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Rezime. U radu je prikazan protokol za mikropropagaciju sorte visnje Calanski rubin (Prunus cerasus L.)
stvorene u Institutu za vocarstvo u Cacku. U cilju razvijanja protokola za brzu i efikasnu mikropropagaciju
ovog genotipa ispitana je promena regenerativne sposobnosti in vitro izdanaka tokom supkultivisanja, kao i uti-
caj promene vrste i koncentracije biljnih regulatora rastenja na fazu multiplikacije i oZiljavanja.

Primenom standardne metode povrsinske sterilizacije pocetnih eksplantata uspostavljena je asepti¢na ku-
lura i inicirane lisne rozete na Murashige i Skoog (1962) (MS) hranljivoj podlozi sa 2,0 mg I/ BAP, 0,5 mg
I 1BA 10,1 mg I/ GA5. Po uspostavljanju asepti¢ne kulture izdanci su multiplicirani u pet uzastopnih supkul-
tura na MS hranljivoj podlozi koja je sadrzavala 0,5 mg I/ BAP u kombinaciji sa po 0,1 mg I IBA i GAj3. Pra-
ceni su sledeci parametri: indeks multiplikacije, duzina osovinskog i bo¢nih izdanaka. U cilju optimizacije fa-
ze multiplikacije, u 5. supkulturi je ispitan uticaj promene koncentracije BAP i/ili vrste auksina (IBA ili NAA)
na parametre multiplikacije, sveZu i suvu masu izdanaka. Utvrdeno je da se supkultivisanjem smanjila regene-
rativna sposobnost izdanaka prikazana kroz indeks multiplikacije u odnosu na prvu supkulturu (3,11), Sto je,
medutim, bilo praceno povecanjem rastenja izdanaka, tako da je najveca prose¢na duZina osovinskog izdanka
(1,22 ¢m) utvrdena u petoj supkulturi. Tako je povecanje koncentracije BAP sa 0,5 na 1,0 mg I/ i promena vr-
ste auksina (NAA umesto IBA) u petoj supkulturi dovelo do povecanja indeksa multiplikacije, zbog znacajnog
smanjenjd duZzine, kao i pojave hiperhidri¢nosti multiplicirani izdanaci nisu bili pogodni za dalje gajenje.

Sorta Caganski rubin je pokazala nizak kapacitet za oZiljavanje na hranljivoj podlozi bez biljnih regulato-
ra rastenja, kao i na hranljivoj podlozi sa 1,0 mg I/ IBA koji je najcesce kori$cen auksin za oZiljavanje vrsta ro-
da Prunus, dok na hranljivoj podlozi sa istom koncentracijom NAA nije uoceno oziljavanje. Najveci procenat
oziljavanja (60,0%) i prosecan broj korenova po oziljenoj biljci (6,3) postignut je gajenjem na hranljivoj podlo-
zi bez biljnih regulatora rastenja uz pretretman uranjanja bazalnog dela izdanaka u rastvor NAA (500 mg [-1).

U uslovima ,,mist* izmaglice procenat aklimatizacije izdanaka oziljenih in vitro (55,6%) je bio znacajno
veci u odnosu na neoziljene izdanke (14,8%), kojima je prethodila indukcija rizogeneze.

Kljucne reci: visnja, asepti¢na kultura, multiplikacija, oZiljavanje, aklimatizacija

Uvod ka, narocito za vegetativne podloge i jagodaste vrste

vocaka. Opravdanost ove metode u vocarstvu je potvr-
Mikropropagacija je naSla najSiru prakti¢nu primenu dena i ¢injenicom da se poslednjih godina sve viSe ko-
od svih in vitro tehnika u vocarstvu, tako da je postala riste sistemi guste sadnje za koje je neophodno kori-
standardni nadin razmnoZavanja za mnoge vrste voca- §cenje ne samo slabo bujnih vegetativnih podloga, vec¢

109



Vujovi¢ T. et al.

Vol. 47, br. 183-184, jul-decembar 2013.

i sadnica (sorti) na sopstvenom korenu (Ruzi¢ & Cero-
vi¢, 2003). Ova savremena metoda vegetativnog raz-
mnoZavanja ima mnogobrojne prednosti u odnosu na
konvencionalne metode razmnoZavanja u vocarstvu.
Njen osnovni cilj je masovna produkcija geneticki
identi¢nih, fizioloski uniformnih i zdravih biljaka, ko-
je mogu biti proizvedene u kratkom periodu vremena.
Pored toga ova metoda je pogodna za brzo uvodenje
novostvorenih sorti i hibrida u proizvodnju, moZe se
koristiti kod biljaka koje se teSko razmnozavaju dru-
gim metodama vegetativnog razmnoZavanja, ali i za
eliminaciju patogena, odnosno dobijanje zdravog sad-
nog materijala oslobodenog virusa, bakterija i gljiva,
kao i za dugo Cuvanje klonskog materijala putem teh-
nika ,,cold storage” i krioprezervacije (Ruzic et al.,
2009).

Prema Tantos et al. (2001) mikropropagacija dr-
venastih vrsta je vrlo ¢esto problemati¢na zbog geno-
tipske specifi¢nosti regenerativnog kapaciteta. Opti-
mizacija mikropropagacije se bazira na izucavanje uti-
caja velikog broja razlicitih faktora koji reguliSu ras-
tenje, razvice i morfogenezu in vitro: biljni regulatori
rastenja, mineralna ishrana, Seceri, gelirajuci agensi,
vitamini, pH vrednost medijuma, uslovi gajenja in vi-
tro (temperatura, intenzitet svetlosti na povrsini kultu-
ra, fotoperiod), duZina i frekvencija supkultivisanja i
dr. Sprovedena istraZivanja su pokazala da, kako bi-
ljne vrste i sorte pokazuju visoku genotipsku specific-
nost u odnosu na pomenute faktore, ne postoji moguc-
nost definisanja univerzalne hranljive podloge za ga-
jenje biljaka in vitro (RuZzié, 1998).

