medijumima sa KIN izdanci su bili krupni sa
velikim listovima i smedim ili tamnosmedim nodular-
nim, kompaktnim kalusom. Najveca FW nije dostiza-
la onu dobijenu na medijumima sa BA, 2iP i TDZ
(Graf. 4). Izdanci nisu multiplicirali, a duZina osovin-
skog izdanka je bila najve¢a na medijumima sa najvi-
Som koncentracijom KIN (3 mg /) i IBA (1 mg [-1)
(Tab. 4).

Tab. 1. Multiplikacija in vitro podloge za tre$nju Gisela 5 na medijumima sa BA
Multiplication in vitro of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media with BA

Oznaka medijuma BA IBA Indeks multiplikacije DuZina osovinskog izdanka DuZina bo¢nih izdanaka
Mark of media (mg I'1) (mg 1) Multiplication index Length of axial shoot Length of lateral shoots
(cm) (cm)
B1 0,2 0 2,17 be* 1,68 def 0,66 cde
B2 0,2 0,1 1,61 efg 1,94 abc 0,61 cde
B3 0,2 0,5 1,28 fgh 1,63 efg 0,70 bed
B4 0,2 1,0 1,28 fgh 1,57 efgh 0,74 be
BS 0,4 0 1,89 cde 2,15a 1,1l a
B6 0,4 0,1 1,44 fgh 1,88 bed 1,22 a
B7 0,4 0,5 2,17 be 2,07 ab L,1la
BS 0,4 1,0 2,00 cd 1,95 abc 1,09 a
B9 1 0 1,11 h 1,32 hijk 0,50 e
B10 1 0,1 1,22 gh 1,09 k 0,57 cde
B11 1 0,5 2,28 abc 1,42 ghi 0,83 b
B12 1 1,0 1,45 fgh 1,42 ghi 0,64 cde
B13 2 0 1,50 efgh 1,24 jk 0,57 cde
B14 2 0,1 1,33 fgh 1,13 jk 0,58 cde
BI15 2 0,5 2,6la 1,57 efgh 0,70 bed
B16 2 1,0 1,50 efgh 1,36 hij 0,54 de
B17 3 0 2,58 a 1,79 cde 0,69 bed
BI18 3 0,1 1,50 efgh 1,39 ghi 0,58 cde
B19 3 0,5 2,44 ab 1,46 fghi 0,58 cde
B20 3 1,0 1,67 det 1,09 k 0,57 cde

* ProseCne vrednosti za ispitivane parametre koje su u istoj koloni obeleZene istim slovima nisu statisticki znac¢ajno razlicite — Duncan-ov test
viSestrukih intervala za P < 0,05/Means followed by the same letter within columns are not significantly different at the P < 0.05 level of sig-

nificance using Duncan’s Multiple Range Test
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) d)

Sl. 1. Izdanci podloge za tre$nju Gisela 5 na medijumu sa: a) 2 mg I/ BA + 0,5mg I/ IBA; b) 3 mg I/ TDZ + 1 mg I IBA; ¢) 0,4 mg I 2iP
+ 0,1 mg I IBA; d) 0,2 mg I KIN + 0,5 mg I/ IBA

Fig. 1. Shoots of sweet cherry rootstock Gisela 5 on medium with: a) 2 mg I-/ BA + 0.5 mg I/ IBA; b) 3 mg Il TDZ + I mg I IBA; c¢) 0.4 mg
11 2iP + 0.1 mg I1 IBA; d) 0.2 mg I/ KIN + 0.5 mg I-! IBA

Medutim, na medijumima sa najniZom koncen- ljaka (0,2 mg I/ KIN i 1 mg I IBA) (Tab. 4). OZilje-

tracijom KIN (0,2 mg /-7) u kombinaciji sa svim kori- ne biljke su imale izuzetno velike, tamnozelene listo-
S¢enim koncentracijama IBA (0,1, 0,51 1 mg I!) uoCe- ve, dobro razvijene i bele, radijalne korenove sa ruZi-
na je rizogeneza, dostiZzuci ¢ak do 66,7% oZiljenih bi- Castom pigmentacijom vrhova (SI. 1 d).
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Graf. 1. SveZa i suva masa izdanaka (u g) podloge za tre$nju Gisela 5 na medijumima sa BA; *O (osovinski) + L (lateralni izdanci)
Graph 1. Fresh and dry shoot weight (in g) of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media with BA; *A (axial) + L (lateral shoots)

Tab. 2. Multiplikacija in vitro podloge za tresnju Gisela 5 na medijumima sa TDZ
Multiplication in vitro of sweet cherry rootstock Gisela S on media with TDZ

