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RAZMNOŽAVANJE NEKIH UGROŽENIH VRSTA KARANFILA (DIANTHUS L.)

METODOM MIKROPROPAGACIJE

Rezime

Cilj sprovedenih istraživanja bio je utvrđivanje kompletnog i detaljnog protokola

mikropropagacije ugoženih taksona D. serotinus, D. pinifolius i D. giganteiformis ssp.

kladovanus čime bi bilo omogućeno brzo i efikasno dobijanje velikog broja biljaka, bez

pritiska na prirodnu populaciju. Sterilna kultura in vitro uspešno je uspostavljena

korišćenjem semena kao polaznog materijala, što omogućava očuvanje genetske

varijabilnosi populacije, a klijavost semena je bila visoka: 88% - D. giganteiformis ssp.

kladovanus, 92% - D. pinifolius i 96% - D. serotinus. U fazi multiplikacije ispitano je

dejstvo različitih koncentracija fitohormona BAP i NAA, tipa eksplanta, koncentracije

MS soli i različite pH vrednosti hranljive podloge. Kod sva tri ispitivana taksona

najuspešnija regeneracija izdanaka je bila na podlogama sa niskom koncentracijom

hormona: 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA, uz korišćenje vršnih reznica kao tipa

eksplanta. Kod D. serotinus i D. giganteiformis ssp. kladovanus povoljnije su se

pokazale podloge sa 1/2MS koncentracijom mineralnih soli, dok kod D. pinifolius treba

koristiti MS podloge.

Optimalna pH vrednost hranljive podloge u fazi multiplikacije za D. pinifolius

iznosi 5,8. Suprotno očekivanjima za D. serotinus, koji na svom prirodnom staništu

raste na alkalnom zemljištu (pH = 8,0), optimalna pH vrednost podloge takođe je 5,8,

dok su zadovoljavajući rezultati postignuti i pri pH = 6,8. D. giganteiformis ssp.

kladovanus se uspešno može gajiti na podlogama čija je pH vrednost 5,8 ili 6,3.

Povećanje pH vrednosti podloga uticalo je na pojavu vitrifikacije, inhibiranje rasta

izdanaka i na pojavu nekroza.

Kod sva tri ispitivana karanfila, najpovoljnijom se pokazala saharoza u

koncentraciji 30 gL-1 kao izvor ugljenika u podlogama za umnožavanje izdanaka, a

zadovoljavajući rezultati su dobijeni i korišćenjem 30 gL-1 dekstroze, dok fruktozu treba

izbegavati. Takođe, pokazano je da opadanje pH vrednosti nakon autoklaviranja zavisi



od vrste i koncentracije šećera i da najmanje opada kada se koristi saharoza, a najviše

ukoliko je u podlozi fruktoza.

Ožiljavanje eksplanta in vitro bilo je uspešno kod sva tri ispitana taksona D.

serotinus (86%), D. pinifolius (96%) i D. giganteiformis ssp. kladovanus (95%).

Podloge za ožiljavanje treba da sadrže 2,68 µM NAA, ali D. serotinus i D.

giganteiformis ssp. kladovanus treba ožiljavati na podlogama sa 1/2MS koncentracijom

soli, a D. pinifolius treba ožiljavati na MS podlogama. Takođe, kod D. serotinus kao

eksplante u fazi ožiljavanja koristiti nodusne reznice i terminalne pupoljke, kod D.

pinifolius uspešno se mogu koristiti nodusne, vršne reznice i terminalni pupoljci, a pri

ožiljavanju D. giganteiformis ssp. kladovanus koristiti vršne reznice. Ožiljavanje na

podlogama bez agara istovremeno sa aklimatizacijom, uz dodatak sterilnog peska ili

perlita kao potporne komponente se ne preporučuje ni kod jednog od ispitivanih

karanfila zbog velikog procenta nekrotiranih izdanaka.

Aklimatizaciju ožiljenih in vitro biljaka na prirodne supstrate treba vršiti u

mešavini treseta i peska u odnosu 4 : 1, pri čemu je postignuti procenat aklimatizacije

prelazio 88% kod D. serotinus, 95% kod D. pinifolius i dostigao je 90% kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus. Sadni materijal dobijen tokom ovih istraživanja je

vitalan, a aklimatizovane biljke su naredne godine cvetale i produkovale seme visoke

klijavosti: D. serotinus (94,3%), D. pinifolius (72%) i D. giganteiformis ssp. kladovanus

(68%).

Ključne reči: D. serotinus, D. pinifolius, D. giganteiformis ssp. kladovanus, kultura in

vitro, ugrožene vrste, izvor ugljenika, pH vrednost podloge, ožiljavanje in vitro i ex

vitro, aklimatizacija
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PROPAGATION OF SOME ENDANGERED CARNATION SPECIES (DIANTHUS

L.) USING MICROPROPAGATION METHOD

Summary

The aim of conducted research was to determine the complete and detailed

protocol for the micropropagation of endangered taxa D. serotinus, D. pinifolius i D.

giganteiformis ssp. kladovanus. In that way, rapid and efficient propagation of large

number of plants will be enabled, without overharvesting of the natural populations.

Sterile in vitro culture was established using the seed as a initial material, and the

germination in vitro was high: 88% - D. giganteiformis ssp. kladovanus, 92% - D.

pinifolius i 96% - D. serotinus.

In the multiplication phase, the effect of different concentrations of

phytohormones BAP and NAA, explant type, concentration of MS salts and influence

of different pH value of the media, were investigated. The most successfull shoot

regeneration of all three investigated taxa was on the media supplemented with low

hormone concentration: 0,44 µM BAP and 0,54 µM NAA, when terminal cuttings were

used as explants. For micropropagation of D. serotinus and D. giganteiformis ssp.

kladovanus best results were achieved on half-strength MS media, however, for D.

pinifolius the MS concentration of mineral salts should be used.

The optimal pH value in the multiplication phase for D. pinifolius is 5.8. The

species D. serotinus grows on alkaline soils (pH = 8,0) in its natural habitat, but

contrary to expectations, the optimal pH value of medium was 5.8, and the good results

was also achieved on media with pH = 6.8. D. giganteiformis ssp. kladovanus can be

grown successfully on media with pH value 5.8 or 6.3. Increasing the pH value of the

media caused vitrifications, inhibitions of growth and shoot necrosis.

Regarding carbohydrate source, for all three investigated taxa, the best results

were obtained using 30 gL-1 sucrose, and the good results were also achieved on media

supplemented with 30 gL-1 glycose. However, adding fructose in the multiplication

media should be avoided. Also, research showed that decrease of pH value after

autoclaving depends on type and concentration of the sugar, and the decreasing is

minimal when sucrose is added in media, and it is maximal when the fructose is added.



The rooting of explants in vitro was successfull for all three investigated taxa: D.

serotinus (86%), D. pinifolius (96%) i D. giganteiformis ssp. kladovanus (95%). The

rooting media should be supplemented with 2,68 µM NAA. However, D. serotinus and

D. giganteiformis ssp. kladovanus should be rooted on half strength MS media, and D.

pinifolius should be rooted on MS media. Also, the nodal cuttings and terminal buds

should be used as rooting explants of D. serotinus, nodal and terminals cuttings as well

as terminal buds could be used equally for rooting of D. pinifolius, and for rooting of D.

giganteiformis ssp. kladovanus the terminal cuttings should be used. Rooting of

explants on agar-free media together with acclimatization, with addition of sterile sand

or perlite as a support component, should be avoided due to high percent of necrotic

explants.

The acclimatization of rooted in vitro plants on natural substrates should be

performed in mixture of peat and sand (4: 1). The acclimatization rate of D. serotinus

was more than 88%, D. pinifolius - 95%, and D. giganteiformis ssp. kladovanus - 90%.

Survived plants obtained during this investigations were vigorous, they flowered the

next year, producing the seeds which germinated in high rate: D. serotinus (94,3%), D.

pinifolius (72%) i D. giganteiformis ssp. kladovanus (68%).

Key words: D. serotinus, D. pinifolius, D. giganteiformis ssp. kladovanus, in vitro

culture, endangered species, carbohydrate source, pH value of the media, rooting in

vitro and ex vitro, acclimatization
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1.UVOD
Poslednjih decenija zaštita biodiverziteta sve više dobija na značaju. Na osnovu

sprovedenih naučnih analiza i studija donose se odgovarajuća pravna akta (zakoni,

uredbe, naredbe, deklaracije, kodeksi, konvencije, rezolucije, strategije) na

međunarodnom ili nacionalnom nivou, na osnovu kojih se različitim vrstama, u

zavisnosti od stepena i karaktera ugroženosti dodeljuje odgovarajući nivo pravne zaštite.

Među značajnim međunarodnim dokumentima mogu se izdvojiti:

- Dekleracija Ujedinjenih nacija o životnoj sredini (Declaration of the United

Nations Conference on the Human Environment) koja je doneta na prvoj

Konferenciji Ujedinjenih Nacija o čovekovoj sredini u Stokholmu, 1972. godine.

U njoj je istaknuta neophodnost očuvanja vode, vazduha, zemljišta, flore, faune i

reprezentativnih ekosistema za dobrobit sadašnjih i budućih generacija. (United

Nations Environment Programme, http://www.unep.org, 2012);

- Deklaracija o očuvanju flore, faune i njihovih staništa (Declaration on

Conservation of Flora, Fauna, and Their Habitats) usvojene od strane

ekonomske komisije za Evropu UN. Ova deklaracija reguliše pravila ponašanja

prema ugroženim vrstama flore i faune od međunarodnog značaja u cilju

njihovog očuvanja. Pri tom pod vrstama od međunarodnog značaja se

podrazumevaju vrste uključene u “Evropsku crvenu listu” globalno ugroženih

vrsta. (ECE - United Nations Economic Commission for Europe, 1988).

- Konvencija o međunarodnoj trgovini ugroženim vrstama samonikle flore i

faune (The Convention on International Trade in Endangered Species of Wild

Fauna and Flora) koja predstavlja sporazum potpisan još daleke 1973. u

Vašingtonu kojim se obezbeđuje međunarodna saradnja u zaštiti određenih vrsta
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divlje faune i flore od prekomerne eksploatacije putem međunarodnog prometa.

(http://www.cites.org/).

- Konvencija o svetskoj baštini (The World Heritage Convention) koja je stupila

na snagu 1975. godine (http://whc.unesco.org/en/conventiontext). Ovom

konvencijom se štiti kulturno i prirodno nasleđe od izuzetne svetske vrednosti.

- Konvencija o zaštiti "divljih vrsta" i prirodnih staništa Evrope (Convention on

the conservation of European wildlife and natural habitats), tzv. Bernska

konvencija iz 1979. godine i čini sporazum o očuvanju vrsta flore i faune u

prirodi i njihovih prirodnih staništa, naročito onih čija zaštita zahteva

međunarodnu saradnju (Council of Europe, http://www.coe.int, 2012).

Postojanje navedenih dokumenata i činjenica da uprkos tome što su davno

potpisani nisu izgubili na aktuelnosti ukazuju na ogroman i globalan značaj očuvanja

biodiverziteta. U skladu sa tim, zaštita prirode odnosno očuvanje biodiverziteta u Srbiji

je regulisano odgovarajućim zakonima. Donet je Zakon o zaštiti prirode (Službeni

glasnik RS 36/09) kao i Pravilnik o proglašenju i zaštiti strogo zaštićenih i zaštićenih

divljih vrsta biljaka, životinja i gljiva (Službeni glasnik RS 05/10).

Poslednjih godina kod nas se sve intenzivnije radi na zašiti i unapređenju

životne sredine i usmeravanju pažnje na postojeće probleme i njihovo rešavanje

(T o mi ć ev ić  et al., 2010a, 2010b, 2011). Bogata i raznovrsna flora Balkanskog

poluostrva izuzetno je osetljiva i ranjiva u odnosu na različite negativne antropogene

uticaje. U flori Srbije je 171 vrsta uključena u kategoriju iščezlih ili krajnje ugroženih

biljaka, što čini oko 5 % ukupne flore Srbije. Od toga, pet vrsta je nepovratno

izgubljeno, s obzirom na to da su pre iščezavanja bile nastanjene samo na teritoriji

Srbije. Takođe, 121 vrsta u Srbiji pripada grupi krajnje ugroženih taksona i sa velikom

verovatnoćom se može očekivati da u bliskoj budućnosti one nestanu sa naših prostora,

ukoliko im se ne posveti posebna pažnja. Kao posledica vekovnih antropogenih dejstava

na velikom području Srbije pogodnom za poljoprivredu, najviše su stradala močvarna

staništa, slatine, stepski, šumostepski i peščarski ekosistemi, kao i biljke koje su živele

na njima (La k u š i ć , 1999).

Jedan od prvih koraka ka zaštiti ugroženih vrsta kod nas bilo je formiranje

crvene liste vrsta različitih stepena ugroženosti na Katedri za ekologiju biljaka
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Biološkog fakulteta u Beogradu u saradnji sa drugim institucijma (Prirodnjački muzej).

Rezultat ovog rada je već objavljen kao prvi deo specijalizovane publikacije – Crvena

knjiga flore Srbije, koja sadrži procenu stanja ugroženosti biljnih vrsta i predstavlja

osnovu za sprovođenje mera njihove zaštite. Do danas su publikovana brojna

istraživanja koja se bave razmnožavanjem ugroženih taksona, najčešće metodom

mikropropagacije koji se pokazao kao vrlo efikasan za brzo umnožavanje odabranog

taksona, bez pritiska na prirodnu populaciju prilikom uzimanja polaznog materijala

(F a y , 1992, 1994, P e n c e , 1999, G u e r r a n t  et al., 2004). Zbog toga u mnogim

botaničkim baštama i međunarodnim organizacijama, kao što su The European Botanic

Gardens Consortium, koji obuhvata oko 800 botaničkih bašti Evrope

(http://www.botanicgardens.eu), Botanic Gardens Conservation International, čiji

članovi su oko 700 botaničkih bašti iz 118 zemalja sveta (http://www.bgci.org) ili Plant

Conservation Alliance (http://www.nps.gov/plants/index.htm), postoje programi za ex

situ konzervaciju ugroženih taksona koji obuhvataju i njihovo razmnožavanje

mikropropagacijom. Samo u Kraljevskoj botaničkoj bašti Kju u Velikoj Britaniji (The

Royal Botanics Gardens, Kew) do 1998. godine bilo je preko 500 ugroženih vrsta koje

su razmnožene kulturom tkiva u cilju njihove ex situ zaštite (Fa y  i  C h a s e , 1998).

U Srbiji su do danas sprovedena istraživanja koja se bave mikropropagacijom

ugroženih biljnih vrsta, među kojima su i balkanski endemit i tercijarni relikt Ramonda

serbica Pančić (S a b o v l j e v i ć  et al., 2008), Nepeta rtanjensis Diklić et Milojević

(M i š i ć  et al., 2005a, 2005b), Rindera umbellata (Waldst. et Kit.) Bunge (P e r i ć  et al.,

2012), balkanski endemit Salvia brachyodon Vandas (M i š i ć  et al., 2006), kao i mnoge

druge uključujući i neke retke i ugrožene vrste mahovina (V u j i č i ć  et al., 2012,

S a b o v l j e v i ć  et al., 2012).

Posmatrajaći ugrožene vrste koje su svrstane u Crvenu knjigu flore Srbije i

vodeći se potrebom da se one razmnože, a imajući u vidu značaj autohtonih vrsta

prilikom formiranja zelenih prostora specijalne namene kao što su zaštićena prirodna

dobra, nacionalni parkovi, rezervati prirode, spomenici prirode i dr. (Bu s l a f f ,

J o h n s o n , 2004, M a r i n e r et al., 2004, H i t c h m o u g h , 2008, US Forest Service -

Native gardening, 2012, Naturescape British Wild Flowers, 2012; United States

Environmental Protection Agency - Greenscapes, 2012) rešeno je da se prilikom odabira

ugroženih vrsta koje će se razmnožiti mikropropagacijom da prednost onima koje se
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odlikuju dekorativnošću što ih kvalifikuje za korišćenje u pejzažnoj arhitekturi i

hortikulturi. Time se postiže puno prednosti: biljke se sade u uslovima na koje su se

prirodno već adaptirale, zbog čega zahtevaju manje nege u odnosu na selekcionisane

kultivare, a otpornije su od kultivara na nepovoljne uslove (neredovno zalivanje,

siromašan supstrat), kao i na bolesti i štetočine. Pored toga, one su značajne za

sopstveni i okolne ekosisteme jer prirodno učestvuju u njihovom funkcionisanju (na

primer seme ili plodovi mogu biti hrana autohtonim insektima ili pticama). Ukoliko se

ovim vrstama daje prednost, smanjuje se šansa za naturalizaciju neofita, čime se

sprečava širenje potecijalno invazivnih biljaka, što danas predstavlja veliki problem

(M c N e e l y et al., 2001, K e w ,  Gl ob a l  S t ra t e g y f o r  P l an t  Co ns e r v a t i on ,

2 0 10 ,  Tom i će v i ć , et al., 2012). Takođe, "prirodni'' vrtovi omogućavaju čuvanje

genofonda samoniklih vrsta koje postepeno iščezavaju usled brojnih neminovnih

okolnosti (širenje naselja, obradivih površina, intenzivna ispaša, urbanizacija, klimatske

promene). (Bu s l a f f  i J o hn so n , 2004; US Forest Service - Native gardening,

http://www.fs.fed.us/wildflowers/nativegardening/, 2012; Naturescape British Wild

Flowers,  http://www.naturescape.co.uk/gardening.htm, 2012; California Native Plants

Society, http://www.cnps.org, 2012; United States Environmental Protection Agency -

Greenscapes, http://www.epa.gov/osw/conserve/rrr/greenscapes/index.htm, 2012).