Polazeci od Cinjenice da je efikasnost regeneraci-
je 1 multiplikacije u kulturi in vitro prevashodno de-
terminisana odnosom genotip/sadrZaj biljnih regulato-
ra rastenja u hranljivoj podlozi, prvi korak ka uspesnoj
primeni tehnika klonskog in vitro razmnoZavanja bi-
ljaka, narocito u komercijalnim in vitro laboratorija-
ma, je upravo utvrdivanje optimalnog sadrZaja biljnih
regulatora rastenja u hranljivim podlogama za induk-
ciju morfogenetskih procesa in vitro. U okviru roda
Prunus proucavanja uticaja vrste i koncentracije bi-
ljnih regulatora rastenja na fazu multiplikacije i oZilja-
vanja sprovedena su kod velikog broja sorti (Cerovic¢
& Ruzic, 1987; Ruzié, 1989; Durkovic, 2006; Ruzic &
Vujovic, 2008) i vegetativnih podloga za tre$nju i vi-
$nju (Ruzic, 1998; Hepaksoy, 2004; Dziedzic & Malo-
dobry, 2006; Ruzic et al., 2007; Sedlak et al., 2008;
Buyukdemirci, 2008) i dr. Najcesce koriscen citokinin
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u mikropropagaciji predstavnika ovoga roda je N6-
benzil-aminopurin (BAP), i u mnogim istraZivanjima
se pokazao kao efikasniji od drugih citokinina koji pri-
padaju grupi purinskih derivata kao §to su N6-(2-izo-
pentil)-adenin, ili kinetin (Muna et al., 1999; Ruzi¢ &
Vujovié, 2008), ili i od sintetickih fenilurea derivata
kao $to je tidiazuron (Ruzi¢ & Vujovié, 2008; Sedlak
& Paprstein, 2008).

U ovom radu je prikazan protokol za mikropropa-
gaciju sorte vi$nje Cacanski rubin stvorene u Institutu
za vocarstvo u Cacku. U cilju razvijanja protokola za
brzu i efikasnu mikropropagaciju ovog genotipa po-
sebna paZnja je posvecena ispitivanju promene rege-
nerativne sposobnosti in vitro izdanaka tokom supkul-
tivisanja, kao i uticaja promene vrste i koncentracije
biljnih regulatora rastenja na faze multiplikacije i oZi-
ljavanja.

Materijal i metode

Biljni materijal i uspostavijanje asepticne kulture.
Sorta visnje Cacanski rubin (Prunus cerasus L.) je na-
stala ukrStanjem sorti Shasse Morello x Koroser Weic-
hsel. Stvorena je u Institutu za vocarstvo u Cacku
1960. godine, a za sortu je priznata 1973. godine.
Grancice viSnje sa pupoljcima u fazi mirovanja
vegetacije (januar—februar) su odsecane i postavljane
na kretanje u laboratorijskim uslovima, na sobnoj tem-
peraturi. Po aktivaciji, lateralni i apikalni pupoljci su
skidani sa grancica i kori§ceni kao pocetni eksplantati.
Vrsena je standardna procedura povrsinske sterilizaci-
je: ispiranje eksplantata u proto¢noj vodi (1,5-2 h), za-
tim u 70% etanolu (1 min i 20 sec), 10% varikini (12
min) i 3 puta u sterilnoj vodi. Pupoljci, veli€ine
0,3-0,8 cm, su izolovani pod stereomikroskopom i po-
stavljani na MS hranljivu podlogu (Murashige & Sko-
og, 1962) sa 2,0 mg I BAP, 0,5 mg I/ indol-3-buter-
ne kiseline (IBA) i 0,1 mg I/ giberelne kiseline (GA;),
7 g I'! agarai20 g I/ saharoze (pH 5,7). Praceni su sle-
deci parametri uspeSnosti uspostavljanja asepti¢ne
kulture: procenat pocetnih eksplantata koji su inicirali
rozetu, kao i procenat kontaminiranih i nekrotiranih
eksplantata.
Faza multiplikacije in vitro. Po uspostavljanju aseptic-
ne kulture, odnosno indukciji rozete, izdanci su multi-
plicirani u pet uzastopnih supkultura na MS hranljivoj
podlozi koja je sadrzavala 0,5 mg I/ BAP u kombina-
ciji sa po 0,1 mg I/ IBA i GA;. Praceni su sledeci pa-
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rametri: indeks multiplikacije, duZina osovinskog i
bo¢nih izdanaka. U cilju optimizacije faze multiplika-
cije, odnosno utvrdivanja optimalnog sastava biljnih
regulatora rastenja u hranljivoj podlozi, u 5. supkultu-
ri su ispitane jos tri kombinacije biljnih regulatora ras-
tenja (Tab 1). Sve hranljive podloge su sadrZavale agar
i saharozu u koncentraciji od 7, odnosno 20 g I/, resp.
Izdanci su dva puta supkultivisani na hranljivu podlo-
gu istog hormonskog sastava, pa su svi praceni para-
metri determinisani u 2. supkulturi koja je trajala 20
dana. Praceni su parametri multiplikacije ali i specific-
ne pojave, kao §to su konzistencija i boja kalusa, obo-
jenost i polozaj listova, pojava hloroze, nekroze i dr.
Takode je merena sveZa i suva masa izdanaka, odno-
sno njihovih delova, kalusa, stabla i listova. U svrhu
odredivanja suve mase izdanci su suSeni 48 & na 65
OC. Za svaku ispitanu kombinaciju biljnih regulatora
rastenja u hranljivoj podlozi, postavljeno je 48 uni-
formnih izdanaka (6 Erlenmeyer posuda x 4 izdanka x
2 ponavljanja).

Faza ofiljavanja in vitro. U fazi oZiljavanja koriscena
je MS hranljiva podloga sa mineralnim solima sma-
njenim na %2, organskim kompleksom nepromenjenim
po MS, 7 g I/ agara, 20 g I/ saharoze bez biljnih regu-
latora rastenja (hormon free — HF hranljiva podloga), a
ispitan je i uticaj vrste auksina u hranljivoj podlozi,
kao pretretmana kojima su izdanci bili izlagani pre po-
stavljanja na oZiljavanje (Tab. 2). Supkultura je trajala
28 dana, a praceni su sledeci parametri: procenat oZi-
ljavanja, prose€an broj i duzina korenova i duzina ozi-
ljenih biljaka. Na svaku hranljivu podlogu za oZilja-
vanje je postavljeno po 40 izdanaka (4 Erlenmeyer po-
sude x 5 izdanaka x 2 ponavljanja).