Oznaka medijuma TDZ IBA Indeks multiplikacije DuZina osovinskog izdanka DuZina bo¢nih izdanaka
Mark of media (mg I-) (mg I-) Multiplication index Length of axial shoot Length of lateral shoots
(cm) (cm)
TO1 0,2 0 1,00 c* 1,36 a -
T02 0,2 0,1 1,17 be 1,14 be 0,60 a
TO3 0,2 0,5 1,00 ¢ 1,12 bed -
T04 0,2 1,0 1,00 ¢ 0,71 g -
TO5 0,4 0 1,11 be 0,92 ef 0,50 b
TO6 0,4 0,1 1,00 ¢ 0,98 cde -
TO7 0,4 0,5 1,00 ¢ 1,24 ab -
TO8 0,4 1,0 1,00 ¢ 1,21 ab -
T1 1 0 1,17bc 1,21 ab 0,53 ab
T2 1 0,1 1,17 be 1,12 bed 0,50 b
T3 1 0,5 1,00 ¢ 0,96 de -
T4 1 1,0 1,17 be 0,88 ef 0,50 b
T5 2 0 1,17 be 1,33a 0,50 b
T6 2 0,1 1,39 ab 0,92 ef 0,50 b
T7 2 0,5 1,50 a 0,94 ef 0,52 ab
T8 2 1,0 1,06 ¢ 0,69 g 0,50 b
T9 3 0 1,56 a 0,90 ef 0,50 b
T10 3 0,1 1,00 ¢ 1,23 ab -
T11 3 0,5 1,00 ¢ 0,88 ef -
T12 3 1,0 1,56 a 0,77 fg 0,50 b

* Prosecne vrednosti za ispitivane parametre koje su u istoj koloni obeleZene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite — Duncan-ov
test viSestrukih intervala za P < 0,05/Means followed by the same letter within columns are not significantly different at the P < 0.05 level of
significance using Duncan’s Multiple Range Test
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Graf. 2. Sveza i suva masa izdanaka (u g) podloge za treSnju Gisela 5 na medijumima sa
Graph 2. Fresh and dry shoot weight (in g) of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media

Tab. 3. Multiplikacija in vitro podloge za tre$nju Gisela 5 na medijumima sa 2iP
Multiplication in vitro of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media with 2iP

O FW kalus/callus

T9 TI0 TIL TI2

TDZ; *O (osovinski) + L (lateralni izdanci)
with TDZ; *A (axial) + L (lateral shoots)

Oznaka medijuma  2iP IBA  Indeks multiplikacije DuZina osovinskog izdanka

Duzina bo¢nih izdanaka % oziljenih izdanaka

Mark of media (mg I'1) (mg 1) Multiplication index Length of axial shoot Length of lateral shoots Rooted shoots
(cm) (cm) (%)
P1 0,2 0 1,00 ns* 1,31 def** - -
P2 0,2 0,1 1,00 1,36 cdef - -
P3 0,2 0,5 1,00 1,35 cdef - 5,56
P4 0,2 1,0 1,00 1,33 cdef - 11,11
P5 0,4 0 1,00 1,50 bed - -
P6 0,4 0,1 1,00 1,43 cde - -
P7 0,4 0,5 1,00 1,29 defg - 5,56
P8 0,4 1,0 1,00 1,22 efg - 16,67
P9 1 0 1,00 1,27 defg - -
P10 1 0,1 1,00 1,00 h - -
P11 1 0,5 1,00 1,14 fgh - -
P12 1 1,0 1,00 1,10 gh - -
P13 2 0 1,00 1,56 be - -
P14 2 0,1 1,00 1,46 cd - -
P15 2 0,5 1,00 1,88 a - -
P16 2 1,0 1,00 1,71 ab - -
P17 3 0 1,00 1,88 a - -
P18 3 0,1 1,00 1,70 ab - -
P19 3 0,5 1,00 1,36 cdef - -
P20 3 1,0 1,00 1,11 gh - -

*ns — nema znacajnih razlika; **Prosecne vrednosti za ispitivane parametre koje su u

znacajno razli¢ite — Duncan-ov test viSestrukih intervala za P < 0,05/*ns — non significant;

istoj koloni obeleZene istim slovima nisu statisticki
**Means followed by the same letter within columns

are not significantly different at the P < 0.05 level of significance using Duncan’s Multiple Range Test
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Graf. 3. SveZa i suva masa izdanaka (u g) podloge za tre$nju Gisela 5 na medijumima sa 2iP; *O (osovinski) + L (lateralni izdanci)
Graph 3. Fresh and dry shoot weight (in g) of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media with 2iP; *A (axial) + L (lateral shoots)

Tab. 4. Multiplikacija in vitro podloge za tre$nju Gisela 5 na medijumima sa KIN
Multiplication in vitro of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media with KIN