Sadnja autohtonih biljaka u "prirodnim vrtovima'', pored očuvanja njihovog

genofonda, značajna je i u procesu aktivne restauracije prirodnih predela, što

podrazumeva unošenje i širenje biljnih vrsta koje pripadaju klimatogenim ili

klimazonalnim zajednicama tog područja (G r b i ć , 1996). Štaviše, G r b i ć  (1996) ističe

da je pri ovakvim poduhvatima neophodno dati prednost lokalnim genotipovima koji su

fenološki potpuno prilagođeni uslovima staništa.

Vrste koje spadaju u ovu kategoriju su i autohtoni karanfili: Dianthus serotinus

Waldst. et Kit., D. pinifolius Sibth. et Sm. i podvrsta D. giganteiformis Borbás subsp.

kladovanus (Degen) Soo. Zbog svojih karakteristika, dekorativnosti i malih zahteva za

negom, navedeni taksoni su pogodni za sadnju u zelenim prostorima pejzažnog stila. S

obzirom da su u pitanju ugrožene vrste, razmnožavanje biljaka poreklom sa prirodnih

staništa bi pomoglo njihovoj ex-situ zaštiti, omogućila bi se sadnja na prirodno stanište

u cilju povećanja brojnosti populacije koja ima tendenciju opadanja, a dobijene biljke bi

mogle da se iskoriste i za obogaćivanje fonda botaničkih bašti kao jednog od načina ex
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situ konzervacije. Pored toga, dobijen biljni materijal bi se upotrebio i za ispitivanje

mogućnosti njihove primene u pejzažnoj arhitekturi i hortikulturi bilo direktno ili kao

polazni materijal u hibridizaciji i sintezi novih ukrasnih taksona u okviru roda Dianthus

o čemu postoje publikovani radovi (Nakano i Mii, 1993a, 1993b, 1993c) i već

komercijalizovane hibridne sorte drugih vrsta karanfila (Dianthus ‘Telstar’, ‘Floral

Lace', 'Melody Pink', 'Ideal Violet‘... (Dianthus barbatus x Dianthus chinensis).

Istraživane vrste mogle takođe bi da budu i predmet međurodovskih ukrštanja u okviru

familije Caryophyllaceae o čemu postoje radovi (Nakano et al., 1996, Nakano i Mii,

1993d). Zbog toga je razmnožavanje navedenih vrsta neophodno da bi se omogućilo

dobijanje velikog broja biljaka koje bi potom mogle da se upotrebe za reintrodukciju na

prirodna staništa, kao i da se iskoriste za kasniju masovnu proizvodnju klasičnim

metodama vegetativnog i generativnog razmnožavanja u komercijalne svrhe. Na taj

način bi se obogatio asortiman autohtonih perena koje se kod nas gaje. Pored toga,

stvorila bi se dovoljna količina biljnog materijala koji bi mogao da se iskoristi za

sintezu novih sorti stvaranjem hibrida između ovih i drugih vrsta karanfila.

Kako su na svojim staništima ove vrste prisutne u malom broju, one će biti

razmnožene metodom mikropropagacije. Ova metoda ima izuzetan značaj u

razmnožavanju ugroženih vrsta jer omogućava dobijanje velikog broja biljaka, za kratko

vreme, od male količine polaznog materijala, najčešće semena. Setva u uslovima in

vitro omogućava očuvanje genetskog diverziteta što je vrlo važno da bi se obezbedilo

kvalitetno spontano potomstvo biljaka vraćenih na prirodna staništa (P e n c e , 1999).

Sam postupak razmnožavanja biljaka ovom metodom je složen i odvija se u

strogo kontrolisanim laboratorijskim uslovima koji se razlikuju, zavisno od vrste koja se

gaji. Zbog toga, razmnožiti neku vrstu metodom mikropropagacije ujedno podrazumeva

i sprovođenje detaljnih istraživanja radi utvrđivanja optimalnih uslova pod kojima će

produkcija kvalitetnog sadnog materijala biti najefikasnija.
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1.1. TAKSONOMSKE, BIOLOŠKE I EKOLOŠKE KARAKTERISTIKE

ISTRAŽIVANIH TAKSONA

1.1.1. Rod Dianthus L.

Rod Dianthus (familia Caryophyllaceae) obuhvata oko 400 vrsta koje su

poreklom iz Evrope, Azije, Severne Amerike i nekoliko iz Južne Amerike. Najčešće

rastu kao višegodišnje polužbunaste, a ređe kao jednogodišnje ili dvogodišnje biljke.

Imaju člankovito, glatko, uglavnom svetlozeleno stablo. Cvetovi su na vrhu izdanaka,

pojedinačni ili u cvastima, raznobojni, prijatnog mirisa. Listovi su naspramno

raspoređeni, uski, svetlo zeleni ili pepeljasto-plavičasto zelene boje. Prašnika ima 10, a

tučak je sastavljen iz 2 oplodna listića i ima 2 stubića. Plod je jednooka čaura. Seme je

okruglasto, pljosnato, štitasto ili duguljasto. Veliki broj vrsta se gaji kad nas kao

perenske (J o s i f o v i ć , 1970, M i j a n o v i ć , 1976, C u l l e n  et al., 1989).

Mnoge vrste koje pripadaju rodu Dianthus danas imaju značajnu primenu u

hortikulturi (Ba l l , 1992, N a u , 1996, D o l e  i  W i l k i n s , 2004). Među njima najveći

značaj ima D. caryophyllus L., pre svega kao rezani cvet. Prema navođenju ISAAA

(International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications, 2012) u 2004.

godini nalazio se na 13. poziciji na listi najvažnijih vrsta rezanog cveća na svetskom

tržištu, dok u SAD čini 9.4% ukupnog prometa rezanog cveća. Takođe, prema izveštaju

(The cut flowers and foliage market in the EU, 2007) agencije holandskog ministarstva

spoljnih poslova - CBI (Centre for the Promotion of Imports from developing countries)

koji daje podatke o prometu rezanog cveća u Evropskoj uniji D. caryophyllus je uvršćen

među 16 najznačajnijih vrsta koje su prodavane na aukcijama rezanog cveća u

Holandiji, u periodu 2002 - 2006. godine. Pored toga, u pitanju je i jedna od

najznačajnijih vrsta rezanog cveća koja se proizvodi u evropskim zemljama: Mađarskoj,

Španiji, Francuskoj, Italiji, Velikoj Britaniji i Poljskoj. Međutim, zemlje Evropske unije

i uvoze značajne količine rezanog cveta karanfila, gde su najveći uvoznici Velika

Britanija, a zatim Holandija, Nemačka, Španija i Francuska, posmatrano za period 2002

- 2006. god. (The cut flowers and foliage market in the EU, 2007).
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Takođe, veliki komercijalni značaj ima turski karanfil, D. barbatus L. koji se

kod nas primenjuje kao sezonsko cveće na cvetnjacima (dvogodišnji rasad), a ima

značaja i kao rezani cvet. Ukoliko se gaji kao rezani cvet, bere se kada je 10% cvetova

otvoreno i ima boju karakterističnu za sortu. Trajnost cveta je do 10 dana (M i j a n o v i ć ,

1976, N a u , 1996, D o l e  i  W i l k i n s , 2004). Danas se na tržištu mogu naći brojni

kultivari ove vrste, sa cvetovima različitih boja, a u skorije vreme sintetisani su hibridi

koji za cvetanje ne zahtevaju hladan period (vernalizacija) već cvetaju iste godine kada

su i posejani (D o l e  i  W i l k i n s , 2004).

Značajnu primenu ima i D. chinensis L. koji se koristi na cvetnjacima ili kao

saksijska kultura (D o l e  i  W i l k i n s , 2004). Do danas su izdvojeni brojni kultivari koji

se međusobno razlikuju po boji cvetova, visini biljaka, toleranciji prema temperaturnim

ekstremima razgranatosti bokora. To je dvogodišnja vrsta (ređe kratkovečna perena)

koja na području Srbije može da se primenjuje kao jednogodišnja jer nije otporna na

mraz, pripada klimatskoj zoni 7-10 (prema podeli koju daje USDA - US Department of

Agriculture), dok Srbija pripada zoni 6.

Kao saksijska kultura često se koristi D. carthusianorum L. (D o l e  i  W i l k i n s ,

2004). Pored navedenih vrsta, kao perene se često gaje i druge vrste karanfila među

kojima su D. plumarius L., D. × allwoodii hort. (D. plumarius x D. caryophyllus), D.

deltoides L., D. gratianopolitanus Vill., D. arenarius L. i D. knappii (Pant.) Asch. et

Kanitz ex Borbás (N a u , 1996). Ovi karanfili često nalaze primenu u vrtovima

pejzažnog stila, uglavnom su skromnih zahteva u odnosu na uslove sredine, pa se mogu

koristiti i na siromašnom zemljištu, za alpinetume i suhozide (N a u , 1996).

D. × allwoodii je perena sivozelenih listova i veliki broj kultivara je sa punim

cvetovima različitih boja. D. plumarius je niska perena, jastučastog habitusa, koja

odlično podnosi sušu. Cvetovi su beli, ružičasti ili ljubičasti, jednobojni ili višebojni i

mirišljavi. Cveta tokom maja i juna. Perena koja formira gust bokor je D.

gratianopolitanus, sa cvetovima koji su prosti ili puni, obično različitih nijansi ružičaste

boje, cveta u maju i junu. D. deltoides je razređeno busenasta biljka, sa zelenim ili

sivkasto zelenim listovima, 15 - 50 cm visoka koja cveta od juna do septembra, a

cvetovi su mirisni i brojni, najčešće ružičaste boje. D. arenarius je perena sivozelenih

listova, niska, sterilni izdanci su visine 5 - 7 cm, dok u vreme cvetanja dostiže visinu
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20-25 cm. Cveta u maju. Jedini karanfil čiji su cvetovi žute boje je D. knappi koji je

visine 40- 50 cm (N a u , 1996, D o l e  i  W i l k i n s , 2004).

1.1.1.1. Dianthus serotinus Waldst. et Kit.

Vrsta D. serotinus (peščarski karanfil) je uvršćena na listu Crvene knjige flore

Srbije i to kao krajnje ugrožen takson, što ukazuje na tendenciju iščezavanja ove vrste iz

prirode. Kao prirodna retkost u Srbiji je zaštićena zakonom ("Zakon o zaštiti životne

sredine", SG RS br. 66/91, 83/92 i 50/93; "Pravilnik o proglašenju i zaštiti strogo

zaštićenih i zaštićenih divljih vrsta biljaka, životinja i gljiva", SG RS, br. 5/2010 i

47/2011). U Rumuniji se smatra retkim (R) ili iščezlim (EX) taksonom. U Slovačkoj je

procenjena kao ranjiva (V) (Bo ž a , 1999). Takođe, D. serotinus je jedan od osam vrsta

karanfila koji su svrstani u IUCN (The International Union for Conservation of Nature)

crvenu listu flore pored D. diutinus Kit. ex Schult., D. hypanicus Andrz., D. lumnitzeri

Wiesb., D. marizii Samp., D. moravicus Kovanda, D. morisianus Wals., D. nitidus

Waldst. et Kit., gde se nalazi u kategoriji ranjivog (V) taksona (Bo ž a , 1999, B i l z ,

2011).

Opis taksona

To je višegodišnja, zeljasta, busenasta biljka, visine 30 – 40 cm. Stabljika je u

donjem delu polegla, u gornjem uspravna, obla, snažna, na nodusima zadebljala,

razgranata od sredine ili gornje trećine. Sterilni izdanci su dugi, formiraju rozetu.

Listovi su plavičasto zelene boje, na vrhu su oštro zašiljeni, po obodu hrapavi. Ima ih 6

– 10 pari, odstojeći su od stabljike pretežno pod uglom od 90°.

Cvetovi su grupisani u cvasti po 5 – 15, blagog su mirisa. Čašica je uzdužno

izbrazdana, prema gore se sužava. Zupci čašice su lancetasti i zašiljeni na vrhu.

Krunični listići su po obodu končasti, krem boje (slika 1). Plod je čaura malo duža od

čašice. Cveta od jula do septembra. Oprašivanje je entomofilno, a rasejavanje

anemohorno i endozoohorno (G a j i ć , 1986, Bo ž a , 1999).
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Slika 1 Cvet D. serotinus

Stanište i rasprostranjenje

D. serotinus raste u okviru sveza Festucion vaginatae Soo 1929, Festucion

rupicolae Soó 1939 i Aceri tatarici-Quercion Zólyomi et Jakucs 1957. U svezi

Festucion vaginatae se javlja na zaravnjenim terenima, padinama dina, kao i po

udolinama između dina, gde raste na pesku koji ima neutralnu do baznu reakciju, pH =

7,00 – 8,10 i koji je veoma siromašan humusom (procenat humusa 0,21 – 2,49%). U

okviru sveze Festucion rupicolae raste na pesku bazne reakcije (pH = 8.00 – 8.10, a

količina humusa je 3.51 – 4.56 %), dok se u svezi Aceri tatarici-Quercion javlja samo

na obodima šuma. Generalno, odgovaraju mu suva, topla, osunčana, peskovita staništa i

peščane pustare (G a j i ć , 1986, Bo ž a , 1999).

Vrsta je rasprostranjena u Panonskoj niziji (Srbija, Mađarska, Slovačka,

Rumunija) i panonski je endemit. U Srbiji je još 1896. godine zabeleženo prisustvo ove

vrste na području Srema, ali je prvobitno bila determinisana pod imenom Dianthus

plumarius L. Danas je prisutna na lokalitetima: Subotičko – horgoška peščara, Subotica,
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pustara Čikerija, šuma Hrastovača, Kelebijska šuma, šuma Daščan, Čavolj, Hajdukova

šuma, Ludoška pustara i Palić (B o ž a , 1999) (slika 2).

Slika 2 Rasprostranjenje D. serotinus  u Srbiji (B o ž a , 1999)

Stanje populacije je na prirodnom staništu je kritično. Broj jedinki ima

tendenciju opadanja usled niza negativnih faktora (subpopulacija u Subotičko –

horgoškoj peščari je procenjena na manje od 150 primeraka). Pošumljavanje otvorenih

peskova, pretvaranje površina pod peščarskom vegetacijom u polja pod
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poljoprivrednom kulturama, izgradnja vikendica, branje i kidanje cvetova od strane

izletnika su samo neki od negativnih faktora (B ož a , 1999). Takođe širenje populacija

invazivne vrste Asclepias syriaca L. dodatno ugrožava D. serotinus na prirodnom

staništu (B i l z , 2011).

Zbog izuzetnih dekorativnih osobina, dugog perioda cvetanja, cvetova blagog i

prijatnog mirisa, osobine da dobro uspeva na siromašnim zemljištima, kao i zbog

otpornosti na sušu, peščarski karanfil se može primenjivati u hortikulturi, posebno na

peskovitim zemljištima. Pogodan je za alpinetume, suhozide, cvetne bordure, ivice, a

koristi se i kao pokrivač tla. Kultivisane forme ove vrste mogu se naći u katalozima

proizvođača kako u Evropi (npr. Cotswold Garden Flowers, Velika Britanija, 2012),

tako i u SAD-u (npr. The Flower Factory, Wisconsin, 2012).

1.1.1.2. Dianthus pinifolius Sibth. et Sm.

Vrsta D. pinifolius je endemit jugoistočnog dela Balkanskog poluostrva i kod

nas ima status ranjivog (V) taksona. Zbog listova plavičasto zelene boje dekorativan je

tokom čitavog vegetacionog perioda (T o m o vi ć  et al., 2003).

Opis taksona

D. pinifolius je višegodišnja, gusto busenasta biljka, visine do 40 cm. Listovi su

linearni, uski, širine do 1 mm, zašiljeni, pomalo hrapavi i po obodu zadebljali. Rukavac

je 3 - 8 puta duži od širine stabljike (slika 3). Cvetovi su u gustim glavicama. Brakteje

su kožaste, duguljasto jajaste ili duguljasto objajaste, sa osjem na vrhu. Ljuspe dvojne

čašice su jajaste ili skoro obsrcaste, kožaste, ima ih 6. Čašica je dužine 8 - 20 mm, širine

2 - 4 mm, zelenkasta, u gornjem delu ružičasta. Krunični listić je dužine 5 - 7 mm, ređe

do 10 mm, nazubljen, purpurne ili ljubičaste boje (slika 4). Cveta od juna do avgusta

(G a j i ć , 1970).
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Slika 3 D. pinifolius - izdanci

Slika 4 D. pinifolius - cvast
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Stanište i rasprostranjenje

Vrsta je endemit Balkanskog poluostrva i rasprostranjena je u Albaniji, Srbiji,

Makedoniji, Bugarskoj, jugozapadnoj Rumuniji i Grčkoj (T o mo vi ć  et al, 2003). U

Srbiji je prisutna na malom broju lokaliteta (Kopaonik, Maljen, okolina Niša i okolina

Vranja) (slika 5), gde raste na suvim, strmim i kamenitim terenima (G a j i ć , 1970,

R a nđ e l ov ić  et al., 2008), na zemljištima koja su se razvila na silikatnoj geološkoj

podlozi (andeziti, ređe graniti) koja imaju neutralnu do blago kiselu reakciju

(T o mo vi ć  et al., 2003, B l až e n č i ć  et al., 2005, M i l os av l j ev i ć  et al., 2005).

Slika 5 Rasprostranjenje D. pinifolius u Srbiji (Gaj ić , 1970, Ranđelović  et al., 2008)
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Iako se ova vrsta javlja u Srbiji na većem broju lokaliteta u odnosu na druga dva

karanfila koji su predmet ovog rada, treba imati u vidu da u svom radu T om ov i ć i

saradnici (2003) ističu da se D. pinifolius na svom prirodnom staništu javlja u veoma

malom broju.

1.1.1.3. Dianthus giganteiformis  Borbas subsp. kladovanus (Degen) Soo

D. giganteiformis subsp. kladovanus (kladovski karanfil) je takson koji je

prepoznat kao ugrožen i upravo zbog toga je našao svoje mesto u ”Crvenoj knjizi flore

Srbije”. Ovaj takson je endemit Balkanskog poluostrva i svrstan je u grupu krajnje

ugroženih taksona u Srbiji sa populacijom od oko 250 zrelih jedinki. U Bugarskoj i

Rumuniji ima status retkog taksona. U međunarodnoj zaštiti takson nije uvršten u

evropsku i svetsku crvenu listu flore (J a l a s  i  S u o m i n e n  1988, D i k l i ć  et al., 1999).