Faza ex vitro aklimatizacije. 1zdanci oZiljeni in vitro,
ali i neoZiljeni izdanci su sadeni u sterilan zemljiSni
supstrat i aklimatizovani pod ,,mist” sistemom u sta-
klari. Procenat aklimatizovanih biljaka je utvrdivan 7
dana posle sadnje, odnosno iznoSenja biljaka u ex vi-
tro uslove.

Tab. 1. Vrste i koncentracije biljnih regulatora rastenja u MS hranljivoj podlozi kori§cene u fazi multiplikacije u petoj supkulturi kod sorte

vi$nje Cacanski rubin

Type and concentration of plant growth regulators in MS medium used in multiplication stage (fifth subculture after initiation) in sour cher-

ry ‘Cacanski Rubin’

Oznaka hranljive
podloge za multiplikaciju
Designation of medium

Biljni regulatori rastenja

Plant growth regulators (mg I-)

for multiplication BAP IBA NAA GA;3
Ml 0,5 0,1 - 0,1
M2 0,5 - 0,1 0,1
M3 1,0 0,1 - 0,1
M4 1,0 - 0,1 0,1

Tab. 2. Hormonski sastav hranljivih podloga i vrste pretretmana u fazi oZiljavanja sorte vi¥nje Calanski rubin
Hormonal composition of media and types of pretreatments used in rooting stage in sour cherry ‘Cacanski Rubin’

Oznaka tretmana za oZziljavanje
Designation of rooting treatment

Tretman za oZiljavanje/Rooting treatment

R1 + 1,0 mg I/ IBA + 0,1 mg I'{ GA;, 28 dana/RI + 1.0 mg I/ IBA + 0.1 mg Il GA;, 28 days
R1 + 1,0 mg I NAA + 0,1 mg I/ GA;, 28 dana/R1 + 1.0 mg I NAA + 0.1 mg Il GA;, 28 days

R1 HF hranljiva podloga, 28 dana/HF medium, 28 days
R2

R3

R4 7 dana R2, 21 dan R1/7 days R2, 21 days RI

R5 7 dana R3, 21 dan R1/7 days R3, 21 days R1

R6

Bazalni deo izdanaka tretiran 1 min sa NAA (500 mg I-1), 28 dana R1/

1-min dip treatment in NAA (500 mg I'!), 28 days R1

HF — Murashige i Skoog (1964) (MS) hranljiva podloga bez hormona sa mineralnim solima smanjenim na %2 i nepromenjenim organskim kom-
pleksom/Hormon free Murashige and Skoog (1964 ) (MS) medium with mineral salts reduced to Y2-strength and organic complex unchanged
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Uslovi u kulturi in vitro. Kulture su gajene u klimati-
zovanoj prostoriji sa kontrolisanom temperaturom (23
+ 1 9C), fotoperiodom (16/8 h, svetlost/mrak) i inten-
zitetom svetlosti od 8,83 W m-2, obezbedenim sa belim
fluorescentnim lampama, jacine 40 W, 6.500 K.
Statisticka obrada podataka. Dobijeni rezultati za sve
ispitivane parametre multiplikacije, oZiljavanja i akli-
matizacije su obradeni statisticki, Analizom varijanse
(ANOVA) i Dankanovim testom viSestrukih intervala,
zap < 0,05.

Rezultati i diskusija

Uspesno uspostavljanje asepti¢ne kulture je jedan od
prvih kriti¢nih koraka u in vifro razmnoZavanju bilja-
ka. Efikasnost ovog koraka je determinisana velikim
brojem parametara, a medu njima klju¢nu ulogu imaju
vreme (sezona) i nacin uzimanja pocetnih eksplantata,
vrsta eksplantata, veli¢ina i kvalitet cele donor biljke,
vestina manipulacije, procedura povrSinske sterilizaci-
je eksplantata, vrsta i koncentracija biljnih regulatora
rastenja u hranljivim podlogama koje se koriste za ini-
cijaciju rozete, uslovi gajenja pocetnih eksplantata i
slicno (Hartman & Kester, 1983). Prema literaturnim
podacima, u mikropropagaciji drvenastih vrsta se ko-
riste najviSe 2—-3 osnovna nacina povrSinske steriliza-
cije, a najéesce koris¢ena medu njima je procedura ko-
ja se bazira na upotrebi 70% etanola i 1-3% kalcijum
ili natrijum-hipohlorita. Upotrebljena procedura povr-
Sinske sterilizacije (70% etanol i 10% varikina kao iz-
vor aktivnog hlora) u ovom radu nije dala zadovolja-
vajuce rezultate u odnosu na procenat kontaminiranih
kultura. Uocena je jaka bakterijska i gljivi¢na infekci-
ja, tako da je procenat zarazenih kultura bio visok i iz-
nosio 53,9%. Medutim, u odnosu na procenat nekroti-
ranih eksplantata (3,4%) procedura povrSinske sterili-
zacije je dala zadovoljavajuci stepen prezivljavanja
kultura tako da je 42,7% eksplantata iniciralo rozetu
(SL Ta).