Oznaka medijuma KIN IBA  Indeks multiplikacije DuZina osovinskog izdanka  DuZina bo¢nih izdanaka % oZiljenih izdanaka
Mark of media (mg I'1) (mg I-!) Multiplication index Length of axial shoot Length of lateral shoots Rooted shoots
(cm) (cm) (%)
KIN1 0,2 0 1,00 ns* 1,39 cd** - 5,56
KIN2 0,2 0,1 1,00 1,31 cde - 22,22
KIN3 0,2 0,5 1,00 1,02 hi - 22,22
KIN4 0,2 1,0 1,00 0,90 i - 66,67
KINS 0,4 0 1,00 1,09 gh - -
KIN6 0,4 0,1 1,00 1,19 efg - -
KIN7 0,4 0,5 1,00 1,00 hi - -
KIN8 0,4 1,0 1,00 1,41 bed - -
KIN9 1 0 1,00 1,37 cd - -
KIN10 1 0,1 1,00 1,16 fg - -
KIN11 1 0,5 1,00 1,16 fg - -
KIN12 1 1,0 1,00 1,02 hi - -
KIN13 2 0 1,00 1,19 efg - -
KIN14 2 0,1 1,00 1,22 et - -
KIN15 2 0,5 1,00 1,00 hi - -
KIN16 2 1,0 1,00 1,29 de - -
KIN17 3 0 1,00 1,42 be - -
KIN18 3 0,1 1,00 1,50 b - -
KIN19 3 0,5 1,00 1,24 ef - -
KIN20 3 1,0 1,00 1,67 a - -

*ns — nema znacajnih razlika; **Prosecne vrednosti za ispitivane parametre koje su u istoj koloni obeleZene istim slovima nisu statisticki
znacajno razlicite — Duncan-ov test viSestrukih intervala za P < 0,05/*ns — non significant; **Means followed by the same letter within columns
are not significantly different at the P < 0.05 level of significance using Duncan’s Multiple Range Test
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Graf. 4. SveZa i suva masa izdanaka (u g) podloge za treSnju Gisela 5 na medijumima sa KIN; *O (osovinski) + L (lateralni izdanci)
Graph 4. Fresh and dry shoot weight (in g) of sweet cherry rootstock Gisela 5 on media with KIN; *A (axial) + L (lateral shoots)

Diskusija

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da
postoje razlike u delovanju i usvajanju citokinina, pre-
poznavanju od strane celija ili mehanizmima njihovog
delovanja. Tako se citokinini prema svom dejstvu u
naSem ogledu mogu podeliti u dve grupe: vrlo aktivna
grupa gde spada samo BA, i slabo aktivna grupa sa
TDZ, 2iP i KIN koji su pokazali slabiji uticaj na fazu
multiplikacije podloge za tre$nju Gisela 5. Sli¢ni re-
zultati su dobijeni sa nekim drugim vrstama vocaka
kao Sto su: tresnja cv Lapins (Ruzi¢ & Vujovic, 2008),
kruska Pyris pyrifolia N. (Kadota & Niimi, 2003) ko-
ji su takode uocili da BA ima bolji efekat nego TDZ ili
KIN, odnosno da je BA pogodniji za multiplikaciju
nego derivati fenilurea. Veca regeneraciona sposob-
nost je takode dobijena kada je koris¢en BA u odnosu
na TDZ i meta-topolin kod Prunus microcarpa subsp.
tortusa (Nas et al., 2010), i bolja inicijacija i izduZi-
vanje novoformiranih izdanaka leske Corylus avellana
L. (Thompson & Deering, 2011).

Citokinin TDZ uglavnom utie na povecanje
formiranja izdanaka, odnosno multiplikaciju in vitro
kod mnogih drvenastih kultura i pokazao se efektniji
od derivata purina, ali kod nekih vrsta je imao slabiji
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uticaj (Ruzi¢ & Vujovic, 2008; Huetteman & Preece,
1993). Mihailovi¢-Bosnjak et al. (2012) u ogledima sa
takode podlogom za treSnju Gisela 5, su zakljucili da
bi se TDZ mogao koristiti u niZim koncentracijama za
aksilarnu multiplikaciju. Upravo su Bijeli¢ et al.
(2006) dobili bolju multiplikaciju genotipa Gisela 5,
ali sa znatno niZim koncentracijama TDZ u odnosu na
one kori§cene u ovom radu. Medutim, Huetteman &
Preece (1993) su ukazali na jednu negativou pojavu
uzrokovanu dejstvom TDZ, kao $to je inhibicija izdu-
Zivanja izdanaka, Sto je potvrdeno i u ovim istraZiva-
njima u poredenju sa efektom ostalih citokinina.