Opis taksona

Višegodišnja zeljasta biljka. Fertilni i sterilni izdanci su mnogobrojni. Stabljike

su uspravne, visoke 25-45 cm, na preseku manje-više četvorouglaste, hrapave, obično sa

5 - 6 pari listova. Listovi kraći od internodija, donji široki 1 - 2 (ređe 3) mm, sa 3 nerva;

lisna sara dugačka do 7 mm. Cvasti sa 3 - 10 cvetova. Ovojni listovi cvasti kožasti, duž

oboda kožasto opnasti, na vrhu sa osjem. Ljuspe dvojne čašice sa širokim prozirnim

opnastim obodom, koji je često talasasto naboran; spoljne mrke, dopiru do polovine

čašice, široko objajaste, na vrhu urezane; unutrašnje široko obrnuto srcaste i sa kratkim

osjem. Čašica dugačka 8 - 10 mm, široka do 2 mm, bledozelena, plavičasto-zelena ili

zelenkasto-ružičasta. Čašični zupci lancetasti ili jajastolancetasti, po obodu dlakavi, na

vrhu više-manje zašiljeni, sa i bez oske. Krunična liska ružičasta, retko bela, dužine 3 -

5 mm, pretežno gola, po obodu slabo nazubljena (D i k l i ć  et al., 1999).

Cveta tokom juna i jula, a plodonosi u julu i avgustu. Oprašivanje se vrši putem

insekata (entomofilija). Razmnožava se semenom i bočnim izdancima iz rizoma.

Obrazuje pojedinačne bokore i manje skupine.
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Slika 6 Stanište D. giganteiformis subsp. kladovanus

Stanište i rasprostranjenje

U pitanju je klasična psamofita. Raste u peščarskim zajednicama stepskog

karaktera iz klase Festucetea vaginatae Soó ex Vicherek 1972. U Kladovskoj peščari

ulazi u sastav zajednice Alysso-Festucetum vaginatae L. Stjepanović-Veseličić 1953, a

najveću brojnost postiže na nešto vezanijim peskovima u subasocijacijama stipetosum

joannis i typicum.

Rasprostranjena je u Vlaškoj niziji i Dobrudži (severoistočna Srbija i

jugoistočna Rumunija, severna i severoistočna Bugarska). Jedino stanište ovog taksona

u Srbiji je na području Kladovske peščare (selo Davidovac) i zauzima površinu od

svega nekoliko hektara sa tendencijom daljeg smanjivanja (slike 6 i 7) (J a l a s  i

S u o m i n e n  1988, D i k l i ć  et al., 1999, European Environment Agency, 2013).

Stanište se nalazi pod jakim antropogenim uticajem. Velike površine na staništu

ove biljke pretvaraju se melioracijom i drugim agrotehničkim merama u kulturne

površine, pre svega u plantažne vinograde. Takođe, pošumljavanje peščare bagremom

dovodi do nestanka pogodnog staništa za ovu podvrstu. Dodatni ugrožavajući faktor je

ekstenzivna ispaša. Broj individua ove vrste na staništu se za sada smatra

zadovoljavajućim ali treba istaći da ima tendenciju stalnog opadanja (D i k l i ć  at al.,
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1999). Prema Pravilniku o proglašenju i zaštiti strogo zaštićenih i zaštićenih divljih

vrsta biljaka, životinja i gljiva ("Službeni glasnik RS", br. 5/2010 od 5. 2. 2010. godine)

ovaj takson je uvršten na listu retkih, ranjivih i ugroženih vrsta, sa statusom strogo

zaštićene vrste. Ove činjenice govore u prilog tome da je neophodno preduzeti sve mere

u cilju zaštite kladovskog karanfila od potpunog istrebljenja sa ovog lokaliteta i

povećanja brojnosti ove podvrste.

Slika 7 Rasprostranjenje D. giganteiformis subsp. kladovanus u Srbiji (Di k l i ć  et al.,

1999)
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1.2. RAZMNOŽAVANJE KARANFILA KONVENCIONALNIM METODAMA

1.2.1. Generativno razmnožavanje

Pri generativnom razmnožavanju biljke se reprodukuju iz semena. Sama suština

generativnog razmnožavanja se ogleda u mejozi, koja obezbeđuje visok stepen

varijabilnosti potomstva, za razliku od vegetativne reprodukcije gde je potomstvo verna

kopija materinske biljke, odnosno genotipski je uniformno (osnova reprodukcije je

mitoza) (G rb i ć , 1996). Međutim, primena generativne reprodukcije u biljnoj

proizvodnji povlači i niz problema koji se moraju rešavati, među kojima su pojava

dormantnosti semena kod pojedinih vrsta ili rađanje semena niske klijavosti (G r b i ć ,

2004). Osim toga, H a s an  (2008) ističe da je u biljnoj proizvodnji neophodno da seme

klija uniformno i u visokom procentu dajući vitalne klijavce.

Sa aspekta očuvanja genetičke raznovrsnosti generativno razmnožavanje ima

veliki značaj, pogotovo za razmnožavanje ugroženih vrsta, ali treba imati u vidu da

ukoliko je potrebna velika količina repromaterijala postoji mogućnost da prirodno

stanište sakupljanjem semena sa lokaliteta bude ugroženo. Takođe, značaj generativnog

razmnožavanja se ogleda i u slučaju kada se obezbeđuje sadni materijal čija sadnja treba

da omogući aktivnu restauraciju prirodnih predela, odnosno unošenje i širenje vrsta koje

pripadaju potencijalnoj vegetaciji određenog područja. Razlog za to nalazimo u potrebi

da se obezbedi dovoljna genotipska i fenotipska varijabilnost koja garantuje veći

adaptivni potencijal (G r b i ć , 1996).

Danas se većina kultivara sezonskog cveća i perena, uključujući i Dianthus spp.

u komercijalnoj proizvodnji razmnožava generativno, setvom F1 hibrida (A n d e rs on ,

2005). Međutim, stvaranju određenog F1 hibrida prethode godine istraživanja tokom

kojih se vrši formiranje čistih linija koje adekvatnim ukrštanjem daju sortu željenih

osobina, često superiorniju od oba roditelja (heterozis). Pored toga, kod mnogih taksona

postoji reproduktivna barijera kojom se sprečava samooprašivanje i time formiranje

homozigotnih linija, zbog čega je jedna od alternativa vegetativno razmnožavanje

željenih heterozigotnih genotipova (A n d e rs on , 2005). Pored F1 hibrida, u prodaji se

može naći seme F2 hibrida, kao i seme koje je nastalo slobodnim oprašivanjem, tzv.
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"open-pollinated cultivars", koje uglavnom ne daje uniformno potomstvo, ali je znatno

jeftinije (A n d e rs on , 2005).

Među vrstama karanfila koje se prvenstveno razmnožavaju semenom su: D.

barbatus, D. chinensis, D. carthusianorum, D. arenarius, D. deltoides i D. knappi.

Za proizvodnju dvogodišnjeg rasada D. barbatus setva semena se vrši u julu, u

stakleniku, hladnim lejama ili na otvorenom. Za uspešno klijanje semena nisu potrebni

predsetveni tretmani, a klijavost obično prelazi 70%. Fotoperiod nema uticaja na

cvetanje (M i j a no v i ć , 1976, D o le  i W i lk i ns , 2004).

D. chinensis se razmnožava semenom, od setve do cvetanja obično je potrebno

da prođe 15 - 16 nedelja, a ukoliko se precvetale stabljike odrežu biljka cveta ponovo u

toku vegetacije (D o l e  i W i l k i ns , 2004).

Kod vrste D. carthusianorum postoje brojni kutivari koji mogu da se

razmnožavaju setvom hibridnog F1 semena, međutim, iako su dobijene biljke

uniformne u pogledu boje cvetova, dešava se da se razlikuju po visini ili vremenu

cvetanja, zbog čega se kultivari kod kojih se javlja takav problem češće razmnožavaju

reznicama ili kulturom in vitro (D o l e  i W i lk in s , 2004).

Za razliku od D. carthusianorum, pri generativnom razmnožavanju D. deltoides

potomstvo je obično ujednačenih osobina. Može se razmnožavati i reznicama koje se

uzimaju sa sterilnih izdanaka tokom proleća i leta. Trajanje proizvodnje zavisi od

kultivara. Na primer N a u  (1996) navodi da ukoliko se kultivar D. deltoides 'Zing Rose'

poseje sredinom februara, dobijene biljke će cvetati već krajem maja. Međutim, to nije

slučaj sa kultivarom D. deltoides 'Brilliant' koji sporije raste, potrebno mu je više

vremena da postigne određene dimenzije i neće cvetati iste godine kada je posejan, već

mu je potreban i period vernalizacije.

Prilikom razmnožavanja vrsta D. arenarius i D. knappi, ukoliko se setva vrši

tokom zime ili u rano proleće (januar-mart), dobijene biljke iste godine sporadično

cvetaju, kod D. knappi do 50% biljaka, 16 - 19 nedelja nakon setve, a kod D. arenarius

svega 10 - 15% biljaka. Međutim, ako se setva semena D. knappi izvrši kasnije, krajem

leta ili u jesen, biljke će cvetati tek naredne godine na stalnom mestu. Potomstvo iz

semena je uglavnom uniformno (N a u , 1996).
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Semenom mogu da se razmnožavaju i vrste D. gratianopolitanus i D. plumarius,

ali se kod njih generativno razmnožavanje retko koristi jer se dobija neujednačeno

potomstvo, biljke variraju u visini i habitusu i dešava se da kod iste sorte se formiraju i

prosti i puni cvetovi. N a u  (1996) navodi da ukoliko se seme D. plumarius poseje u

rano proleće, otprilike 50% dobijenih biljaka će cvetati iste godine. Ukoliko se setva

semena izvrši u januaru, a biljke posade na stalno mesto tokom maja ili početkom juna,

cvetaće u avgustu iste godine, ali takođe sporadično.

Prema pravilima međunarodnog udruženja ISTA (International Seed Testing

Association) za utvrđivanje klijavosti semena vrsta D. barbatus, D. caryophyllus, D.

chinensis, D. plumarius i D. deltoides, pre testiranja klijavosti neophodno je izlaganje

semena niskim temperaturama, do 7 dana na temperaturi 5 - 10 °C pre ispitivanja

klijavosti (ISTA, 2010). Međutim, u relevantnoj literaturi (D r a p e r , 1985, Ba l l , 1991,

N a u , 1996, Do le  i W i lk i ns , 2004) ne postoje podaci o pojavi dormantnosti kod

semena komercijalno značajnih vrsta karanfila. Štaviše, kao što je već navedeno kod

vrsta za vrste D. caryophyllus, D. deltoides i D. barbatus - seme nije dormantno, nisu

potrebni predsetveni tretmani i klijavost je relativno visoka (preko 70% kod D. barbatus

i 70 - 96% kod kultivara D. caryophyllus koji se gaje za primenu u posudama) (N a u ,

1996). Proizvođači semena "Goldsmith seeds and Syngenta flowers" (2012) daju

kompletnu i detaljnu tehnologiju proizvodnje i specifikaciju proizvoda za kultivare

karanfila čije seme imaju u ponudi, i prema tim podacima i klijavost semena D.

carthusianorum je visoka (85 - 90%, zavisno od kultivara).

Kod nekih vrsta roda Dianthus može da se javi dormatnost semena. Ba s k i n  i

Ba s k i n  (2005) izdvajaju tip fiziološke dormantnost semena kod koga je potrebno seme

izlagati određeno vreme višim temperaturama (na primer 30 - 35 °C) koje se potom

smanjuju (na 15 - 20 °C) nakon čega seme klija. Oni navode da je taj tip dormantnosti

zastupljen kod vrste D. armeria L. čije seme je dormantno tokom leta i počinje da klija

u jesen. Međutim, D. armeria je vrsta koja nema veći komercijalni značaj, mada može

da se koristi kao dekorativna. Pojedini proizvođači semena "samoniklih" vrsta, među

kojima je i Everwilde farms Inc. iz Sjedinjenih Američkih Država (Wisconsin)

(Everwilde farms Inc., 2012), u svojoj ponudi imaju seme D. armeria.
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1.2.2. Vegetativo razmnožavanje

Vegetativnim (aseksualnim) razmnožavanjem biljke se reprodukuju iz

vegetativnih delova koji mogu biti specijalizovani (krtole, lukovice, hibernakule,

rasplodni pupoljci, bulbili) ili ne (koren, stablo, list). Reprodukciju biljke iz vegetativnih

delova omogućava sposobnost biljaka da obrazuju nedostajuće delove (restitucija)

najčešće putem njihove regeneracije iz dormantnih primordija ili iz neizdiferenciranih

tkiva, kao i mogućnost srastanja tkiva (spajanje neizdiferenciranog traumatskog tkiva

jednog ili dva različita organizma). Biljke su sposobne da regenerišu kompletnu

individuu iz samo jedne ćelije (svojstvo totipotentnosti) što pored ostalog predstavlja

osnovu ideje o gajenju biljnih ćelija i tkiva u kulturi in vitro (G r b i ć , 2004).

Ukoliko se razmnožavanje zasniva na sposobnosti regeneracije nedostajućih

biljnih delova, tada govorimo o autovegetativnom razmnožavanju, za razliku od

heterovegetativnog razmnožavanja koje obuhvata metode u čijoj osnovi je sposobnost

međusobnog srastanja tkiva različitih individua. U okviru metoda autovegetativnog

razmnožavanja postoji grupa postrizogenih metoda (deljenje, zagrtanje i poleganje) gde

se nova individua odvaja od materinske nakon formiranja sopstvenog korena, i postoji

grupa prerizogenih metoda (reznice i kultura tkiva) gde propagula u trenutku odvajanja

od matične biljke nema koren (G r b i ć , 2004). Međutim, zbog svoje specifičnosti i

primene kod zeljastih biljaka, treba posebno istaći vegetativno razmnožavanje biljaka

specijalizovanim vegetativnim strukturama (lukovice, rizomi, stoloni, krtole, rasplodni

pupoljci i dr.) koji kod nekih rodova ili vrsta cvetnih kultura, predstavljaju osnovni

način razmnožavanja u praksi. Tako se na primer, lale, narcisi i zumbuli razmnožavaju

lukovicama, gladiola i frezija se razmnožavaju krtolastim lukovicama, a perunike

deljenjem rizoma. Kod cikasa se rasplodni pupoljci formiraju duž stabla, dok se oni kod

paprati Cystopteris bulbifera (L.) Bernh. i Asplenium bulbiferum G. Forst. obrazuju na

listovima (G r b i ć , 2004, O l s en , 2007). Kod vrsta Lilium bulbiferum L. i Cardamine

bulbifera (L.) Crantz. formiraju se bulbile u pazuhu listova (metamorfoza aksilarnog

pupoljka). Hibernakule (tzv. pupoljci za prezimljavanje) se formiraju kod nekih vodenih

biljaka (Aldrovanda vesiculosa L., Utricularia L.) (K e w , 2012), a prisutne su i kod

nekih vrsta roda Drosera L. (C u l l en  et al., 2011).

Pri vegetativnom razmnožavanju kod novodobijenih bijaka nema promena u

genetskoj osnovi u odnosu na matičnu bljku osim ukoliko ne dođe do mutacija tokom
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ćelijske deobe (G r b i ć , 2004). Dakle, ovaj način razmnožavanja je pogodan za

fiksiranje povoljnih osobina matične biljke u daljem potomstvu.

Kod karanfila, koji nemaju specijalizovane rasplodne organe, vegetativno

razmnožavanje se vrši deobom bokora, reznicama i kulturom tkiva. Razmnožavanje

deobom bokora se smatra najjednostavnijim načinom vegetativnog razmnožavanja.

Matična biljka se u proleće ili jesen izvadi iz zemlje i oštrim nožem podeli na nekoliko

delova tako da svaki nadzemni deo bude sa dovoljno korenova kako bi se obezbedio

razvoj nove individue. Tako dobijeni delovi se mogu koristiti kao gotov sadni materijal

ili mogu biti posađeni i gajeni do željene veličine (M i j a no v i ć , 1976, N a u , 1996).

Međutim, zbog malog faktora multiplikacije, deoba bokora se koristi kod manjih obima

proizvodnje.

Među karanfilima koji se prvenstveno razmnožavaju vegetativnim putem su D.

caryophyllus, D. × allwoodii, D. gratianopolitanus i D. plumarius. Vrsta D.

caryophyllus se razmnožava kulturom tkiva i reznicama. Danas postoje mnoge

kompanije koje se bave proizvodnjom reznica D. caryophyllus, kao što je "Ringel

nursery" iz Poljske (Ringel nursery, 2012) koji prodaju ožiljene ili neožiljene reznice.

Reznice se po pravilu uzimaju sa bezvirusnih ("virus free") matičnih biljaka dobijenih

kulturom tkiva (Ba l l , 1991, D o l e  i W i l k ins , 2004). Neožiljene reznice se pre

prodaje često skladište na nižim temperaturama tokom određenog perioda. Značaju

uspešnog skladištenja reznica D. caryophyllus kako bi se u pravom trenutku odgovorilo

zahtevima tržišta ide u prilog činjenica da iako su prva istraživanja ove problematike

sprovedena još pedestih godina prošlog veka (H o l e y i  Fa r m e r , 1951, La n gh a n s ,

1954) ni danas nisu izgubila na aktuelnosti (Ze n c i rk i ra n , 2010).

Skladištenje reznica se odvija na niskim temperaturama, ali tako da ne opadne

njihova sposobnost ožiljavanja što često zahteva dodatna detaljna istraživanja vezana za

optimizaciju parametara skladištenja (A c o s t a  et al., 2009, Ze n c i r k i r a n , 2010).