Posle uspostavljanja asepticne kulture izdanci
sorte Cacanski rubin su u prvih pet supkultura multi-
plicirani na hranljivoj podlozi konstantnog sadrZaja
biljnih regulatora rastenja. Na osnovu rezultata pra-
cenja promene regenerativne sposobnosti izdanaka u 5
uzastopnih supkultura utvrdeno je da se supkultivisa-
njem smanjila regenerativna sposobnost prikazana
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kroz indeks multiplikacije u odnosu na prvu supkultu-
ru (Tab. 3). Najveci indeks multiplikacije (3,11) je za-
beleZen u prvoj supkulturi, posle ¢ega dolazi do zna-
¢ajnog smanjenja regenerativne sposobnosti. U interv-
alu od druge do pete supkulture izmereni indeks mul-
tiplikacije je u malom stepenu varirao, ali te promene
nisu bile znacajne. Ovi rezultati su u saglasnosti sa re-
zultatima istraZivanja sprovedenim kod vegetativnih
podloga tre$nju i viSnju (Gisela 5 i Gisela 6), Sljivu
(Fereley Jaspi) i krusku (Pyrodwarf) (Vujovic et al.,
2007; Vujovic et al., 2012). Gubitak regenerativnog
kapaciteta u prve 4 supkulture za c¢ak 50% je uocen i
kod ananasa (Hamad & Taha, 2008). Prema navede-
nim autorima uoc¢eno smanjenje indeksa multiplikaci-
je je prevashodno determinisano duZinom supkulture i
mozZe se prevazici produZenjem vremena trajanja jed-
ne supkulture sa 30 na 75 dana, ¢ime se omogucava
formiranje veceg broja zacetaka aksilarnih pupoljaka
koji ce u sledecoj supkulturi dati multiplikaciju.
Norton & Norton (1986) su ispitujuci uticaj sup-
kultivisanja na multiplikaciju kod 6 ukrasnih vrsta i
sorata familije Rosaceae utvrdili da posle nekoliko pr-
vih supkultura (4-5 supkultura), tokom kojih je zabe-
leZen rast, dolazi do postepenog smanjenja indeksa
multiplikacije, ali i duzine izdanaka i veli¢ine listova i
to nezavisno od koncentracije BAP u hranljivoj podlo-
zi za multiplikaciju. Prema ovim autorima uoc¢eno po-
stepeno smanjenje indeksa multiplikacije moZe biti re-
zultat epigenetickih promena koje nastaju kao odgovor
na permanentno prisustvo i kumulativno nakupljanje
biljnih regulatora rastenja (najverovatnije citokinina),
kao i inhibitornog efekta rezidua koje nastaju njihovim
metabolizmom, ili smanjene dostupnosti nekih mine-
ralnih komponenata i saharoze u hranljivoj podlozi za
multiplikaciju. Moguci uzrok ove pojave je i nedosta-
tak varijabilnosti faktora spoljaSnje sredine u in vitro
uslovima (fotoperiod, temperatura), koji bi imitirali
sezonske promene in vivo (Norton & Norton, 1986).
Smanjenje indeksa multiplikacije tokom supkultivi-
sanja u naSem eksperimentu je, medutim, bilo praceno
povecanjem rastenja izdanaka, posebno osovinskog.
Tako je najveca prose¢na duZzina osovinskog izdanka
utvrdena u petoj supkulturi, ali je to povecanje bilo
zna¢ajno samo u odnosu na prvu supkulturu. Ovi re-
zultati potvrduju rezultate drugih autora (Ruzic, 1989;
Pruski et al., 2005; Durkovié, 2006; Ruzi¢ & Vujovic,
2007) koji su uvocili sli¢nu pojavu disbalansa izmedu
multipliciranja i rastenja izdanaka in vitro.
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Tab. 3. Parametri multiplikacije sorte viinje Caganski rubin u uzastopnim supkulturama na MS hranljivoj podlozi sa 0,5 mg I/ BAP, 0,1 mg I/

IBAi0,1 mg Il GA,

Multiplication parameters of sour cherry ‘Cacanski Rubin’ in five successive subcultures after initiation on MS medium with 0,5 mg I-! BAP,

0,1 mg I/ IBA and 0,1 mg I GA;

Supkultura Indeks multiplikacije DuZina osovinskog izdanka DuZina bo¢nih izdanaka
Subculture Multiplication index Length of axial shoot (cm) Length of lateral shoots (cm)
I 3,11 al 0,85 b 0,58 b

i 2,30 b 1,12 a 0,76 a

I 2,03b 1,16 a 0,68 ab

v 2,19b 1,1l a 0,58 b

A% 2,11b 1,22 a 0,63 b

IProse¢ne vrednosti za ispitivane parametre multiplikacije u istoj koloni koje su obeleZene razli¢itim slovima su statisti¢ki znacajno razlicite
(Duncan-ov test za p < 0,05)/Mean values of multiplication parameters within each column followed by the different letter are significantly

different according Duncan’s Multiple Range Test (P < 0.05)

Smanjenje regenerativne sposobnosti izdanaka
tokom supkultivisanja je ukazalo na potrebu promene
vrste i koncentracije biljnih regulatora rastenja u hran-
ljivoj podlozi. Ispitivanje uticaja vrste i koncentracije
biljnih regulatora rastenja na parametre multiplikacije
kod ovog genotipa je pokazalo da je vrsta upotreblje-
nog auksina (IBA ili NAA) znacajano uticala na in-
deks multiplikacije na hranljivim podlogama koji su
sadrzavale 1 mg I/ BAP, dok kod hranljivih podloga
sa 0,5 mg I/ BAP, iako postoje razlike u indeksu mul-
tiplikacije izdanaka, one nisu statisticki znacajne (Tab.
4a). Najveci indeks multplikacije (2,61) je kod ovog
genotipa postignut na hranljivoj podlozi koja je sadr-
zavala 1 mg I/ BAP u kombinaciji sa po 0,1 mg [-/
NAA i GA;, §to je statisticki znacajno u odnosu na sve
ostale ispitivane kombinacije biljnih regulatora raste-
nja. Ovaj sastav hranljive podloge se takode pokazao

kao najbolji u fazi multiplikacije sorte viSnje Schatten-
morelle (Borkowska, 1985). Medutim, vrlo vazna od-
lika faze multiplikacije je izgled i kvalitet izdanaka za
dalje supkultivisanje, koji je kod sorte Ca¢anski rubin
bio prevashodno determinisan koncentracijom BAP u
hranljivoj podlozi za multiplikaciju. Kod ovog genoti-
pa je na hranljivoj podlozi sa 1 mg [/ BAP uoceno
znacajno smanjenje duZine izdanaka, kao i pojava vi-
trifikacije narocito donjih listova u kontaktu sa hranlji-
vom podlogom, a izdanci su imali izrazito uske, svetlo
zelene listove i veliku koli¢inu kalusa u osnovi (Tab.
4a, Sl. 1b). Medutim, izdanci gajeni na hranljivoj pod-
lozi sa 0,5 mg I/ BAP u kombinaciji sa 0,1 mg [/ IBA
i GA;, iako su imali niZi indeks multiplikacije, odliko-
vali su se dugim stablom, dobro razvijenim habitusom
1 Sirokim, tamno zelenim listovima bez znakova hloro-
ze, ili hiperhidri¢nosti tako da su bili veoma pogodni