Kod nekih drugih biljnih vrsta, kao $to je ende-
micna vrsta Decaleptis Hamiltonii, najbolja multipli-
kacija je dobijena sa 2iP, u poredenju sa KIN, BA i
TDZ (Giridhar et al., 2005). Pored veoma izduZenih
izdanaka u nekim kombinacijama ogleda sa velikom
masom kalusa, ovaj citokinin nije imao pozitivan uti-
caj na Gisela 5. Augusto (2001) je uporedujuci razlici-
te citokinine zapazio da 2iP, zeatin, kinetin i TDZ uti-
¢u na slabiju produkciju izdanaka po eksplantatu u od-
nosu na BA kod multiplikacije borovnice sorte Brazos.
Podloga za breskvu Flordaguard hibrid izmedu Prunus
persica X Prunus davidiana u tretmanima sa 2iP i ze-
atinom je imala slabu multiplikaciju in vitro, ali je BA
u razlicitim testiranim koncentracijama, a posebno do
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3,66 mg I-! povecao procenat multiplikacije (Radmann
et al., 2011).

Ruzi¢ & Vujovic (2008) su pokazali da KIN ima
slabi uticaj na multiplikaciju treSnje cv Lapins, a
Mansseri-Lamrioui et al. (2011) su takode potvrdili
da KIN ima slabi uticaj na multiplikaciju treSnje Pru-
nus avium L.

U nasem ogledu zapaZena je i pojava rizogeneze
u fazi multiplikacije na medijumima sa KIN i 2iP, a
$to je dobijeno i sa tre$njom cv Lapins (Ruzi¢ & Vu-
jovic, 2008). Pojava oziljavanja u fazi multiplikacije
na medijumima sa KIN, ¢ak i kada nisu kombinovani
sa auksinom je retka kod voc¢nih vrsta. Christianson &
Warnick (1983) su postavili postulat da sposobnost da
se formira odredeni organ moZe biti vodena u zavisno-
sti od odgovarajuceg odnosa auksin/citokinin.

Zakljucak

Dobijeni rezultati ukazuju da je izbor citokinina za fa-
zu multiplikacije (u odnosu na sve pradene parametre)
podloge za tresnju Gisela 5 ograni¢en na upotrebu BA.

Koncentracija citokinina BA od 2 mg /- u kombi-
naciji sa 0,5 mg [/ IBA je dala najbolju multiplikaci-
ju, a koncentracija od 0,4 mg [/ BA je bila najbolja za
duZinu izdanaka.

Medutim, za brzu mikropropagaciju sjedinjava-
njem faze oZiljavanja i multiplikacije moZe se koristi-
ti i KIN, a za dobijanje snaznih izdanaka (u fazi izdu-
Zivanja koja prethodi fazi oziljavanja) mogu se koristi-
ti KIN i 2iP.

Na osnovu dugogodiSnjeg rada u oblasti mikro-
propagacije in vitro, i dobijenih rezultata moZe se ne-
sumnjivo zakljuciti da izbor tipa i koncentracije cito-
kinina za uspeSnu mikropropagaciju zavisi od biljne
vrste, odnosno genotipski je zavistan.
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Abstract

The most important aspect of successful micropropa-
gation. among other in vitro factors, is to use the opti-
mal types and concentrations of plant growth regula-
tors. With the aim of optimization of in vifro multipli-
cation of cherry rootstock Gisela 5 the effect of diffe-
rent cytokinins have been studied: benzyladenine
(BA), isopentenyl adenine (2iP), kinetin (KIN) and
thidiazuron (TDZ) at concentrations of 0.2, 0.4, 1, 2
and 3 mg I/, singly and combined with auxine, indo-
le-3-butyric acid (IBA) at concentrations of 0.1, 0.5,
and / mg [-1. Murashige and Skoog (1962) was the ba-
sic medium used in all combinations. The following
multiplication parameters were monitored: multiplica-
tion index, length of axial and lateral shoots. Fresh and
dry shoot weight (callus and shoots — axial and lateral
stem with leaves) was also determined. Some specific
issues, such as colour, leaf and callus size, incidence
of chlorosis or necrosis along with occurence of
rhyzogenesis, were also monitored. The highest multi-

plication index was obtained on medium with 2 and 3
mg I/ BA, hovewer the highest length of axial and la-
teral shoots was obtained on media with 0.4 mg I-/ BA.
Generally, very poor multiplication was achieved on
media with 2iP, KIN and TDZ whereas in many utili-
zed combinations with 2iP and KIN, and particularly
in those with KIN rhyzogenesis was induced. Obtai-
ned results suggest that the choice of cytokinins for the
phase of multiplication (in regard to all monitored pa-
rameters) of cherry rootstock Gisela 5 is limited to
BA. However, for more rapid micropropagation, thro-
ugh joining rooting and multiplication phases, KIN
may be applied. For obtainment of robust shoots (in
elongation phase, prior to rooting) KIN and 2iP may
also be used.

Key words: cytokinins, cherry rootstock, in vitro mul-
tiplication, root induction
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