Faktori koji dovode do propadanja reznica tokom dužeg skladištenja su nedostatak

svetlosti, variranje temperature, gubitak vlage (isušivanje), infekcija patogenima i

akumulacija etilena (Z e n c i r k i r an , 2010). Takođe, reznice mogu izgubiti i na

kvalitetu (npr. pojave nekrotiranog tkiva) što kasnije može da prouzrokuje smanjenu

sposobnost ožiljavanja i slabiji razvoj dobijenih biljaka. Naravno, na ožiljavanje utiču i

uslovi transporta reznica nakon skladištenja.
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Efekat skladištenja zavisi i od genotipa posmatranih biljaka, odnosno od toga

koji je kultivar u pitanju. Tako su G a r r id o  et al. (1996) ispitivali uticaj dužine

skladištenja u uslovima niske temperature i uticaj tretiranja reznica auksinima na

ožiljavanje reznica različitih kultivara D. caryophyllus. Reznice su skladištene u

plastičnim vrećicama  na temperaturi 4 ± 2 °C i pri relativnoj vlažnosti od 75%, sa

fotoperiodom od 12h. Nakon 2 nedelje skladištenja tretman auksinima (NAA i IBA) je

pozitivno delovao na ožiljavanje kod nekih kultivara (npr. ‘Oriana’), kod nekih

(‘Virginie’) nije imao uticaja na reznice skladištene duže od 12 nedelja tretman

auksinima uopšte nije imao uticaja na ožiljavanje niti na kvalitet ožiljenih biljaka.

Takođe, Ze n c i r k i r a n  (2010) navodi da se ožiljene reznice mogu skladištiti duže

vremena u odnosu na neožiljene.

Među ostalim karanfilima, D. × allwoodii se razmnožava reznicama, dok podela

bokora ima manji značaj u komercijalnoj proizvodnji zbog malog faktora multiplikacije.

Slično i vrste D. gratianopolitanus i D. plumarius uglavnom se razmnožavaju

terminalnim reznicama koje se uzimaju nakon precvetavanja (Ba l l , 1991, N a u , 1996).

Turski karanfil (D. barbatus) i D. carthusianorum se mogu razmnožavati i

terminalnim pupoljcima ali se ovaj metod ređe koristi (N a u , 1996).
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1.3. RAZMNOŽAVANJE KARANFILA KULTUROM IN VITRO

1.3.1. Istorijat, klasifikacija i metode biljne kulture in vitro

Kultura biljnih ćelija, tkiva i organa in vitro, ili kraće - kultura biljaka in vitro,

predstavlja gajenje različitih biljnih segmenata (eksplanata) odvojenih od matične

biljke, na veštačkoj hranljivoj podlozi (medijumu), u sterilnim, kontrolisanim

laboratorijskim uslovima (P i e r i k , 1987, H a r tm a nn  et al., 1990, N eš ko v i ć  et al.,

2003, G r b i ć , 2004).

Prvi pokušaji gajenja biljnog tkiva na hranljivim podlogama rađeni su početkom

prošlog veka. Istraživači su pošli od pretpostavke da je svaka biljna ćelija, uključujući i

somatske, autonomna i genetski sposobna da regeneriše celu biljku (princip

totipotentnosti). Prvi uspešan eksperiment izvršio je Hannig 1904. godine, gajeći

nezrele embrione nekoliko vrsta koje su priadaju familiji Cruciferae (Brassicaceae). Sve

do otkrića auksina (1934. god.), a potom i ostalih biljnih hormona (citokinina,

giberelina i dr.) uspešnih pokušaja gajenja biljnih fragmenata bilo je malo.

Nakon otkrića auksina, tokom 1939. godine, Gautheret, Nobécourt i White,

nezavisno jedan od drugog, postigli su uspeh sa gajenjem biljnog tkiva u kulturi. Njihov

radovi smatraju se prvom pravom kulturom tkiva. Kao eksplante, Gautheret i Nobécourt

koristili su delove stabla sa ćelijama kambijuma šargarepe (Daucus carota L.). U

medijum za gajenje dodavali su indol sirćetnu kiselinu, jedini tada poznat biljni hormon.

White je gajio tkivo duvana na medijumu bez hormona, ali se kasnije pokazalo da su

endogeni citokinini (hormoni koji utiču na deobu ćelija) u kambijalnim ćelijama duvana

omogućili rast kalusa (P i e r ik , 1987, G r b i ć , 2004).

U daljem periodu istraživanja su bila usmerena na indukovanje ćelijskih deoba,

kojima se najčešće dobijalo neizdiferencirano tkivo - kalus, kao i na održavanje

dobijenog kalusa neograničeno dugo u kulturi. Prve kulture tkiva najčešće su dobijane

od eksplanata poreklom od mladih, meristemskih tkiva, čije rastenje još nije bilo

završeno. Hranljive podloge na kojima su eksplanti gajeni, sadržale su i auksin.

Deobom ćelija, od eksplanata se formirao kalus. Fragmenti kalusa su nakon 3 - 4

nedelje prenošeni na svežu podlogu na kojoj su nastavljali da rastu.
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Međutim, dodavanje samo auksina nije bilo uvek dovoljno da izazove ćelijsku

deobu. Tek je otkrićem citokinina omogućeno dobijanje kalusa i od diferenciranih ćelija

(delovi lista, korena, cveta), koje su se dediferencirale i nanovo dobijale sposobnost

deobe. Najčešće, za uspešno gajenje kulture kalusa, neophodno je dodati oba hormona

(auksine i citokinine) u odgovarajućim koncentracijama u medijum. Ispostavilo se da

auksini i citokinini imaju sinergičko dejstvo, tj. da je njihov zajednički efekat daleko

jači od zbira pojedinačnih efekata ovih hormona.

Daljim istraživanjima utvrđeno je da se, u odgovarajućim uslovima, zavisno od

vrste, kalus diferencira i nanovo regeneriše biljne organe (organogeneza). Otkriće

interaktivnog dejstva auksina i citokinina na organogenezu kalusa predstavlja

prekretnicu u razvoju biljne kulture in vitro. U zavisnosti od koncentracije, ali i

međusobnog odnosa ovih hormona, indukovani su različiti biljni organi. Tako je

stvorena mogućnost kontrole rasta kalusa, koji može da se usmeri u pravcu stvaranja

izdanaka ili korenova, a time i nove biljke. Takođe, zavisno od tipa eksplanata i uslova

gajenja (koncentracije i vrste hormona, sastava podloge - koncentracije mikro i

makroelemenata, vitamina i dr.) novi biljni organi obrazuju se i direktno iz eksplanata

(pupoljaka, vrhova izdanaka, meristema, listova i dr.), bez formiranja kalusa.

Izdanci dobijeni in vitro, se nanovo podele kada dostignu odgovarajuću dužinu,

a dobijeni eksplanti se prenose na svež medijum na kom nastavljaju da rastu i razvijaju

se. Tada se kao eksplanti najčešće uzimaju nodusne reznice, ali i delovi stabljika ili

listova. Deljenje kalusa ili izdanaka i prenošenje na novu podlogu vrši se 3 - 6 nedelja

nakon postavljanja primarnih eksplanata, a naziva se subkultura ili pasaž. Na ovaj način

se za kratko vreme od samo jednog početnog eksplanta dobije veliki broj novih, a od

njih, organogenezom kalusa ili ožiljavanjem izdanaka - kompletne biljčice.

Već polovinom dvadesetog veka, istraživanja se usmeravaju na mogućnosti

primene kulture in vitro u masovnom razmnožavanju biljaka. Rezultati dobijeni za

pojedine kulture su prilično dobri i ubrzo se otvaraju prve komercijalne laboratorije u

kojima se biljni materijal proizvodi korišćenjem odgovarajućih tehnika kulture in vitro

(P i e r ik , 1987).

Kako su eksplanti izuzetno malih dimenzija, razmnožavanje biljaka kulturom in

vitro naziva se još i mikropropagacija (H a r t ma n n  et al., 1990, N ešk o v i ć  et al.,

2003, G r b i ć , 2004). Međutim, u praksi, termin mikropropagacija najčešće
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podrazumeva samo razmnožavanje biljka kulturom vršnih i pazušnih pupoljaka

(H a r tm a nn  et al., 1990, N e š ko v i ć  et al., 2003).

Razmnožavanje biljaka u uslovima in vitro često se naziva i razmnožavanje

kulturom tkiva, što i nije u potpunosti adekvatno. Naime, kultura tkiva prvobitno je

podrazumevala dobijanje neizdiferenciranog tkiva (kalusa), njegovo dalje gajenje u

kulturi i dobijanje mladih biljaka nakon organogeneze ili embriogeneze. Međutim, u

uslovima in vitro biljke se razmnožavaju i kulturom različitih biljnih organa (pupoljci,

listovi, ovarijumi, antere), kulturom embriona, setvom semena i dr., pri čemu se kalus

najčešće uopšte i ne formira, ili i ako se formira nema značaja za dalje faze

razmnožavanja.

Pored metoda koje se prvenstveno koriste u razmnožavanju biljka, do danas su

razvijene i druge metode kulture in vitro (kultura ćelije, protoplasta) koje značajniju

primenu imaju u drugim naučnim disciplinama (genetika, fitopatologija, farmacija i dr.).

One se koriste za različita istraživanja, kao što su mogućnosti dobijanja sekundarnih

metabolita, fiziološko dejstvo patogena, indukcija mutacija, kao i za mnoga druga

istraživanja koja su sva obuhvaćena terminom biotehnologija.

Najpoznatija klasifikacija biljne kulture in vitro izvršena je prema tipu

eksplanata. P i e r i k  (1987) izdvaja šest osnovnih grupa. To su:

- kultura intaktne biljke (setva semena in vitro)

- kultura embriona (izolovanih iz semena)

- kultura organa (pupoljci, koren, izdanci, antere itd.)

- kultura kalusa (najčešće nastaje dediferenciranjem različitog tkiva)

- kultura ćelija (gajenje pojedinačnih ćelija dobijenih iz kalusa ili iz diferenciranog

tkiva)

- kultura protoplasta (dobijenih digestijom ćelijskog zida).

Međutim, navedene metode razmnožavanja se često međusobno kombinuju,

odnosno kulture zasnovane jednom metodom kasnije se umnožavaju primenom neke

druge. Tako se, na primer, kulturom embriona dobijaju nekontaminirani klijavci koji se

potom razmnožavaju odgovarajućom metodom kulture organa (kotiledoni, apikalni

meristem, itd.). Takođe, diferenciranjem ćelija kalusa mogu se dobiti embrioni

(somatska embriogeneza) ili različiti organi (izdanci, korenovi), koji se dalje gaje

primenom nekog drugog metoda kulture in vitro.
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Pored navedene klasifikacije, često se spominju i druge, napravljene prema

načinu regeneracije novih biljaka. Ove klasifikacije se delimično razlikuju, prema

različitim autorima, ali svaka od njih obuhvata iste metode koje su različito grupisane

(P i e r ik , 1987, H a r tma n n  et al., 1990, N e ško v i ć , 1986, N eš ko v ić  et al., 2003).

Zavisno od vrste eksplanta i uslova njegovog gajenja, nove biljke se mogu regenerisati

na više načina. Pri tom, sama regeneracija može biti direktna, bez formiranja kalusa, i

indirektna, kada se najpre formira kalus koji se potom nanovo diferencira.

Tako H a r tm a nn  et al. (1990) pominje pet osnovnih tipova regeneracije

vegetativnih organa:

- kultura vrhova meristema,

- proliferacija bočnih izdanaka,

- indukovanje adventivnih izdanaka,

- organogeneza,

- somatska embriogeneza.

U kulturi vrhova meristema najčešće se kao eksplanti koriste samo vegetacione

kupe sa 2 - 3 lisne primordije. Njihovim rastom i izduživanjem trebalo bi da se dobiju

izdanci koji su oslobođeni virusa, čijim će se daljim umnožavanjem nekim drugim

metodama kulture in vitro i ožiljavanjem dobiti zdrave, bezvirusne biljke.

Proliferacija bočnih izdanaka nastaje sprečavanjem dominacije apikalnog

meristema i razvojem bočnih (pazušnih, aksilarnih) pupoljaka. Obično se kao eksplanti

koriste izdanci ili nodusne reznice.

Indukcija adventivnih izdanaka može se izvršiti direktno na površini

postavljenog eksplanta (delova stabljika ili listova, npr.) ili na kalusnom tkivu koje se

javlja na postavljenom eksplantu na mestu ozlede ili kao posledica dodavanja hormona

u medijum. U oba slučaja izdanci se formiraju de novo.

Termin organogeneza H a r tm an n  et al. (1990) koriste za proces nastajanja

adventivnih izdanaka ili korenova iz mase kalusnog tkiva koje je prethodno duže vreme

gajeno u kulturi. N e š k o v i ć  et al. (2003), međutim, pod pojam organogeneze

svrstavaju i formiranje adventivnih izdanaka, jer se u oba slučaja vegetativni organi
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formiraju de novo, dok kulturu vrhova meristema i proliferaciju bočnih izdanaka

izdvajaju kao grupu metoda kojima se podstiče razvoj već formiranih začetaka organa.

Pod somatskom embriogenezom podrazumeva se razvoj kompletnog embriona

iz ćelija vegetativnog tkiva koje se mogu dobiti korišćenjem različitih tipova eksplanata,

direktno ili nakon formiranja embriogenog kalusa.

Sličnu klasifikaciju načina regenerisanja vegetativnih organa dao je i P i e r ik

(1987). On, pored kulture meristema, proliferacije bočnih izdanaka (aksilarnih

pupoljaka) i formiranja adventivnih izdanaka, posebno izdvaja gajenje jednonodusnih

reznica. Takođe, u posebnu grupu svrstava indukciju kalusa, njegovo gajenje i

regeneraciju organa ili embriona iz ćelija kalusnog tkiva, a na kraju izdvaja i

regeneraciju biljaka iz pojedinačnih ćelija.

1.3.1.1. Kultura intaktne biljke

Kultura intaktne biljke odnosi se isključivo na setvu semena u uslovima in vitro.

Međutim, u literaturi nema podataka o primeni setve semena in vitro u komercijalnom

razmnožavanju biljaka, ali se ova metoda može koristiti za dobijanje nekontaminiranih

biljčica sa kojih se uzimaju eksplanti za dalja istraživanja (pupoljci, listovi, segmenti

stabljika) ili se koriste kao podloge prilikom mikrokalemljenja. Jedini izuzetak

predstavljaju orhideje. Danas se njihovo generativno razmnožavanje odvija isključivo u

uslovima in vitro jer je klijanje semena specifično i u uslovima in vivo teško ih je

uspešno razmnožavati. Naime, njihovo seme sadrži malo hranljivih materija ili ih uopšte

nema. Njihov nedostatak one nadoknađuju simbiozom sa gljivama (mikoriza), koje

najčešće pripadaju rodu Rhizoctonia sp. U simbiozu orhideje stupaju neposredno nakon

germinacije. Tada hife gljiva prodiru u subepidermalni sloj u kome se nesmetano

razvijaju. Međutim, ukoliko dopru u dublje ćelijske slojeve, gljive bivaju ''svarene'', tj

razložene i orhideje se tako snabdevaju organskim, hranljivim materijama. Kada

započnu sa autotrofnom ishranom, za njihov dalji razvoj mikoriza postaje manje

značajna (P i e r i k , 1987). Prva istraživanja klijanja semena orhideja u uslovima in vitro

rađena su uz prisustvo mikoriznih gljiva. Ovaj vid klijanja nazvan je simbiotska

germinacija. Kasnija istraživanja su pokazala da se dejstvo gljiva može zameniti
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odgovarajućom hranljivom podlogom. Međutim, uslovi klijanja in vitro veoma su se

razlikovali zavisno od vrste orhideja. Pri tom, potrebno je bilo utvrditi ne samo sastav

medijuma (mineralni elementi, pH vrednost, koncentracija saharoze, vitamina,

hormona), već i optimalnu temperaturu klijanja i fotoperiod za svaku vrstu posebno.

Ipak, masovna proizvodnja međusobno identičnih biljaka moguća je isključivo

vegetativnim putem. Tradicionalnim metodama vegetativnog razmnožavanja orhideje se

razmnožavaju veoma teško i sporo. P i e r i k  (1987) navodi da je ponekad čak potrebno i

do deset godina da bi se dobila razvijena biljka. Stoga se danas orhideje masovno

proizvode primenom vegetativnih metoda razmnožavanja in vitro koje su daleko

uspešnije, i danas postoje specijalizovani proizvođači (Alba laboratories, AnTec

Laboratory & Ladyslipper Farm i dr.) koji se time bave. Štaviše, kod nekih orhideja

(Phalaenopsis 'Pink Butterfly') je ustanovljen jednostavan i jeftin protokol

mikropropagacije (Marković et al., 2012) čime njihovo razmnožavanje postaje

izvodljivo ne samo u usko specijalizovanim i skupim laboratorijama, već i onim slabije

opremljenim.

Druga značajna primena setve semena u uslovima in vitro omogućava njegovo

brže i pouzdanije klijanje, što ima značaja prilikom dobijanja novih sorti hibridizacijom.

Ukrštanjem roditeljskih biljaka obično se dobijala relativno mala količina semena i

važno je da što više semena isklija.

1.3.1.2. Kultura embriona

Kultura embriona predstavlja gajenje embriona, izdvojenih iz semena, u

uslovima in vitro, u cilju dobijanja komplentne biljke. Prvi radovi vezani za kulturu

embriona objavljeni su još početkom prošlog veka. Većina tih istraživanja sprovedena

je u cilju prevazilaženja problema vezanih za klijanje semena. Dobijeni rezultati su

najčešće bili veoma pozitivni (Bo n ga , 1985, P i e r i k , 1987).

Praktična primena kulture embriona je višestruka. Proizvodni ciklus vrsta sa

dormantnim semenom je kraći, ukoliko su se uzroci dormantnosti nalazili u semenjači

ili endospermu. Takođe, kulturom embriona mogu se dobijati klijavci koji se koriste kao
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bezvirusne podloge za kalemljenje u uslovima in vitro (mikrokalemljenje) (P i e r i k ,

1987, H a r tm an n  et al., 1990).