Tab. 4a. Parametri multiplikacije sorte vi$nje Cacanski rubin na MS hranljivoj podlozi obogacenoj razli¢itim regulatorima rastenja u 5. sup-

kulturi

Multiplication parameters of sour cherry ‘Cacanski Rubin’ on MS medium containing different plant growth regulators in fifth subculture

Oznaka hranljive

Duzina osovinskog

DuZina bo¢nih Broj listova Broj listova

podloge za Indeks izdanka izdanaka osovinskog boc¢nih izdanaka
multiplikaciju multiplikacije Length of Length of izdanka No of leaves
Designation of medium Multiplication axial shoot lateral shoots No of leaves of lateral
for multiplication index (cm) (cm) of axial shoot shoots

Ml 2,11 b! 1,22 a 0,63 a 129b 540

M2 1,83 b 1,23 a 0,63 a 16,4 a 59a

M3 1,34 c 1,09 b 0,52 b 16,1 a 48c

M4 2,61 a 1,10 b 0,57 ab 122 b 6,0a

IProse¢ne vrednosti za ispitivane parametre multiplikacije u istoj koloni koje su obeleZene razli¢itim slovima su statisti¢ki znacajno razlicite
(Duncan-ov test za p < 0,05)/Mean values of multiplication parameters within each column followed by the different letter are significantly dif-

ferent according Duncan’s Multiple Range Test (P < 0.05)
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za dalje gajenje (Tab. 4a, Sl. 1c). Ova kombinacija bi-
Ijnih regulatora rastenja se, sa stanoviSta kvaliteta iz-
danaka, pokazala kao najpogodnija za multiplikaciju i
sorte visnje Sumadinka uprkos &injenici da je zabele-
Zen nizi indeks multiplikacije u odnosu na druge testi-
rane kombinacije biljnih regulatora rastenja (Cerovic
& Ruzic, 1987). Znacajan uticaj koncentracije BAP na
duzinu izdanaka nezavisno od prisustva auksina u
hranljivim podlogama za multiplikaciju je utvrden i
kod divlje tresnje (P. avium L.) (Durkovi¢, 2006). Ta-
kode, smanjenje duzine izdanaka kao i pojava uvijenih
listova male povrSine sa povecanjem koncentracije
BAP je uocena i kod drugih predstavnika roda Prunus,
kao $to su podloga za tre$nju Maxma-14 (Muna et al.,
1999), ili P. virginiana i P. pensylvanica (Pruski et al.,
2000).

Vrsta upotrebljenog auksina je imala znacajan
uticaj na sveZu i suvu masu kalusa samo pri niZoj kon-
centraciji BAP (Tab. 4b). Najmanje vrednosti ovih pa-
rametara su dobijene na hranljivoj podlozi sa 0,5 mg
[/ BAP u kombinaciji sa IBA, a najvece u kombinaci-
ji sa NAA. Medutim, sveZa masa osovinskog izdanka
je imala najvecu vrednost na hranljivoj podlozi koja je
sadrzavala 1 mg I/ BAP u kombinaciji sa IBA, $to je
bilo statisti¢ki znacajno u odnosu na sve ostale kombi-
nacije. Na ovoj hranljivoj podlozi je ustanovljena i
najveca prosecna vrednost za suvu masu osovinskog
izdanka. Izdanci su bili krupni, sa kratkim, snaZnim
stablom i velikim brojem Sirokih tamnozelenih listova,
ali su se kod 50% izdanaka uocavali listovi koji su sa-
vijeni ivicama na gore duz glavnog lisnog nerva, kao i
pojava nekroze vrha lista.

Kapacitet za oZiljavanje izdanaka in vitro zavisi
od velikog broja faktora kao §to su starost eksplantata
odnosno duzina supkultivisanja (Grant & Hammat,
1999), koncentracija i vrsta citokinina, odnosno kolici-
na citokinina u tkivima usvojena tokom faze multipli-
kacije in vitro, kao i odnos koncentracije citoki-
nin/auksin u hranljivoj podlozi za multiplikaciju (Mu-
na et al., 1999). Poznato je da oZiljavanje in vitro mo-
Ze biti znaCajno otezano zbog produZenog dejstva ci-
tokinina usvojenih tokom faze multiplikacije. Kod
mnogih rodova i vrsta oZiljavanje je moguce postici
samo uklanjanjem citokinina iz hranljive podloge, od-
nosno kori$¢enjem hranljivih podloga bez hormona
(Arrillaga et al., 1991). Medutim, kod drvenastih vrsta
ovakav pristup je manje efikasan i za uspes$no oZilja-
vanje je neophodno prisustvo auksina. To je dokazano
i u ovom eksperimentu gde je na HF hranljivoj podlo-
zi dobijen izuzetno nizak procenat i lo$ kvalitet oZilje-
nih biljaka (Tab. 5). Sorta visnje Cacanski rubin je u
nasSem eksperimentu pokazala nizak kapacitet za oZi-
ljavanje i na hranljivoj podlozi sa 1 mg I/ IBA koji je
najcesce koriscen auksin za oziljavanje biljaka roda
Prunus, dok na hranljivoj podlozi sa istom koncentra-
cijom NAA nije uoceno oZiljavanje. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima koje su Cerovi¢ & Ruzi¢
(1987) dobili kod sorte visnje Sumadinka. Tretmani
koji su ukljucivali 7 dana gajenja na hranljivoj podlo-
zi sa IBA ili NAA, pa 21 dan na HF hranljivoj podlo-
zi takode nisu doveli do povecanja procenta oZiljava-
nja. lako je u vecini slucajeva permanentno prisustvo
auksina u hranljivoj podlozi neophodno za uspesno
oziljavanje, nekada kratko izlaganje visokim koncen-

Tab. 4 b. SveZa i suva masa kalusa i izdanaka sorte viinje Caganski rubin na MS hranljivoj podlozi obogacenoj razli¢itim regulatorima rastenja

u 5. supkulturi

Fresh and dry weight of shoots of sour cherry ‘Cacanski Rubin’ on MS medium containing different plant growth regulators in fifth subculture

Oznaka hranljive

Sveza masa izdanaka/Fresh weight of shoots (mg)

Suva masa izdanaka/Dry weight of shoots (mg)

podloge za multiplikaciju

Designation of medium Kalus Osovinski izdanak Bo¢ni izdanak Kalus Osovinski izdanak Boéni izdanak
Sfor multiplication Callus Axial shoot Lateral shoots Callus Axial shoot Lateral shoots
M1 84,3 cl 231,6 b 38,7b 11,3¢ 39,9 ab 55¢

M2 1199 a 261,6 b 46,4 ab 15,0 a 435a 6,6 ab
M3 111,0 ab 3135a 42.8b 132b 445 a 5,8 be
M4 1023 b 230,6 b 528 a 12,6 b 37,2b 6,7 a

IProsec¢ne vrednosti za ispitivane parametre u istoj koloni koje su obeleZene razli¢itim slovima su statisticki zna¢ajno razli¢ite (Duncan-ov test
za p < 0,05)/Mean values of parameters within each column followed by the different letter are significantly different according Duncan’s

Multiple Range Test (P < 0.05)
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SI. 1. Izdanci sorte vi$nje Cacanski rubin u razli¢itim fazama mikropropagacije: a) uspostavljanje asepti¢ne kulture — indukcija rozete; b) mul-
tiplikacija na MS hranljivoj podlozi sa BAP 1,0, NAA 0,1 i GA; 0,1 mg [-/; ¢) multiplikacija na MS hranljivoj podlozi sa BAP 0,5, IBA 0,1 i
GA; 0,1 mg I'1; d) oZiljavanje na HF hranljivoj podlozi posle pretretmana bazalnog dela izdanaka rastvorom NAA (500 mg [-); €) aklimati-
zacija pod ,,mist" sitemom u staklari

Shoots of sour cherry ‘Cacanski Rubin’ in different stages of micropropagation: a) establishment of aseptic culture — rossete initiation; b) mul-
tiplication on MS medium containing BAP 1.0, NAA 0.1 and GA; 0.1 mg I'1; c) multiplication on MS medium containing BAP 0.5, IBA 0.1 and
GAj3 0.1 mg I'!; d) rooting on HF medium after 1-min dip pretreatment with NAA (500 mg I'1); e) acclimatization under the 'mist’ system in
green house
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Tab. 5. Parametri oZiljavanja sorte visnje Cacanski rubin
Rooting parameters of sour cherry ‘Cacanski Rubin’

Oznaka tretmana
za oziljavanje

Duzina korenova Duzina izanaka

Designation of % oziljavanja Broj korenova Root length Height of shoots
rooting treatment % of rooting No. of roots (cm) (cm)

R1 10,0 ¢! 1,5b 0,70 ¢ 1,80 a

R2 250b 1,6 b 5,02a 0,80 b

R3 - - - -

R4 10,0 ¢ 3,5b 2,59b 1,40 ab
R5 - - - -

R6 60,0 a 6,3a 1,45 be 0,82 b

IProse¢ne vrednosti za ispitivane parametre oZiljavanja u istoj koloni koje su obeleZene razli¢itim slovima su statisticki znacajno razlicite
(Duncan-ov test za p < 0,05)/Mean values of rooting parameters within each column followed by the different letter are significantly different

according Duncan’s Multiple Range Test (P < 0.05)

tracijama auksina koje je praceno gajenjem izdanaka
na HF hranljivoj podlozi moze takode biti efikasno u
indukeciji rizogeneze, kao Sto je uoceno kod podloge
Damil GM 61/1 (RuZi¢ et al., 2007), kao i kod podlo-
ge Maxma 14 (Hepaskoy, 2004). Znacajno povecanje
procenta oziljavanja i prosecnog broja korenova po
oziljenoj biljci uoeno je i kod sorte Ca¢anski rubin
gajene na HF hranljivoj podlozi uz pretretman uranja-
nja bazalnog dela izdanaka u rastvor NAA (500 mg [-7)
(Tab. 5). Medutim, kod ovog tretmana izdanci sorte
Cacanski rubin su bili bez porasta, sa jako kratkim sta-
blom i uocavala se pojava hloroze ivica i nekroze vrha
listova (SL. 1d).

Tokom procesa aklimatizacije biljke moraju da se
adaptiraju na nove uslove sredine kao §to su niza rela-
tivna vlaznost, veci intenzitet svetlosti, variranje tem-
perature spoljasne sredine, kao i konstantan infektivni
pritisak zbog nesterilnih uslova ex vitro sredine. Jedan
od bitnih preduslova za opstanak biljaka razmnoZenih
in vitro je i dobro formiran korenov sistem koji ce
obezbediti adekvatnu ishranu biljke do pocetka ex vi-
tro rastenja i pojave novih listova. Prema nekim poda-
cima ex vitro oziljavanje i simultana aklimatizacija
mogu znacajno sniziti troSkove proizvodnje biljaka
razmnozenih mikropropagacijom in vitro (Maene &
Debergh, 1983). Iako nekada procenti aklimatizacije
oziljenih i neoziljenih izdanaka in vitro vrlo malo va-
riraju, kao Sto je uoceno kod sorte treSnje Kristiina
(Vasar, 2004), najc¢esce su gubici biljaka tokom akli-
matizacije toliko veliki da ne opravdavaju primenu ex
vitro oziljavanja (Hazarika, 2006). Rezultati dobijeni u
ovim istraZivanjima takode potvrduju da je procenat
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aklimatizacije znacajno veci kod oZiljenih (55,6%) u
odnosu na neoziljene izdanke (14,8%), iako im je pret-
hodila indukcija rizogeneze. Medutim i postignuti pro-
cenat aklimatizacije oZiljenih izdanaka takode pred-
stavlja relativno nisku vrednost za uspesnu aklimatiza-
ciju (Sl. le). Nizak procenat preZivljavanja biljaka
oziljenih in vitro tokom aklimatizacije je uocen i kod
drugih predstavnika roda Prunus kao Sto su sorte $lji-
ve Calanska rodna i Valjevka (Ruzi¢ & Vujovic,
2007), sorta kajsije Bebecou (Koubouris & Vasilaka-
kis, 2006). Propadanje oZiljenih izdanaka po iznoSenju
u ex vitro uslove je verovatno posledica pojave da se u
vecini slucajeva rizogeneza desavala indirektno iz ka-
lusa, a ne direktno iz osnove izdanka, tako da su izo-
stajale vaskularne veze izmedu izdanka i ovako form-
iranih korenova, Sto smanjuje procenat aklimatizacije
(Bommineni et al., 2001).