P i e r i k  (1987) navodi istraživanja u kojima su obrazovani haploidni embrioni.

Oni su jedino mogli da prežive u uslovima in vitro, razvijajući se u haploidne ili nakon

udvajanja hromozoma, u homozigotne biljke što ima značaja prilikom dobijanja čistih

linija u proizvodnji hibridnog semena.

Veliki značaj kulture embriona bio je i u sprečavanju propadanja (abortiranja)

embriona tokom embriogeneze. Ova pojava je prisutna kod koštuničavog voća čiji

plodovi prerano sazrevaju, zbog čega se prekida transport hranljivih materija do još

uvek nezrelog embriona i on propada. Njihovim eksplantiranjem u ranim fazama

razvića, pre sazrevanja plodova, i gajenjem in vitro, nezreli embrioni se mogu razviti u

zdrave biljčice. Propadanje embriona se javlja i kao posledica ukrštanja nekompatibilnih

roditeljskih biljaka (ukrštanje različitih vrsta, rodova, diploida i tetraploida, i sl.). U tom

slučaju, željeno hibridno potomstvo se jedino može dobiti kulturom embriona (P i e r ik ,

1987).

Kultura embriona nalazi primenu i prilikom razmnožavanja palmi među kojima

je i Cocos nucifera 'Makapuno' (Bo n ga , 1985, P i e r i k , 1987, Gr b i ć , 2003). Kod

palme Cocos nucifera prisutna je dormantnost embriona prouzrokovana inhibitornim

materijama koje se nalaze u endospermu. Eksplantirani embrioni u uslovima in vitro

razvijaju se u nove biljčice direktno ili nakon kalusiranja, putem somatske

embriogeneze (Bo n ga , 1985). Kod vrste Pinus peuce Griseb. seme je dormantno i za

uspešno klijanje pri razmnožavanju klasičnim metodama neophodna je šestomesečna

stratifikacija, bez koje bi klijavost bila niža od 1% (N i k o l i ć  et al., 2005), međutim,

kulturom zigotskih embriona u optimalnim in vitro uslovima može se postići

maksimalna klijavost (100%) pri čemu su se iz isklijalih embriona obrazovale pravilno

razvijene biljke (S to j i č i ć  et al., 2008).

Međutim, iako P i e r i k  (1987) i H a r tm a nn  et al. (1990) ističu značaj primene

kulture embriona za razmnožavanje vrsta kod kojih se javlja dormantnost

prouzrokovana inhibitorima u endospermu, u literaturi ne postoje podaci o široj

praktičnoj primeni ove tehnike u generativnoj masovnoj proizvodnji biljaka, izuzev kod

orhideja i palmi (Bo n ga , 1985, P i e r i k , 1987, S t i l i n ov i ć , 1987, Be w l e y i

B l a c k , 1994, Gr b i ć , 2003, 2004).
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1.3.1.3. Kultura organa

Kultura organa ima najveću primenu u odnosu na ostale tipove biljne kulture in

vitro u razmnožavanju biljaka. Eksplanti su različiti biljni organi, vegetativni ili

reproduktivni, ili njihovi delovi.

Pri vegetativnom, masovnom razmnožavanju biljaka najčešće se koriste pupoljci

(meristemi). Pored pupoljaka, zavisno od vrste biljke, kao eksplanti mogu se koristiti i

delovi stabljika, listova, vrhovi izdanaka i dr. Gajenje eksplanata poreklom od

reproduktivnih organa (antere, polen, ovarijumi) koristi se za različita istraživanja,

dobijanje haploida i sl. (P i e r i k , 1987, H ar tm an n  et al., 1990, G rb i ć , 2004).

Dosadašnje iskustvo je pokazalo da se u meristemskim ćelijama ne nalaze virusi.

Čak ako je matična biljka zaražena, moguće je kulturom vrhova meristema dobiti

potomstvo koje nije zaraženo virusima (''virus-free''), kao ni drugim patogenima (gljive,

bakterije). Stoga je kultura meristema našla značajnu primenu u komercijalnoj

proizvodnji zdravog sadnog materijala, naročito kod onih vrsta koje su podložne

virusnim i gljivičnim oboljenjima (karanfil, gerber, malina, krompir i mnoge druge)

(V i n t e rh a l t e r  i Vi n t e r h a l t e r , 1996, P i e r ik , 1987, H a r tm an n  et al., 1990).

Međutim, verovatnoća dobijanja zdravog potomstva u velikoj meri zavisi od

veličine eksplanta. Što je on manji, mogućnost eliminacije virusa je veća. H a r tm an n

et al. (1990) navode da je gajenjem vrhova meristema veličine 0,10 - 0,15 mm,

eliminacija virusa potpuna, ali ipak zasnivanje kulture sa tako malim eksplantima je

teže, broj eksplanata koji propadnu je veći, a i gajenje duže traje. Pored toga,

N e š ko v i ć  et al. (2003) navode i da se gajenjem vegetacione kupe bez lisnih

primordija dobija samo kalus. Zbog toga, u praksi se najčešće koriste eksplanti veličine

0,25 - 1 mm, na kojima se, pored vegetacione kupe, nalaze i dve najmlađe lisne

primordije. Međutim, u tom slučaju, mogućnost da su eksplanti zaraženi nije u

potpunosti isključena, što se proverava odgovarajućim testovima (V i n t e rh a l t e r  i

V i n t e r h a l t e r , 1996, H a r tm an n  et al., 1990, N e šk ov i ć  et al., 2003). Ponekad se

kontaminacije, ukoliko postoje, mogu uočiti već nekoliko dana nakon zasnivanja

kulture. Tada se obično na podlozi javlja micelija gljive. Međutim, pojedini patogeni
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organizmi, kao što su bakterije iz rodova Erwinia Winslow et al. i Pseudomonas Migula

ili Bacillus subtilis Cohn mogu ostati unutar biljnog materijala i po nekoliko meseci, a

da njihovo prisustvo ne bude detektovano. Zbog toga se povremeno vrši indeksacija, tj.

uzimaju se uzorci - delovi eksplanata i gaje na specifičnim podlogama za detekciju

odgovarajućih patogena, gljiva ili bakterija, vrši se kalemljenje kao metoda indeksacije,

dok su za utvrđivanje prisustva virusa razvijeni posebni testovi (ELISA test, npr.).

(P i e r ik , 1987, H a r tma n n  et al., 1990, Vasil i Thorpe, 1994, Le i f e r t  i  C a ss e l l s ,

2001, N e šk ov i ć  et al., 2003)

Pored kulture meristema, za dobijanje bezvirusnih biljaka koristi se i izlaganje

polaznog materijala povišenim temperaturama (''heat-treatment'') određeno vreme, od

20 - 40 dana pa i do nekoliko meseci. Temperature se kreću oko 35 – 38 °C i najčešće

se toploti ne izlažu cele biljke, već samo njihovi izdanci. Ovaj metod se može

primenjivati samostalno ili u kombinaciji sa kulturom vrhova meristema, ali je efikasan

samo protiv ograničenog broja virusa i nekih patogena, jer je i biljni materijal osetljiv na

povišene temperature (P i e r i k , 1987, Ha r t m ann  et al., 1990).

Treba napomenuti da kultura meristema često nije način razmnožavanja biljaka

u uslovima in vitro, već se koristi samo u inicijalnoj fazi razmnožavanja, kako bi se

dobile zdrave, bezvirusne biljke, koje će se potom razmnožavati primenom nekog

drugog metoda kulture in vitro. Jedan od najvažnijih i najčešće korišćenih metoda

mikropropagacije, naročito u komercijalnoj biljnoj proizvodnji, je metod proliferacije

bočnih izdanaka ili pupoljaka. Kao eksplanti se uglavnom koriste vrhovi izdanaka

(nekad samo 2 mm dužine) ili nodusne reznice uzete sa izdanaka koji su najčešće

prethodno dobijeni kulturom meristema i tako oslobođeni od patogena. Ovi eksplanti se

gaje na medijumu odgovarajućeg sastava u cilju sprečavanja apikalne dominacije i

stimulisanja razvoja bočnih pupoljaka. Sastav medijuma zavisi od vrste biljke, ali se

najčešće dodaju citokinini i u nižoj koncentraciji auksini.

Kako se ovom metodom u pazuhu listova početnog eksplanta razvijaju pupoljci i

izdužuju u nove izdanke, a zatim se razvijaju i bočni pupoljci tih novodobijenih

izdanaka, kao rezultat se dobija jako razgranat busen, sa velikim brojem bočnih

izdanaka. Svaki dobijeni izdanak se može iskoristiti za narednu subkulturu, čime se broj

novih izdanaka eksponencijalno uvećava. Oni se potom mogu iskoristiti za sledeće

subkulture ili prebaciti na nov medijum na kom će se ožiliti.
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Primenom metode proliferacije bočnih izdanaka često se korenov sistem uopšte

ne formira, obično kao posledica visokih koncentracija citokinina koji inhibitorno utiču

na formiranje korenovog sistema. Takođe, prisustvo citokinina može prouzrokovati i

skraćivanje internodija formiranih izdanaka, tako da je ponekad potrebno busenove

prebaciti na medijum na kom će se internodije izdužiti, najčešće medijum bez hormona

ili sa giberelinima, pa se tek tada isecaju izdanci koji će se ožiljavati.

Pored pupoljaka, kao eksplanti se mogu koristiti i drugi biljni organi ili njihovi

delovi. Mogu se koristiti segmenti kotiledona, hipokotila, stabla, listova, četina, korena

(po pravilu samo u subkulturi, jer je koren matičnih biljaka gajenih ex vitro visoko

kontaminiran zbog kontakta sa zemljom), delovi juvenilnih (nezrelih) cvasti i cvetova -

petale, ovarijumi i antere, segmenti sočnih listova lukovica, i sl. Oni su izgrađeni iz već

diferenciranih ćelija (trajnog tkiva), a na odgovarajućoj hranljivoj podlozi se

dediferenciraju i neposredno organizuju kao apikalni meristem (direktna organogeneza)

ili obrazuju kalus iz koga se diferencira meristem (indirektna organogeneza).

Apikalni meristemi - pupoljci su na ovaj način formirani de novo, zbog čega sam

postupak njihovog dobijanja H a r tm a nn  et al. (1990) nazivaju kulturom adventivnih

izdanaka. Ovako dobijeni pupoljci ili izdanci se dalje u kulturi in vitro mogu gajiti

odgovarajućim metodama kulture pupoljaka. Takođe, na ovaj način se adventivnim

putem, direktno ili uz prethodno formiranje kalusa, mogu formirati i korenovi.

Da li će se na postavljenim eksplantima obrazovati korenovi, izdanci, izdanci uz

prethodno kalusiranje ili samo neorganizovano kalusno tkivo, zavisi, pre svega od vrste

biljke, pa čak i kultivara (genetski faktor), a potom i od sastava medijuma. Endogeni

hormoni čiji nam je sastav nepoznat mogu da deluju kao sinergisti ili antagonisti

auksinima i citokininima koji se dodaju u hranljivu podlogu. To je jedan od razloga

zbog kojih različite vrste biljaka različito reaguju na isti medijum. Pored auksina i

citokinina u medijum se mogu dodavati i drugi hormoni, ali njihov uticaj na

regeneraciju postavljenih eksplanata zavisi od vrste biljke, njenog fiziološkog stanja,

tipa eksplanta i nemoguće je izvući opšti zaključak (S t o j i č i ć  et al., 1999, 2012,

C o l l e t t et al., 2000,  Fu  i  H a r be r d , 2003,  S t o j i č i ć  i  Bud i mi r , 2004,

N e mh a us e r et al., 2006,  R uz i ck a et al., 2007,  S t e p an ov a et al., 2007,

R uz i ck a et al., 2009) .
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Indukovanjem adventivnih izdanaka može se dobiti visok stepen multiplikacije,

ali je veća i mogućnost pojave aberantnih biljaka - odnosno biljka koje nisu identične

polaznom klonu, što ograničava širu upotrebu ove metode u komercijalnoj biljnoj

proizvodnji.

Kultura reproduktivnih organa biljaka (antere, ovarijumi, mikrospore) i njihovih

delova najčešće se koristi za dobijanje haploida i dihaploida i uglavnom ima primenu u

oplemenjivanju biljaka i selekciji novih sorti. Korišćenjem ovih metoda mogu se za

kratko vreme dobiti čiste, homozigotne linije, što je od velikog značaja za dalja

ukrštanja i izdvajanje poželjnih osobina. Razvoj haploidnih biljaka iz muškog

gametofita naziva se androgeneza, a iz ženskog - ginogeneza.

Kulturom antera ili mikrospora (nezrelih polenovih zrna) indukuju se ćelijske

deobe kojima se formira embrion veoma sličan zigotskom embrionu. Razviće embriona

iz mikrospora može biti direktno ili indirektno. U prvom slučaju svaka mikrospora u

anteri se deli i razvija u embrion, nakon čega antera prsne i iz nje se oslobađaju već

formirani embrioni. Kod indirektne androgeneze, iz mikrospora se najpre razvija kalus,

a zatim se iz njega mogu indukovati pupoljci, korenovi ili embrioni, slično somatskoj

embriogenezi. Međutim, pored toga što imaju redukovan (haploidni) broj hromozoma,

dobijene biljke su obično manjih dimenzija i smanjene vitalnosti u odnosu na diploidne,

materinske biljke. Takve biljke se ne mogu razmnožavati semenom zbog nemogućnosti

da njihovi hromozomi prođu kroz mejozu, pa se stoga razmnožavaju vegetativno ili se u

kulturi in vitro indukuje udvajanje njihovih hromozoma, stvarajući pri tom tzv.

dihaploidne biljke (M u ro v e c  i  Boh a n ec , 2012).

Pored dobijanja haploidnih embriona, ženski gametofit u uslovima in vitro može

se gajiti i radi oprašivanja (fertilizacije) u uslovima in vitro, zatim radi sprečavanja

abortiranja embriona u ranom stadijumu, kada je kultura toliko malih embriona teško

izvodljiva, kao i za različita istraživanja razvoja ploda i semena (S i t a  i  R a v in d r an ,

1991, R az da n , 2003, Di a o  et al., 2009).
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1.3.1.4. Kultura kalusa

Kalusno tkivo, koje se formira na površini eksplanta (tzv. primarni kalus) kao

posledica ozleđivanja ili dodavanja fitohormona, moguće je izdvojiti i gajiti posebno na

podlogama za gajenje kalusnih kultura. Obično se dodaju samo auksini: 2,4,5-

trihlorofenoksi sirćetna kiselina (2,4,5-T), 2,4-D (2,4-dihlorofenoksi sirćetna kiselina),

IAA (indol-3-sirćetna kiselina), NAA (α- naftil-sirćetna kiselina), IBA (indol-3-buterna

kiselina) ili auksini u kombinaciji sa niskim dozama citokinina (najčešće BAP, 6-benzil-

aminopurin). Pored navedenih, pojedini hormoni (giberelini, etilen) u kombinaciji sa

auksinima mogu pozitivno da utiču na rast kalusa, ali je njihovo dejstvo prilično

kompleksno i zavisi od koncentracije i fiziološkog stanja biljke (G a s p ar  et al., 1996,

R az d a n , 2003, M a ch ak o va  et al., 2008). Kalusna tkiva mogu se dobiti iz eksplanata

korena, stabla, lista, lisnih drški, cveta, ploda, uključujući i zrele i nezrele embrione.

Nastaju dediferenciranjem ćelija eksplanata koje ponovo stiču sposobnost deobe i

obrazuju tzv. nediferencirano biljno tkivo ili kalus.

Kada je primarni kalus obrazovan, obično nakon 3 - 6 nedelja prenosi se na

svežu podlogu tako što se deo tkiva koji aktivno raste očisti od sasušenih i nekrotiranih

delova i prebaci na svež medijum. Obično su sastav novog medijuma i uslovi gajenja

slični onima u periodu indukcije, jedino se smanjuju koncentracije hormona

(N e š ko v i ć  et al., 2003). Na taj način, deljenjem i prebacivanjem na svež medijum

(subkulture), kalusno tkivo se može održavati jako dugo u kulturi. Na ovako gajenom

kalusu moguće je organogenezom indukovati pupoljke i korenove ili somatskom

embriogenezom - nove biljke. Takođe, od kalusa se mogu dobiti ćelijske suspenzije

koje će se posle posebno gajiti u kulturi in vitro (H v os l e f - E id e  i  P r e i l , 2005).

Kultura kalusa ima značajnu primenu u različitim istraživanjima. Koristi se za

određivanje preliminarne kompatibilnosti kod kalemljenja, pri čemu se kalusi poreklom

od biljaka čija se kompatiblinost ispituje fizički spoje u kulturi i zatim se prati njihov

dalji razvoj i eventulano srastanje (J on a rd  et al., 1990, E r r e a  et al., 2001, M oo r e ,

1991, P in a i E r r e a , 2005). Takođe, kultura kalusa se koristi i u farmaceutskoj

industriji, gde se gaje tkiva sposobna da sintetišu različite sekundarne metabolite

(Ba u m e r t  1992, V an i s r e e  2004, Hv os l e f -E i d e  i  P r e i l , 2005, Hus s a i n  et al.,

2012). Međutim, kultura kalusa se ne koristi u masovnom razmnožavanju biljaka zbog

mogućnosti pojave genetičkih promena usled relativno visoke doze hormona koje se
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koriste za indukciju i održavanje kalusa. Tako, sintetički auksin 2,4-D (2,4-

dihlorofenoksi sirćetna kiselina) posle duže primene izaziva poliploidiju, aneuploidiju i

druge hromozomske aberacije, a česte su i promene manjeg obima koje pogađaju samo

pojedine gene (genske mutacije) i ne mogu se videti na preparatu hromozoma. Ove

promene se nazivaju somaklonalne varijacije jer se manifestuju u somatskim ćelijama.