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se dati sledeci za-
kljucci:

— Sorta visnje Cacanski rubin je uspesno uvede-
na u kulturu in vitro, a upotrebljena procedura povrsin-
ske sterilizacije eksplantata je dala zadovoljavajuce re-
zultate u odnosu na procenat nekrotiranih pupoljaka
koji je bio izuzetno mali i iznosio svega 3,4%. Medu-
tim, visok procenat kontaminiranih pupoljaka
(53,9%), ukazuje na potrebu dalje optimizacije ove fa-
ze, produzavanjem vremena i/ili promenom nacina po-
vrsinske sterilizacije;
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— Uoceno smanjenje regenerativne sposobnosti
tokom supkultivisanja ukazuje na potrebu promene vr-
ste i koncenracije biljnih regulatora rastenja u hranlji-
voj podlozi, ali i drugih faktora tokom faze multiplika-
cije in vitro;

— Relativno niske vrednosti procenata oZiljavan-
jaiaklimatizacije kod ovog genotipa mogu biti preva-
zidene usavrSavanjem faze oZziljavanja u cilju pobol-
jSanja kvaliteta oZiljenih biljaka i indukcije direktne ri-
zogeneze iz osnove in vitro izdanaka bez prelazne ka-
lusne forme;

— Na osnovu pracenja procenata aklimatizacije
oziljenih i neoziljenih izdanaka ne moZe se preporuci-
ti direktna sadnja neoZiljenih izdanaka u zemljiSni
supstrat u cilju ubrzavanja procesa mikropropagacije i
smanjenja troSkova proizvodnje biljaka razmnoZenih
in vitro.

Dobijeni rezultati pokazuju da prikazani protokol
za razmnoZavanje vi$nje sorte Cacanski rubin, uz ne-
znatna usavrSavanja faze multiplikacije i oZiljavanja,
uvodenjem novih regulatora rastenja i/ili variranjem
njihove koncentracije, moZe naci Siru primenu u ko-
mercijalnim in vitro laboratorijama.

Zahvalnica/Acknowledgements

Ova istrazivanja su finansijski podrZana od strane Mi-
nistarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja RS
(projekti TR-20013A i TR-31064).

Literatura

Arrillaga I., Marzo T., Segura J. (1991): Micropropagation of juve-
nile and adult Sorbus domestica L. Plant Cell, Tissue and Or-
gan Culture, 27: 341-348.

Bommineni V.R., Mathews H., Samuel S.B., Kramer M., Wagner
D.R. (2001): A new method for rapid in vitro propagation of
apple and pear. HortScience, 36, 6: 1102-1106.

Borkowska B. (1985): Micropropagation of sour cherry, cultivar
Schattenmorelle. Acta Horticulturae, 169: 329-334.

Buyukdemirci H. (2008): The effects of medium ingredients on sho-
ot propagation and rooting of cherry rootstocks in vitro. Acta
Horticulturae, 795: 419-422.

Cerovic R., Ruzic¢ D. (1987): Micropropagation of sour cherry (Pru-
nus cerasus L.) cv. Sumadinka. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 9: 151-157.

Durkovic J. (2006): Rapid micropropagation of mature wild cherry.
Biologia Plantarum, 50, 4: 733-736.

Dziedzic E., Malodobry M. (2006): Vegetative cherry rootstock in

tissue culture. Scientific Works of the Lithuanian Institute of
Horticulture, 25, 3: 77-84.

Grant N.J., Hammat N. (1999): Increased root and shoot production
during micropropagation of cherry and apple rootstocks: ef-
fect of subculture frequency. Tree Physiology, 19: 899-903.

Hamad A.M., Taha R.M. (2008): Effect of sequential subcultures on
in vitro proliferation capacity and shoot formation pattern of
pineapple (Ananas comosus L. Merr.) over different incubati-
on periods. Scientia Horticulturae, 117: 329-334.

Hartman H.T., Kester D.E. (1983): Plant propagation, principles and
practices. Prentice-Hall INC, Engelwood Cliffs, New Jersey,
USA, pp. 545-552.

Hazarika B.N. (2006): Morpho-physiological disorders in in vitro
culture of plants. Scientia Horticulturae, 108: 105-120.
Hepaksoy S. (2004): In vitro propagation of Maxma 14 sweet che-
rry rootstock. Journal of Aegean Agricultural Research Insti-

tute, 14, 2: 67-80.

Koubouris G., Vasilakakis M. (2006): Improvement of in vitro pro-
pagation of apricot cultivar Bebecou. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 85: 173—180.

Maene L.M., Debergh P.C (1983): Rooting of tissue cultured plants
under in vivo conditions. Acta Horticulturae, 131: 201-208.

Muna A.S., Ahmad A.K., Mahmoud K., Abdul-Rahman K. (1999):
In vitro propagation of a semi-dwarfing cherry rootstock.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 59, 3: 203-208.

Murashige T., Skoog F. (1962): A resived medium for rapid growth
and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plan-
tarum, 15: 473-497.

Norton M.E., Norton C.R. (1986): Change in shoot proliferation
with repeated in vitro subculture of shoots of woody species
of Rosaceae. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 5, 3:
187-197.

Pruski K.W., Lewis T., Astatkie T., Nowak J. (2000): Micropropa-
gation of chokencherry and pincherry cultivars. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, 63: 93—100.

Pruski K., Astatkie T., Nowak J. (2005): Tissue culture of Mongoli-
an cherry (Prunus fruticosa) i Nanking cherry (Prunus tomen-
tosa). Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 82: 207-211.

Ruzi¢ D. (1989): Uporedno proucavanje primene sintetickih i pri-
rodnih biljnih bioregulatora u razmnoZavanju vidnje cv Suma-
dinka (Prunus cerasus L.) metodom kulture tkiva. Magistar-
ska teza, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Beogradu, pp.
1-94.

Ruzi¢ D. (1998): Reakcija genotipova nekih vrsta roda Prunus u
kulturi in vitro na mineralni sastav podloge. Doktorska diser-
tacija, Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu, pp. 1-154.

Ruzi¢ D., Cerovic R. (2003): Primena in vitro metoda kod kosti¢a-
vih vrsta vocaka. Jugoslovensko vocarstvo, 37, 141/142:
37-49.

Ruzi¢ ., Vujovic T. (2007): Protokol za brzo razmnoZavanje §ljive
(Prunus domestica L.) mikropropagacijom in vitro. Vocar-
stvo, 41, 157/158: 79-85.

Ruzi¢ D., Vujovi¢ T. (2008): The effects of cytokinin types and the-
ir concentration on in vitro multiplication of sweet cherry cv
Lapins (Prunus cerasus L.). Horticultural Science, 35, 1:
12-21.

117



Vujovi¢ T. et al.

Vol. 47, br. 183-184, jul-decembar 2013.

Ruzicé D, Stiki¢ R., Todic¢ S., Veli¢kovic M. (2009): Primena savre-
menih teorijskih saznanja u oblasti fiziologije i ekologije vo-
Caka i vinove loze. Vocarstvo, 43, 167/168: 65-79.

Ruzi¢ D., Vujovic T., Cerovic¢ R., Radi€evic S. (2007): Slabo bujna
podloga za tre$nju i viSnju Damil GM 61/1 — mogucnost br-
zog razmnoZzavanja i uvodenja u kulturu. Zbornik naucnih ra-
dova XXII savetovanja o unapredenju proizvodnje voca i gro-
zda, Grocka, 13, 5: 47-55.

Sedlak J., Paprstein F. (2008): In vitro shoot proliferation of sweet
cherry cultivars KareSova and Rivan. Horticultural Science
(Prague), 35, 3: 95-98.

Sedlak J., Paprstein F., Erbenova M. (2008): In vitro propagation of
the P-HI dwarfing sweet cherry rootstocks. Acta Horticultu-
rae, 795: 395-400.

118

Tantos A., Meszaros A., Farkas T., Szalai J., Horvath G. (2001):
Triacontanol-supported micropropagation of woody plants.
Plant Cell Reports, 20: 16-21.

Vasar V. (2004): Application of antioxidants in rooting of Prunus
avium L. microshoots. Acta Universitatis Latvinensis Bio-
logy, 676: 251-256.

Vujovi¢ T., Ruzi¢ D., Milenkovic S. (2007): Uvodenje nove podlo-
ge za §ljivu, Fereley Jaspi, u proizvodnju sertificiranog sadnog
materijala metodom mikropropagacije in vitro. Vocarstvo, 41,
157/158: 71-71.

Vujovi¢ T., Ruzi¢ Dj., Cerovic R. (2012): In vitro shoot multiplica-
tion as influenced by repeated subculturing of shoots of con-
temporary fruit rootstocks. Horticultural Science (Prague), 39,
3: 101-107.



Vujovic¢ T. et al

Vol. 47, No. 183-184, July—December 2013

MICROPROPAGATION OF SOUR CHERRY 'CACANSKI RUBIN' (PRUNUS CERASUS L.)

Tatjana Vujovicl, Purdina Ruzic¢l, Radosav Cerovic2

IFruit Research Institute, Kralja Petra 1/9, 32000 Cacak, Serbia

E-mail: tatjanal @ftn.kg.ac.rs

2Innovation Center, Faculty of Technology and Metallurgy, Karnegijeva 4, 11120 Belgrade, Serbia

Abstract

The paper describes the protocol for micropropagation
of sour cherry 'Cacanski Rubin' (Prunus cerasus L.)
bred at the Fruit Research Institute in Cacak. Aiming
at developing efficient protocol for micropropagation
of this genotype, the influence of repeated subcultur-
ing on proliferation capacity of in vitro shoots as well
as the effect of change of type and concentration of
plant growth regulators on multiplication and rooting
phases were studied.

With standard method of surface sterilization of
initial explants, aseptic culture was established and
leaf rossettes were initiated on Murashige and Skoog
(1962) medium (MS) with 2.0 mg I BAP, 0.5 mg [
IBA and 0.1 mg I/ GA;. After establishment of asep-
tic culture, regenerated shoots were multiplied in five
successieve subcultures on MS medium supplemented
with 0.5 mg I/ BAP in combination with IBA i GA;
each applied at 0.1 mg I-/. The following multiplica-
tion parameters were monitored: multiplication index,
length of axial and lateral shoots. With aim to optimize
multiplication stage and determine the optimal hor-
monal composition of multiplication medium, the
influence of increase in BAP concentration and/or
type of auxins (IBA or NAA), on multiplication index,
fresh and dry weight of shoots was examined in fifth
subculture after initiation. During multiplication on
MS medium with constant hormonal composition, the
decline in shoot formation capacity over repeated sub-
cultures was observed, so as the highest value of mul-

tiplication index (3.11) was noticed in first subculture
after initiation. However the subculturing improved
the shoot elongation, and the highest value of shoots
length, especially in axial shoots (1.22 c¢m), was
observed in fifth subculture. Although increase in
BAP concentration from 0.5 to 1.0 mg I/ in combina-
tion with NAA instead of IBA in fifth subculture
increased multiplication index, the shoots multiplied
on this medium were not suitable for further growing
due to the significant decrease in shoot length as well
as to the apperiance of hyperhydricity.

Sour cherry 'Cacanski Rubin' displayed very low
rooting ability on HF medium as well as on medium
with 1.0 mg I/ IBA which is the most common medi-
um used for rooting of different species of Prunus
genus, while on medium containing NAA at same con-
centration rhizogenesis was not observed. The highest
rooting rate (60.0%) as well as the highest number of
roots per shoot (6.3) in this genotype were achieved
with 1-min dip treatment in NAA dessolved in sterile
water (500 mg [-7) followed by growing on HF medi-
um.

The percentage of acclimatization under the 'mist’
system in green house was significantly higher for
shoots rooted in vitro (55.6%) than for unrooted shoots
(14,8%).

Key words: sour cherry, aseptic culture, multiplica-
tion, rooting, acclimatization
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