1.3.1.5. Kultura ćelija i protoplasta

Ćelijska suspenzija se najčešće dobija iz kalusa (R a z d a n , 2003). Obično,

nakon više uzastopnih subkultura kalusno tkivo postaje "rastresitije" nakon čega se vrši

transfer na tečan medijum koji se stavlja na rotirajuću platformu, tzv. rotirajući ili

recipročni šejkeri na kom se ćelije kalusa razdvajaju na sitnije agregate sastavljene iz

nekoliko ćelija i na pojedinačne ćelije. Ove ćelije mogu da se dalje gaje u kulturi, ali se

vremenom ponovo spajaju, obrazujući krupnije agregate - nove kaluse, zbog čega je

kulturu potrebno povremeno filtrirati (R a z d a n , 2003, G e o r ge , 2008).

Kako je sintetička sposobnost izolovanih, pojedinačnih ćelija ograničena,

medijum - rastvor u kom se gaje ćelije, sadrži više organskih sastojaka od uobičajenih

medijuma za kulturu tkiva, a filtrirana suspenzija se prenosi na svež medijum jednom

nedeljno. Posude u kojima se gaji suspenzija ćelija obično je potrebno neprekidno

mućkati kako bi se sprečila anoksija (nedostatak kiseonika) pa se postavljaju u

odgovarajuće uređaje, najčešće rotacione, mada postoje i bioreaktori kod kojih se u

kulturu ubacuje sterilan vazduh. Na ovaj način, ćelijske suspenzije se mogu

neograničeno dugo održavati u kulturi (P i e r ik , 1987, R a z d a n , 2003, H v o s l e f -

E id e  i  P r e i l , 2005, Ge o r ge , 2008).

Klonovi poreklom od jedne ćelije se mogu dobiti razlivanjem suspenzije na

površinu agara, kada se pojedinačne ćelije razvijaju u kaluse ili embriogenezom u

somatske embrione. U okviru klona, ćelije su genetski homogene i ove klonirane

ćelijske linije imaju značaja za mnoga fiziološka istraživanja, a pomoću njih se lakše

može otkriti i somaklonalno variranje između polaznih ćelija gajenih u suspenziji

(N e š ko v i ć  et al., 2003, G e o r ge , 2008).
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Digestijom ćelijskog zida, u suspenziji ostaju samo protoplasti koji zadobijaju

pravilan loptast oblik, bez obzira na oblik ćelije od koje potiču. Potom dolazi do

ponovne regeneracije ćelijskog zida i deobe tih ćelija. Na taj način, kultura protoplasta

prelazi u kulturu ćelija. Period u kom je ćelija bila bez ćelijskog zida koristi se za

različita biohemijska i citološka istraživanja, pri čemu se ćelijske organele mogu

neoštećene osloboditi iz protoplasta. Takođe, tada je moguće u ćeliju unositi krupne

molekule, kao što su nukleinske kiseline, primenom različitih metoda među kojima je

najpoznatija somatska hibridizacija i na taj način genetski menjati protoplaste

(N e š ko v i ć  et al., 2003).

Somatska hibridizacija nastaje spajanjem protoplasta u suspenziji, a tada dolazi i

do fuzije jedara i nastaje nova, "hibridna" ćelija koja se, nakon obrazovanja ćelijskog

zida, dalje deli i formira kalus ili regeneriše celu biljku. Ove hibridne ćelije potrebno je

prepoznati i odvojiti od ostatka suspenzije. Ukoliko je hibridizacija uspešno izvršena,

dobijene biljke ispoljavaju osobine koje su nasledile od oba "roditelja" (P i e r i k , 1987,

N e š ko v i ć  et al., G eo rge , 2008)

Primenom somatske hibridizacije do sada su uspešno dobijeni unutarvrsni

hibridi, kao i hibridi između različitih biljnih vrsta ili rodova. Na ovaj način se mogu

dobiti i tetraploidi ili poliploidi, a spajanjem haploidnih ćelija dihaploidi (N a ga t a  i

Ba j a j , 2001). Međutim, zbog razlika u morfologiji hromozoma, međuvrsni hibridi

mogu biti sterilni ili mogu da daju deformisano potomstvo, što donekle sužava primenu

somatske hibridizacije u praksi (H a m i l l  et al., 1985).

Do danas su publikovana brojna istraživanja koja se bave somatskom

hibridizacijom ukrasnih biljaka, uključujući i hibridizaciju fuzijom protoplasta kod vrsta

roda Dianthus (N a k a no  i  M i i , 1993a, 1993b, 1993c, N a k a n o  et al., 2001, M i i ,

2009), ali i hibridizaciju između D. barbatus i Gypsophila paniculata L., pri čemu su

dobijeni hibridi formirali cvetove u uslovima in vitro bez obrazovanja listova, ali nije

bilo moguće dobiti pravilno razvijene biljke koje se mogu aklimatizovati (N a k a no  et

al., 1996).
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1.3.2. Sintetičko seme

Sintetičko (veštačko) seme se formira oblaganjem (enkapsulacijom) somatskih

embriona, ili ređe pupoljaka, veštačkim endospermom koji je želatinozne strukture i

obično sadrži odgovarajuće količine mineralne soli, fitohormona i pesticida. Veštački

endosperm se često oblaže zaštitnim omotačem koji odgovara semenjači (Bh o jw a n i ,

R az d a n , 1996, G rb i ć , 2004). Uprkos očiglednim prednostima korišćenja sintetičkog

semena u klonskom razmnožavanju biljaka, kao što su jednostavnost primene i brza

masovna reprodukcija željenih taksona, sintetičko seme još uvek nema značajnu

primenu u komercijalnom razmnožavanju biljaka. To je nova metoda koja je još uvek u

početnim fazama istraživanja, ispitana je kod malog broja taksona, a postoje i praktični

problemi koji još uvek nisu rešeni, kao što je mala trajnost enkapsulisanog semena sa

hidratisanim embrionima, odnosno enkapsulacija isušenih embriona (Bh o jw a n i ,

R az d a n , 1996, Gr b i ć , 2004).

1.3.3. Banke gena

Kolekcije gena i semena, odnosno banke gena, pretstavljaju posebno

organizovane i visoko specijalizovane kolekcije živog materijala koji se sakuplja,

skladišti, održava i razmnožava pod strogo kontrolisanim i specifičnim uslovima.

Kolekcije gena imaju značaja u očuvanju genotipova ugroženih vrsta, ali i specifičnih

genotipova (homozigotne linije, genetski modifikovane ćelije, itd.) (D o d ds , 1991,

FAO, 2014). Primena kulture in vitro u formiranju banki gena omogućava

prevazilaženje problema koji se javljaju kod nekih vrsta, onemogućujući dugoročno

skladištenje njihovog semena. To su pre svega vrste sa rekalcitrantnim semenom, ili

vrste koje slabo plodonose ili čije seme je sterilno ili male klijavosti (FAO, 2014,

J oh ns on , 2002, S ar a sa n  et al., 2006). Kultura in vitro se koristi kod kratkotrajnog

skladištenja biljnih delova (najčešće meristema ili embriona) pri kom se podešavanjem

odgovarajućih faktora (medijum, temperatura, i dr.) rast kultura samo usporava; a koristi

se i u pripremi biljnog materijala za krioprezervaciju, kao i za dobijanje vitalnih biljaka

nakon krioprezervacije. Zbog toga je osnovni korak, pre formiranja banke gena,

iznalaženje optimalnog protokola za kulturu in vitro odabranog taksona, tj. genotipa

(D o d ds , 1991, FAO, 2014, J oh ns on , 2002).
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1.3.4. Faze razmnožavanja u kulturi in vitro

Način razmnožavanja in vitro razlikuje se zavisno od vrste, pa čak i sorte.

Međutim, sve vrste tokom razmnožavanja prolaze kroz manje ili više iste faze.

U početnoj (inicijalnoj) fazi uzimaju se eksplanti sa biljaka koje su rasle u

prirodnim uslovima ili u stakleniku i zasniva se kultura. Tom prilikom, eksplanti se

obrade tako da se oslobode od patogena (sterilizacija), kako bi se za sledeću fazu

razmnožavanja - fazu multiplikacije, obezbedio sterilni polazni materijal.

U fazi multiplikacije primenjuju se različite metode, a sve one imaju za cilj

dobijanje što većeg broja izdanaka iz jednog početnog eksplanta, pri tom izdanci mogu

da se formiraju direktno iz eksplanta ili indirektno, nakon obrazovanja kalusa. Ova faza

može obuhvatati veliki broj subkultura.

Treću fazu čini ožiljavanje izdanaka koji se kada dostignu dovoljnu dužinu

(obično ne manje od 10 mm), prenose na odgovarajući medijum, na kom se formira

korenov sistem. Nakon toga sledi završna faza (aklimatizacija), u kojoj se dobijene

biljčice postepeno adaptiraju na uslove koji vladaju u prirodnoj sredini.

Kod mnogih vrsta, korenov sistem se ne obrazuje in vitro, već se dobijeni

izdanci ožiljavaju kao zelene reznice u klasičnim supstratima za ožiljavanje (pesak,

perlit). Na taj način se skraćuje i proizvodni proces, jer se formiranje korenovog sistema

odvija istovremeno sa adaptacijom biljaka na uslove spoljašnje sredine. (P i e r i k , 1987,

V i n t e r h a l t e r  i Vin t e r h a l t e r , 1996, G r b i ć , 2004)

1.3.2.1. Inicijalna faza

Prilikom zasnivanja kultura, najvažnije je obezbediti zdrav, nekontaminiran

polazni materijal za dalje faze razmnožavanja. Ukoliko dođe do kontaminacija, one se

brzo šire, jer su uslovi u laboratoriji pogodni za razvoj patogena i za kratko vreme mogu

nastati veliki gubici. Zbog toga se, pre postavljanja eksplanata na medijum za gajenje,

obavezno vrši površinska sterilizacija uzetog biljnog materijala (P i e r i k , 1987,

V i n t e r h a l t e r  i Vi n t e r h a l t e r , 1996).
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Sterilizacija biljnog materijala se najčešće vrši korišćenjem rastvora natrijum

hipohlorita (NaOCl) (0,5 - 4%), a nešto ređu primenu imaju kalcijum hipohlorit

Ca(OCl)2 i živa (II) hlorid (HgCl2). Kako bi se mogućnost pojave kontaminacija svela

na minimum, eksplante je najbolje uzimati sa biljaka koje su rasle u stakleniku, gde su

preduzimane intenzivne mere zaštite od pojave bolesti i štetočina. Međutim, kako to

nije uvek izvodljivo, eksplanti se uzimaju i sa biljaka koje su rasle na otvorenom. To je

čest slučaj prilikom razmnožavanja drvenastih vrsta, jer se mnoge njihove karakteristike

ispoljavaju tek u adultnom stadijumu, pa se i eksplanti uzimaju sa odraslih stabala.

Zavisno od vrste, mogu se koristiti različiti tipovi eksplanata. Uzimaju se vrhovi

izdanaka, delovi listova, lukovica, nodusi sa bočnim pupoljkom, i dr. Ipak, u inicijalnoj

fazi obično se koriste vršni i pazušni pupoljci, a najčešće se sa pupoljaka iseca samo

vršni meristem, veličine oko 1 mm, pa i manje, sa 2 - 3 lisne primordije (kultura vrhova

meristema) (V i n t e r h a l t e r  i Vi n t e rh a l t e r , 1996, N e šk ov i ć  et al., 2003, G r b i ć ,

2004).

Inicijalna faza se završava kada se obrazuju izdanci. Oni se razvijaju direktno,

podsticanjem na rast već formiranih začetaka meristema, ili se formiraju adventivnim

putem na delovima stabljika, listova, kotiledona, i dr. Dobijeni izdanci, koji su zdravi i

pravilno formirani, koriste se potom u sledećoj fazi (faza multiplikacije). U inicijalnoj

fazi, pored dobijanja izdanaka, u nekim slučajevima se indukuje kalus, iz koga će se

kasnije somatskom embriogenezom ili organogenezom formirati novi izdanci.

Međutim, regeneracija novih biljaka iz kalusa koristi se uglavnom prilikom različitih

istraživanja, dok u komercijalnoj proizvodnji još uvek nema značajnu primenu.

(H a r tm a nn  et al., 1990)

1.3.2.2. Multiplikacija izdanaka

Multiplikacija izdanaka može se obavljati na više načina. Najjednostavnije je sa

dobijenih izdanaka odsecati jednonodusne reznice, obično sa delom lisne drške i

odgovarajućim pazušnim pupoljkom. Iz ovog pupoljka razvija se novi izdanak koji se

potom, na isti način deli. G r b i ć  (1992) ovaj metod koristi za umnožavanje izdanaka

brestova, a P i e r i k  (1987) navodi da se ovaj metod uspešno primenjuje i prilikom

razmnožavanja krompira, kruške, ruža, bršljana, nekih vrba, paradajza i dr. Međutim,
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ovaj metod se ne može primeniti prilikom razmnožavanja biljaka koje formiraju rozetu

(vrste iz fam. Bromeliaceae, Gerbera L.). Takođe, faktor multiplikacije zavisi od broja

pupoljaka na izdanku koji se deli. Ukoliko se formira mali broj pupoljaka,

razmnožavanje se odvija relativno sporo, pa je bolje primeniti neki drugi metod

razmnožavanja.

U komercijalnoj proizvodnji multiplikacija izdanaka se znatno češće vrši

proliferacijom bočnih izdanaka. Tada se izdanci dobijeni u inicijalnoj fazi prenose na

medijum sa relativno visokim koncentracijama citokinina, koji sprečavaju apikalnu

dominaciju, čime se podstiče razvoj bočnih pupoljaka. Koncentracija i vrsta citokinina

zavisi u velikoj meri od vrste koja se razmnožava. Za eksplante poreklom sa juvenilnih

biljaka obično su potrebne nešto niže koncentracije citokinina nego za one poreklom sa

adultnih biljaka. Takođe, kod nekih vrsta bočni izdanci se razvijaju i bez dodavanja

citokinina (vrste iz fam. Bromeliaceae), dok je kod nekih potrebno, pored dodavanja

citokinina, ukloniti i apikalni meristem da bi se razvili bočni izdanci (Yucca L.).

Najčešće se koristi kombinovanje citokinina sa niskim koncentracijama auksina koje

pomažu izduživanje bočnih izdanaka, a nisu suviše visoke da izazovu kalusiranje

eksplanata (P i e r i k , 1987, V in t e r ha l t e r  i Vi n t e rh a l t e r , 1996). Ovaj metod se

često u praksi kombinuje sa odsecanjem nodusnih reznica. Najpre se iz nodusnih

reznica razviju izdanci koji se potom premeste na medijum sa citokininima (i nižom

koncentracijom auksina) radi podsticanja razvoja bočnih izdanaka. (P i e r ik , 1987,

H a r tm an n  et al., 1990, V in t e r h a l t e r  i Vi n t e rh a l t e r , 1996, N ešk o v i ć  et al.,

2003). Kada se razviju bočni izdanci, iz pupoljaka na njima se ponovo razvijaju novi

izdanci, tako da kultura ima izgled ''busena''. Izdanci se, kada dostignu odgovarajuću

dužinu (oko 10 mm), isecaju i prenose na svež medijum radi formiranja novih bočnih

izdanaka ili se prenose na medijum za ožiljavanje. Prenošenje dobijenih izdanaka na

svež medijum (subkultura) vrši se, zavisno od vrste, svakih 2 - 4 nedelje

(V i n t e rh a l t e r  i Vi n t e r h a l t e r , 1996, G rb i ć , 2004).

Proliferacijom bočnih izdanaka razmnožavanje se odvija relativno brzo, genotip

biljaka ostaje očuvan (mutacije su retke), a dobijene biljke su zdrave, dobrog porasta

(P i e r ik , 1987). Međutim, dešava se da biljke, čak i nakon ožiljavanja na medijumu bez

citokinina, nastavljaju da formiraju bočne izdanke. Ove biljke imaju žbunast habitus, a

cvetovi, odnosno plodovi su im sitni. U tom slučaju, balans hormona i drugi parametri
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(svetlosni režim) podešavaju se za svaki kultivar posebno, kako bi se navedene

neželjene pojave sprečile (P i e r ik , 1987).

Pored razmnožavanja jednonodusnim reznicama i proliferacijom bočnih

izdanaka, novi izdanci se mogu formirati i adventivnim putem, na različitim biljnim

organima. Međutim, u odnosu na razmnožavanje razvojem bočnih izdanaka, uspešno

formiranje adventivnih izdanaka postignuto je kod manjeg broja vrsta, a mogućnost

pojave mutacija bila je veća (P i e r ik , 1987, H a r t ma nn  et al., 1990).

Uloga hormona u formiranju adventivnih izdanaka se veoma razlikuje zavisno

od vrste biljke. Kod nekih vrsta izdanci se formiraju čak i bez prisustva hormona

(Cardamine pratensis L., Streptocarpus spp.). Različiti citokinini i auksini imaju i

različit uticaj na regeneraciju izdanaka. Pored njih, i drugi faktori utiču inhibitorno ili

stimulativno na formiranje izdanaka. Među njima su adenin, različiti vitamini, hormoni

(giberelini, etilen, abscisinska kiselina), temperaturni i svetlosni režim. Tako, povećane

koncentracije giberelina sprečavaju formiranje adventivnih izdanaka zumbula, cikorije,

duvana, vrsta Begonia rex Putz., Plumbago indica L. Abscisinska kiselina uglavnom

deluje inhibitorno na formiranje adventivnih izdanaka, ali kod Ipomoea batatas (L.)

Lam. ona stimuliše njihovo stvaranje. Kod nekih vrsta je neophodno eksplante držati u

mraku (Freesia spp., Nerine Herb., Eucharis grandiflora Planch. et Linden), dok kod

drugih izlaganje svetlosti određene talasne dužine može biti stimulativno (Petunia

Juss.). Takođe, uspeh regeneracije adventivnih izdanaka zavisi i od tipa eksplanta, pa se

kod različitih vrsta kao eksplanti koriste i delovi različitih biljnih organa (P i e r i k , 1987,

H a r tm an n  et al., 1990).

1.3.2.3. Formiranje korenova i aklimatizacija biljaka

Izdanci dobijeni u fazi multiplikacije mogu se ožiljavati u uslovima in vitro na

medijumu odgovarajućeg sastava ili u klasičnim supstratima u uslovima ex vitro

istovremeno sa aklimatizacijom ožiljenica.

Ožiljavanjem se in vitro biljčice pripremaju za prenos iz veštački kontrolisanih

uslova u kojima su one heterotrofne ili miksotrofne, na autotrofnu ishranu u uslovima

staklenika. Ova priprema biljaka uključuje i formiranje korenovog sistema, ali i
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stvaranje takvih uslova u kojima bi se biljke pripremile za aklimatizaciju i preživele je u

što većem broju. Za in vitro ožiljavanje, pojedinačni izdanci se prebacuju u nove

posude, na medijum bez citokinina, sa povećanom koncentracijom auksina, a često se

redukuje i koncentracija neorganskih soli.

Kod nekih biljaka uspešno ožiljavanje se postiže gajenjem in vitro izdanaka na

medijumu sa auksinima 1 - 2 dana a potom se prebace na medijum bez auksina. Takođe,

izdanci se mogu uroniti u rastvor auksina i neposredno zatim postaviti na medijum bez

hormona. Neke biljke se najbolje ožile ako se tokom tretiranja auksinima drže u mraku.

Pre faze ožiljavanja odbacuju se svi abnormalni, aberantni ili oštećeni izdanci a

postavljaju uniformni i kvalitetni. Izdanci vrsta koje imaju period mirovanja moraju da

se hlade kako bi se stimulisao nov rast i izduživanje. Ex vitro aspekti mikropropagacije

uključuju ožiljavanje in vivo i aklimatizaciju biljaka a dalji rast dobijenih ožiljenica

kasnije se prati u poljskim uslovima. Direktno (ex vitro) ožiljavanje izdanaka uz

korišćenje mista ili u uslovima visoke vlažnosti je često ekonomičnije nego njihovo

ožiljavanje in vitro. Ožiljavanje ex vitro može biti dvoetapna procedura u kojoj se najpre

inicira razvoj korenova u uslovima in vitro (tretiranjem auksinima, npr.), pa se izdanci

postavljaju u supstrat za ožiljavanje i rast, ili se sve odvija u jednoj etapi, u kojoj se

izdanci postavljaju direktno u supstrat za ožiljavanje. Obično se koriste supstrati koji

imaju primenu i prilikom ožiljavanja reznica konvencionalnim metodama (treset, perlit,

vermikulit, itd.) (P i e r i k , 1987, H a r tm an n  et al., 1990, G r b i ć , 2004).

Specifični uslovi u kulturi in vitro (heterotrofna ishrana u prisustvu relativno

visoke koncentracije šećera, visoka relativna vlažnost vazduha i manja količina svetlosti

i priliv CO2 nego kod kultura gajenih konvencionalnim metodama) dovode do

formiranja biljaka koje imaju abnormalna morfološka svojstva, anatomsku građu i

fiziološke funkcije (Po sp i s i l o v a  et al., 1999). Nakon prenošenja u uslove ex vitro

biljčice lako mogu biti oštećene zbog naglih promena uslova sredine, i zbog toga je

potreban period aklimatizacije da bi se te abnormalnosti korigovale. Biljke koje su rasle

u uslovima in vitro najčešće imaju slabo razvijenu kutikulu zbog visoke relativne

vlažnosti vazduha koja se u posudama kreće 90 - 100%. Zbog toga može doći do

prekomerne transpiracije preko kutikule kada se biljke prebace u uslove ex vitro. Listovi

in vitro biljaka su često tanki, meki i fotosintetički slabo aktivni. Tokom aklimatizacije

odvijaju se značajne promene u morfološkim i anatomskim osobinama listova, pre
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svega, u karakteristikama epiderma, debljini listova, diferencijaciji mezofila, broju i

strukturi hloroplasta, zbog čega se aklimatizovane biljke razlikuju od biljaka pre

aklimatizacije. Debljina listova se obično povećava, a mezofil se više diferencira u

palisadni sloj i sunđerasti parenhim, gustina stoma opada, a njihov oblik se menja od

kružnog kakav je bio kod in vitro biljaka, u eliptični (P os p i s i l o v a  et al., 1999).

Najvažnija promena uključuje razvoj kutikule, epikutikularnog voska i pojavu

efektivnog regulisanja transpiracije preko stoma što vodi ka stabilnom vodnom režimu.

Takođe, P o s p i s i l o v a  et al. (1999) navode da je kod aklimatizovanih biljaka povećan i

sadržaj hlorofila. Korenovi koji su se razvili in vitro su osetljivi i ne funkcionišu dobro

in vivo. Imaju malo ili nimalo korenskih dlačica, brzo propadaju i moraju biti zamenjeni

novoformiranim korenovima tokom procesa aklimatizacije. Problem može da se javi i

usled slabe razvijenosti korenovog sistema, slabe vaskularne povezanosti sa izdankom

zbog čega je smanjen transfer vode iz korenova do izdanaka (M cC le l l a nd , 1990,

D i az -P e r ez  et al., 1995, C a rv a lh o  et al., 2002).

Jedan od načina za prevazilaženje problema sa aklimatizacijom in vitro biljaka

(nefunkcionalnošću korenova i listova) je korišćenje autotrofnog sistema

mikropropagacije (photoautotrophic micropropagation system - PMS). Takav sistem

podrazumeva da se biljke gaje u odgovarajućim uslovima koji podstiču fotosintezu, a

sami uslovi obuhvataju celokupan prostor u posudama, uključujući i koncentraciju CO2,

fotosintetički fotonski fluks, kao i podlogu u kojoj se razvija korenov sistem (Kozai i

K u bo ta , 2005, S a r as an , 2010). Za razvoj korena potrebno je odabrati odgovarajući

materijal (supstrat) koji daje potporu biljkama (agar se menja poroznim materijalima),

tako da se stvore bolji uslovi za razvoj korenovog sistema (dostupnost kiseonika i

hranljivih materija). Bez šećera u medijumu, sa poroznim materijalima koji obezbeđuju

potporu i tečnim medijumom, čitav sistem podseća na hidroponski sistem gajenja, pa se

naziva i "mikroponika" ("microponic") (K o z a i  i K ub o t a , 2005, Th o rp e  et al.,

2008). Tokom poslednjih 20 godina istraživanja ovaj sistem se uspešno primenjuje kod

mnogih biljnih vrsta među kojima su Acacia mangium Willd., Brassica oleracea L.,

Chrysanthemum morifolium Ramat., Citrus macrophylla L., Coffea robusta Pierre ex

A.Froehner, Solanum tuberosum L., Eucalyptus camaldulensis Dehnh., Nicotiana

tabacum L., Ipomoea batatas (L.) Lam., Rubus idaeus L., Saccharum spp.,

Lycopersicon esculentum L. i mnoge druge (K u b o t a , 2002).
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1.3.5. Komponente medijuma

U osnovi komponente hranljive podloge (medijuma) se mogu podeliti u dve

grupe - neorganske i organske komponente. Neorganske komponente obuhvataju soli

makroelemenata (azot, kalijum, kalcijum, fosfor, magnezijum i sumpor) i

mikroelemenata (gvožđe, nikl, hlor, mangan, cink, bor, bakar i molibden). Navedeni

elementi i ugljenik, kiseonik i vodonik čine 17 esencijalnih elemenata, koji se

karakterišu specifičnom ulogom u metabolizmu biljaka i ne mogu se zameniti drugim

elementom. Pored navedenih elemenata, kobalt, aluminijum, natrijum, silicijum i jod

kod nekih biljaka takođe imaju ulogu esencijalnih elemenata (G r b i ć , 2004, G e o r ge  i

d e K le r k , 2008). Navedeni elementi se dodaju u obliku jedinjenja u određenoj

koncentraciji u mediujum. Oblik (jon) u kom se dodaju elementi kao i njegova

koncentracija značajno utiču na razvoj kultura (G e o r ge  i d e K le rk , 2008). Na

primer, azot se dodaje u vidu nitratnog (NO3
-) ili amonijum jona (NH4

+). Većina biljaka

usvaja azot u obliku nitrata koji se potom redukuje do amonijačnog jona, pre nego što se

ugradi u organski molekul. U većini slučajeva, u kulturi tkiva, potrebno je biljkama

obezbediti azot u oba oblika i važno je podesiti balans koncentracija oba jona u podlozi.

Ukoliko je suviše visoka koncentracija NH4
+ u odnosu na NO3

- dolazi do inhibicije

razvoja korenova zbog čega podloge za kulturu korenova često ne sadrže NH4
+,

međutim, intenzivnim usvajanjem NO3
- dolazi do povećanja pH vrednosti medijuma za

gajenje, što može da smanji usvajanje drugih esencijalnih elemenata kao što su Fe, Zn i

Cu. Sastav medijuma (vrste i koncentracije neorganskih soli) koji ima najširu primenu

dali su M u r a sh i ge  i S ko o g  (1962), prvobitno kao optimizaciju podloge za razvoj

kalusa duvana.

Organske komponente se dodaju obično u malim količinama, to su pretežno

vitamini i aminokiseline (G r b i ć , 2004, Th o rp e  et al., 2008). U ranijim istraživanjima,

u sastav medijuma su često ulazile i hemijski "nedefinisane" komponente, kao što su

voćni sokovi ili ekstrat kvasca koji su često korišćeni kao organske komponente

(umesto vitamina i aminokiselina). Problem je bio u činjenici da su ovakve komponente

imale varijabilan hemijski sastav i nisu se mogli garantovati uvek isti rezultati. Ipak,

danas se, na primer, još uvek u neke podloge dodaje kokosovo mleko zbog velike

količine citokinina i drugih regulatora rasta, kao i homogenat banane (podloge za

razmnožavanje orhideja) (T h o rp e  et al., 2008).
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Poseban značaj ima dodavanje šećera u podlogu, pre svega kao izvor energije i

ugljenika, ali i kao osmotikum. Najznačajniji, najčešće korišćen i ujedno najjeftiniji

šećer je saharoza. Saharoza je disaharid koji se katabolitičkim procesima u biljnom

organizmu razlaže na monosaharide - glukozu i fruktozu, hidrolitički (pomoću enzima

invertaza) ili nehidrolitički (pomoću enzima sintaza), pri čemu se najpre formira

fruktoza i uridindifosfat (UDP) glukoza (S i nd e l a r o v a  et al., 1999). Pored saharoze u

medijum se mogu dodavati i drugi šećeri, glukoza, maltoza, laktoza ili fruktoza. U

nekim slučajevima su povoljniji efekti dobijeni sa glukozom koja je bolje uticala na

razvoj kultura ili je uticala na pojavu organogeneze u slučajevima kada se to nije moglo

postići sa saharozom (No w a k  et al., 2004, To do r ov ić  et al., 2006, Th o rp e  et al.,

2008, M o h am ed i A l s a do n , 2010). Na primer, povoljniji rezultati sa glukozom ili

fruktozom su dobijeni kod 7 vrsta iz roda Alnus (T r e mbl a y i La l on d e , 1984,

Ba r gh c h i , 1988), zatim kod Bougainvillea 'San Diego Red' (S t e f f en  et al., 1988),

Castanea sativa L., C. crenata Siebold et Zucc. (C h au v i n  i Salesses, 1988), Nepeta

rtanjensis Diklić et Milojević (M i s i c  et al., 2005), Corylus avelana L. (Y u  i R e ed ,

1993), Fagus spp. (C u en c a  i Vi e i t ez , 2000) i dr.

Šećerni alkoholi (polioli, polihidroksilni alkoholi) obično ne mogu da budu

metabolisani i zbog toga se ne mogu koristiti kao izvor ugljenika, ali imaju osmotsku

funkciju modifikujući vodni potencijal medijuma. Zbog toga, ukoliko se koriste šećerni

alkoholi u podlogu se mora dodati i šećer (saharoza) kako bi se obezbedila energija za

razvoj kulture. Međutim, alkohol sorbitol pojedine vrste uspešno usvajaju i metabolišu.

T h or p e  et al. (2008) navode da dodavanje sorbitola u podlogu pozitivno utiče na rast

kalusa jabuke, a kod nekih vrsta iz familije Rosaceae povoljno utiče na njihov rast u

kulturi in vitro. Takođe, kod pojedinih kultivara jabuka kulture nisu rasle na medijumu

sa saharozom bez sorbitola, a kod nekih drugih kultivara ('Ottawa 3') su se razvijali

abnormalni izdanci dodavanjem čak niske koncentracije sorbitola. Kod duvana,

kukuruza, citrusa i cikorije, pokazano je da dodavanje šećernih alkohola stimuliše

različite fiziološke procese (T h o r p e  et al., 2008). Pored toga, kokosovo mleko koje

povoljno utiče na kulturu in vitro mnogih vrsta među kojima su Actinidia deliciosa

C.F.Liang et A.R.Ferguson. (N a s i b  et al., 2008), Ficus benghalensis L. (M u ns h i et

al., 2004), Chrysanthemum morifolium Ramat., (La s lo  i  Ză p â r ţ a n , 2011), Santalum

album L. (Janarthanam i Sumathi, 2011), Justicia gendarussa Burm.
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(Janarthanam i Sumathi, 2010), Carica papaya L. (Saha et al., 2003) i velikog

broja orhideja (Arditti i Krikorian, 1996, Selvakumar et al., 2001, Lee-Espinoza,

2008, Giridhar i Ravishankar, 2004, Baque et al., 2011, Nambiar et al., 2012),

pored mnogih drugih jedinjenja sadrži i oko 15 gL-1 sorbitola (Thorpe et al.).

Značajnu grupu komponenti medijuma čine regulatori rasta (biljni hormoni).

Među njima u kulturi in vitro najveći značaj imaju auksini, citokinini i giberelini.

Auksini podstiču formiranje kalusa, deobu ćelija, formiranje adventivnih korenova, a

inhibiraju rast i razviće bočnih i adventivnih izdanaka, tj. omogućuju apikalnu

dominaciju (G r b i ć , 2004, M a ch a ko v a  et al., 2008). Citokinini utiču na deobu ćelija,

indukuju formiranje adventivnih i bočnih izdanaka, inhibiraju razvoj korenova.

Dodavanje drugih hormona može delovati sinergistički ili antagonistički (G r b i ć , 2004,

v a n S t ad en  et al., 2008). Na primer, sa auksinima, citokinini ispoljavaju sinergističko

dejstvo. Međutim, dodavanje giberelinske kiseline (GA3) sa citokininima može u nekim

slučajevima imati sinergistički efekat (npr. multiplikacija izdanaka Morus cathayana

Hemsl., kultura in vitro Ocimum basilicum L.) a u nekim drugim antagonistički efekat

(proliferacija bočnih izdanaka jabuke ‘McIntosh’) (M a c h a k ov a  et al., 2008).

Giberelini, u odnosu na citokinine i auksine, imaju manji značaj u kulturi in vitro.

Najčešće se koristi GA3 koja je veoma termolabilna, pa se u podlogu dodaje nakon

autoklaviranja, sterilnom filtracijom. Giberelini utiču na izduživanje ćelija, rast

meristema i pupoljaka (Đ u k i ć , 1985). Mogu da se koriste za prekidanje dormantnosti

semena ili embriona (G r b i ć , 2004, M os hk ov  et al., 2008).

U većini slučajeva, u medijum se dodaje i inertna potporna komponenta,

najčešće agar koji mu daje čvrstinu i omogućava da eksplanti budu na površini

medijuma. Medijum može da bude i tečan, kada se eksplanti postavljaju na specijalne

držače (G r b i ć , 2004).

Značajan faktor prilikom pripreme medijuma predstavlja pH vrednost. Od nje

zavisi koje soli će biti u rastvorene u podlozi, utiče na usvajanje komponenti medijuma,

odnosno dostupnost pojedinih jona, kao i na čvrstoću podloge sa agarom. Inicijalna pH

vrednost se obično podešava u rasponu od 5,5 do 6,0, ali se ove vrednosti modifikuju

zavisno od vrste koja se gaji (G e o r ge i d e K l e r k , 2008, M a ch a ko v a  et al., 2008,

T h or p e  et al., 2008).
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1.4. PREGLED DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA

1.4.1. Primena kulture in vitro u razmnožavanju Dianthus spp.

Posmatrajući istraživanja vezana za kulturu in vitro vrsta roda Dianthus, prvi

publikovani radovi pojavili su se relativno rano, 1963. godine (S t on e , 1963) ubrzo

posle otkrića kinetina - citokinina (M i l l e r  et al., 1955), i otkrića sinergističkog dejstva

citokinina i auksina na formiranje i rast vegetativnih organa (S k o o g i  Mi l l e r , 1957).

S t on e  (1963) je uspostavio kulturu vrhova meristema D. caryophyllus (veličine od 0,2

mm do 1 mm) istražujući ujedno i faktore koji utiču na njihov rast. Meristemi su

uzimani sa matičnih biljaka različite starosti, tokom čitave godine i gajeni u epruvetama

na tečnom medijumu sa "držačem" napravljenim od filter papira. Tom prilikom došlo je

i do rizogeneze čija uspešnost je zavisila od veličine eksplanta i vremena kada su oni

uzeti sa matičnih biljaka. Tokom sedamdesetih godina publikovana su i druga

istraživanja vezana za razvoj D. caryophyllus u kulturi in vitro. Među njima treba

pomenuti istraživanja Pe t ru  i La n d a  (1974) koji su najpre setvom semena in vitro

uspostavili sterilnu kulturu, a zatim su sa dobijenih klijavaca isecali hipokotil i apikalni

meristem iz koga se razvio kalus. Organogenezom kalusa formirali su se izdanci koji su

kasnije ožiljeni, a potom je izvršena aklimatizacija dobijenih biljaka na prirodne

supstrate. Interesantno je pomenuti i istraživanja koja su sproveli R oe s t  i

Bo k e l m an n  (1981) gde su ispitivali efekat X-zraka, genotipa i pozicije eksplanta na

reznici (u odnosu na terminalni pupoljak) na multiplikaciju izdanaka vegetativnih

reznica odabranih 6 kultivara D. caryophyllus i na rizogenezu u kulturi in vitro.

M a r ko v i ć  (2008) daje pregled značajnijih istraživanja vezanih za in vitro

kulturu D. caryophyllus navodeći korišćenje različitih tipova eksplanata (segementi

stabla, listovi, ovarijumi, petale i sl.) i metoda (kultura suspenzije ćelija, somatska

embriogeneza, organogeneza kalusa, proliferacija bočnih izdanka) ističući pri tom

značaj same vrste koja se danas komercijalno razmnožava kulturom in vitro, pre svega u

cilju obezbeđivanja zdravih, bezvirusnih biljaka, koje se koriste kao polazni materijal za

razmnožavanje klasičnim metodama - reznicama (Lu b o ms k i  i J e r z y, 1989,

H a r tm an n  et al., 1990, N u ge n t  et al., 1991, Na k a no  i Mi i , 1992, v an Al tv or s t

et al., 1992, M es s e gue r  et al., 1993, Na k ano  et al., 1994, v a n Al tv o rs t  et al.,
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1994, 1995, Br a r et al. , 1995,  W at a d et al., 1996,  Fa l et al., 1999,  S a t o et al.,

2000,  Co r r e l l  i W e a th e r s , 2001, J a in et al., 2001, Va l as s i et al., 2003,  Do l e  i

W i l k i ns , 2004).

Pored navedenih, do danas je D. caryophyllus korišćen i za druga istraživanja u

kulturi in vitro (M a r kov i ć , 2008). Tako, na primer, D a n t as  et al. (2001) su ispitivali

dejstvo različitih uslova provetravanja kultura D. caryophyllus 'Nelken', prateći rast

kultura, stepen multiplikacije, pojavu hiperhidričnosti, apsorpciju makroelemenata i

promenu pH vrednosti. C oo k  i v a n S t ad e n  (1988) su istraživali uticaj hormona na

formiranje i precvetavanje cvetova na primeru D. caryophyllus, a H a lm a g yi  i

La m b a r d i  (2007) su se bavili mogućnošću krioprezervacije ove vrste. Takođe,

Y a d a v  et al. (2003) su redukovali pojavu hiperhidričnosti izdanaka D. caryophyllus

menjanjem koncentracija jona magnezijuma i gvožđa u podlozi, s tim da su

optimalne koncentracije morale da se podešavaju posebno za svaki ispitivani

kultivar, dok su K e ver s  et al. (2004) i S ahe r  et al. (2004) razmatrali uzroke

hiperhidričnosti, pre svega kao posledicu fiziološkog stresa biljke. Pored toga,

M a ja d a  et al (1998, 2000) su vršili različita anatomska i morfološka istraživanja tkiva

D. caryophyllus u kulturi in vitro.

Istraživanja vezanih za kulturu in vitro drugih vrsta komercijalno značajnih

karanfila, u odnosu na D. caryophyllus, ima mnogo manje. Pri tom najveći broj

dostupnih istraživanja u kulturi in vitro vezan je za vrste D. barbatus i D. chinensis.

Tako su J e t h wa n i  i K o th a r i  (1993) gajili kotiledone obe vrste (D. barbatus i D.

chinensis) indukujući adventivne izdanke na podlogama sa BAP i NAA koje su potom

ožiljavali na podlogama bez hormona. Takođe, J e th w an i  et al. (1994) su izvršili

mikropropagaciju navedene dve vrste karanfila, kulturom vrhova izdanaka, a K h a w ar

et al. (2007) su razmnožavali D. barbatus kulturom meristema i nodusnim reznicama

(samo prvi nodus ispod apikalnog pupoljka). Kod vrste D. chinensis je postignuta i

regeneracija izdanaka iz kalusa. Kalus je dobijen gajenjem bazalnih segmenata listova

na MS medijumu uz dodatak 2,4-D (2,4 - dihlorfenoksi sirćetna kiselina). Dobijeni

kalus je prenošen na sveže podloge različitog sastava, a izdanci su indukovani samo iz

kalusa koji je tokom subkultura gajen na medijumu sa BAP u kombinaciji sa fenil

sirćetnom kiselinom (J e t h wa n i  i Ko th a r i , 1996). Indukciju adventivnih pupoljaka

D. chinensis na površini lisnih segmenata, bez formiranja kalusa, izvršili su K a n t i a  i
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K o th a r i  (2002). Takođe, i kod D. barbatus adventivni izdanci su se formirali

organogenezom kalusa koji je indukovan iz lisnih eksplanata. Formirani izdanci su

gajeni na medijumu sa GA3 radi izduživanja, potom su ožiljavani na MS podlozi sa 2

mgL-1 IBA, a dobijene biljke su uspešno aklimatizovane (P a r e ek i  P a r e e k , 2005).

Pored toga, P a r e e k  i K o th a r i  (2003) su dali uspešan postupak direktne somatske

embriogeneze (bez formiranja kalusa) za D. barbatus i D. chinensis gajenjem

segmenata listova u kulturi in vitro, a P a r e e k  et al. (2004) su razmnožili navedene dve

vrste koristeći vršne i nodusne reznice kao eksplante.

N a k a no  i  Mi i  (1993a) su izvršili somatsku hibridizaciju vrsta D. barbatus i

D. chinensis primenivši fuziju protoplasta, a potom su iz tako dobijenih hibridnih ćelija

regenerisali kalus i nakon 5 meseci organogenezom kalusa - izdanke. Izdanci su

ožiljeni, a dobijene biljke su cvetale u uslovima in vitro. Na osnovu boje cvetova, broja

hromozoma i rDNA analize utvrđeno je da su dobijene biljke hibridi. Takođe,

primenom iste metode izvršena je i somatska hibridizacija vrsta D. chinensis i D.

caryophyllus (N a k a n o  i M i i , 1993b). N o n t a sw a t s r i  et al. (2008) su gajeći antere

(sa mikrosporama u stadijumu tetrada, jednojedarnom ili dvojedarnom stadijumu)

indukovali kalus D. chinensis i D. barbatus iz kog su se potom regenerisali izdanci.

Odgovarajućim testovima se pokazalo da je većina formiranih izdanaka bila diploidna.

Do sada su publikovana i druga istraživanja vezana za optimizaciju protokola

mikropropagacije D. barbatus uz ispitivanje dejstva različitih regulatora rasta, gajenjem

više tipova eksplanata (vršnih i nodusnih reznica, segmenata stabljika, listova) (X i n  et

al., 2009, La p a d a t es cu  et al., 2012).

Pored vrsta D. barbatus i D. chinensis, publikovana su istraživanja vezana za

kulturu tkiva drugih karanfila. Tako su M on t es  et al. (1997) gajili meristeme veličine

0,2 - 0,5 mm, sa apikalnih i aksilarnih pupoljaka in vitro biljčica D. plumarius koje su

dobijene iz semena. F r a ga  et al. (2004) su izvršili eliminaciju virusa, koji predstavljaju

veliki problem u proizvodnji vrste D. gratianopolitanus, kombinacijom kulture

meristema i tretmana povišenim temperaturama. Najpre su sa matičnih biljaka koje su

rasle u stakleniku izolovali meristeme (veličine 0,3 mm) koji su se razvili u izdanke i

gajili ih 3 meseca na 24 °C, a zatim narednih 6 nedelja na 37 °C. Nakon toga su sa

preživelih izdanaka ponovo izolovali meristeme i ceo postupak su ponovili dok testovi

nisu pokazali da su biljke oslobođene virusa. Dobijene bezvirusne biljke oni su potom
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razmnožavali prateći uticaj hormona na razvoj izdanaka i korenova, pri tom koristeći

kao eksplante vrhove izdanaka (3 mm dužine), jednonodusne reznice, listove i

ovarijume.

1.4.1.1. Razmnožavanje ugroženih vrsta karanfila

Do sada je veći broj ugroženih taksona karanfila razmnožavan primenom
različitih metoda kulture in vitro. Među njima je D. arenarius L. ssp. bohemicus
(Novák) O. Schwarz kod koga je kultura in vitro uspostavljena korišćenjem
jednonodusnih reznica (K o v a c , 1995). Dianthus petraeus Waldst. et Kit. ssp. noeanus
(Boiss.) Tutin je razmožen kulturom meristema i gajenjem segmenata stabljika na
kojima se obrazovao organogeni kalus iz kog su se razvili adventivni pupoljci
(R a do j ev i ć et al., 1997). Slično i taksoni D. giganteus d’Urv. ssp. croaticus (Borbás)
Tutin i D. ciliatus Guss. ssp. dalmaticus (Čelak.) Hayek su razmnoženi gajenjem
segmenata stabljika i formiranjem adventivnih pupoljaka, ali se pokazalo da se na
pojedinim podlogama formirao i embriogeni kalus (R a do j ev i ć et al., 2006, 2010).

Kod većine taksona inicijalna kultura je uspostavljena setvom semena in vitro
čime se postiže očuvanje genetske varijabilnosti (P e n c e , 1999). Među njima je D.
superbus L. ssp. superbus Domin (Mi ku l i k , 1999), D. spiculifolius Schur (Bu t iu c -
K e u l  et al., 2001), D. henteri Heuff. ex Griseb. et Schenk (C r i s t e a et al., 2010), D.
nardiformis Janka (H o lo b i u c et al., 2009), D. giganteus d'Urv. subsp. banaticus
(Heuff. ex Griseb. et Schenk) Tutin. (P o p  i P am f i l , 2011), D. glacialis Haenke ssp.
gelidus (Schott, Nym. et Kotschy) Tutin. (H o lo b i u c  et al., 2010a), D. nardiformis
(H o lo b i u c  et al., 2009, H o lo b i uc  et al., 2010b), D. fruticosus L. (P a p a f o t i ou  i
S t r a ga s , 2009), D. petraeus Waldst. et Kit. ssp. simonkaianus (Péterfi) Tutin
(M i c l a us et al., 2003), D. pyrenaicus Pourr. (M a r c u  et al., 2006) i druge.

U fazi multiplikacije kod više taksona eksplanti su bili nodusne reznice i
terminalni pupoljci, među njima su D. spiculifolius, D. henteri i D. nardiformis, a kod
D. superbus ssp. superbus samo nodusne reznice (M ik u l i k , 1999, Bu t iu c -K eu l  et
al., 2001, C r i s t e a et al., 2002, H ol ob i u c et al., 2009, Ho lo b i uc  et al., 2010b,
C r i s t e a  et al., 2010).

Detaljno је istraživano i razmnožavanje D. spiculifolius Schur. Pored ispitivanja
uticaja balansa citokinina i auksina na multiplikaciju izdanaka, ustanovljen je i protokol
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za pravljenje banke gena in vitro, pri čemu je pozitivan efekat imalo dodavanje manitola
kao osmotskog faktora u medijum (Bu t iu c -K eu l  et al., 2001, C r i s t ea  et al., 2002,
H o lo b iu c  et al., 2010, P op  i P am f i l , 2011). Takođe, sprovedena su i istraživanja
unapređenja protokola mikropropagacije D. tenuifolius Schur., D. callizonus Schott et
Kotschy, D. spiculifolius, D. superbus L. ssp. speciosus (Reinchenb) Pawl. (C r i s t e a et
al., 2004, H o lo b i uc i B l in du , 2006).

Pored navedenih, rađena su i istraživanja kojima je bio cilj da se indukuje
somatska embriogeneza kod ugroženih karanfila radi proizvodnje sintetičkog
semena (H ol ob i u c  et al., 2009). Istraživanja su obuhvatila taksone D. tenuifolius,
D. callizonus, D. spiculifolius i D. glacialis subsp. gelidus, a u medijum je dodavan
manitol kako bi se indukovao umereni osmotski stres koji prouzrokuje smanjen rast
kulture, ali podstiče somatsku embriogenezu. Dobijeni somatski embrioni su uspešno
klijali.

Međutim, za karanfile D. serotinus, D. pinifolius i D. giganteiformis ssp.
kladovanus ne postoje publikovani podaci o mogućnostima njihovog razmnožavanja
mikropropagacijom. Do danas, u periodu 2006 - 2007. godine su sprovedena jedino
preliminarna istraživanja mogućnosti mikropropagacije D. giganteiformis ssp.
kladovanus i D. serotinus (M a r ko v i ć et al., 2006, 2007). Tokom navedenih
istraživanja, u fazi multiplikacije D. giganteiformis ssp. kladovanus ispitano je dejstvo
samo jedne koncentracije dodatog citokinina (1 mgL-1 (4,44 µM) BAP) na podlozi koja
je sadržala isključivo 1/2 MS mineralne soli (M u r a s h i ge i Sk o o g , 1962), pri čemu je
indeks multiplikacije bio nizak. U fazi ožiljavanja vrste D. serotinus dobijen je mali
procenat ožiljenih biljaka, korenov sistem je bio slabo razvijen, a faza aklimatizacije
nije sprovedena. Stoga je bilo neophodno da se sprovedu detaljna istraživanja radi
optimizacije protokola mikropropagacije navedena dva karanfila, kao i kompletna
istraživanja mikropropagacije vrste D. pinifolius, kako bi se dobio jednostavan i
kompletan protokol njihovog razmnožavanja.

Da bi praktična primena mikropropagacije u razmnožavanju navedenih vrsta
karanfila bila moguća i ekonomski opravdana, neophodno je utvrditi tačan sastav
sterilnih hranljivih podloga za umnožavanje i ožiljavanje izdanaka (ispitati dejstvo
fitohormona, utvrditi tačnu koncentraciju tih hormona, odrediti sadržaj organskih i
neorganskih komponenti, pH vrednost podloge), i što je od izuzetne važnosti - treba
utvrditi uslove uspešne aklimatizacije dobijenih biljaka na nesterilne uslove spoljašnje
sredine.
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1.5. STRATEGIJA REINTRODUKCIJE DOBIJENIH BILJAKA NA

PRIRODNA STANIŠTA

Kada se govori o praktičnoj zaštiti ugroženih biljnih vrsta, mogu se izdvojiti

četri osnovna načina zaštite: „in – situ'' zaštita, „ex – situ'' zaštita, reintrodukcija,

introdukcija, a veliki značaj ima i edukacija stručne i šire javnosti (S t e v a no v i ć ,

1999). Definicija ovih pojmova se može naći i u Zakonu o zaštiti prirode (SG RS, br.

36/2009 i 88/2010), pa tako ''in situ'' zaštita obuhvata zaštitu populacija vrste na

prirodnom staništu, očuvanje prirodnih ekosistema, kao i očuvanje i oporavak

populacija na njihovim prirodnim staništima; „ex – situ'' zaštita podrazumeva

"aktivnosti na očuvanju, gajenju i razmnožavanju vrsta na mestima van njihovih

prirodnih staništa, kao što su botaničke bašte, bašte, vrtovi, arboretumi, alpinetumi,

banke gena, semena, plodova i vegetativnih delova, kao i specijalizovane laboratorije";

reintrodukcija se navodi kao metod zaštite i očuvanja biološke raznovrsnosti veštačkim

vraćanjem vrste na nekadašnja staništa sa kojih je iščezla ili na staništa na kojima je

brojnost njene populacije drastično smanjena; dok introdukcija u smislu zaštite

ugroženih vrsta predstavlja njihovo unošenje na teritoriju i u ekosisteme u kojima

dotada nije postojala.

Treba reći da jedinstvena terminologija u ovoj oblasti još uvek nije usvojena.

A r m s t r o n g  i  S e d d o n  (2008) oslanjajući se na definicije koje propisuje IUCN

(1987) daju objašnjenje još nekih pojmova vezanih za reintrodukciju. Među njima je

translokacija koja označava presađivanje individua ili populacija sa jednog prirodnog

staništa na drugo. Augmentacija ili povećanje je termin koji se koristi za dodavanje

(sadnju) novih individua u postojeću populaciju kako bi se povećala brojnost jedinki na

staništu, što svakako predstavlja jedan vid reintrodukcije. Introdukcija se ponekad

koristi kao sinonim za reintrodukciju ili translokaciju, ali takođe može da označava

proces alohtonih i invazivnih vrsta u nova područja.
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1.5.1. REINTRODUKCIJA - OSNOVE I PRINCIPI

Kada su u pitanju ugrožene vrste, potreba za reintrodukcijom se javlja već kada

je populacija određene vrste redukovana do te mere da je otežano njeno obnavljanje u

prirodi (K a ye , 2009). Međutim, proces reintrodukcije je zahtevan, kompleksan,

potrebna su detaljna prethodna istraživanja, troškovi su visoki, a uspeh samog procesa

je neizvestan jer se praćenje stanja na lokalitetima mora vršiti godinama, pa i

decenijama (P a v l i k , 1996, K a ye , 2009). Uspešnost do sada sprovedenih projekata

reintrodukcije se razlikuje zavisno od konkretnog slučaja, a do danas je publikovan

relativno mali broj broj istraživanja da bi bilo moguće izvući generalne zaključke

(K a ye , 2009, G o d e f r o i d  et al., 2011). Ipak, i pored toga, obim do sada sprovedenih

istraživanja je dovoljan da bi se dale neke smernice koje su bitne u pravljenju budućih

projekata reintrodukcija.

1.5.1.1. Faktori koje treba razmotriti prilikom reintrodukcije

A r m s t r o n g  i S e d d o n  (2008) daju detaljan prikaz faktora koji utiču na

reintrodukciju vrsta i u njihovom radu se mogu izdvojiti najznačajniji činioci o kojima

treba voditi računa pre nego što se pristupi samoj reintrodukciji bez obzira da li je reč o

reintrodukciji vrste na područje sa kog je potpuno iščezla ili je postojeća populacija

drastično smanjena. Slično, Gode froid et al. (2011) su napravili analizu dosadašnjih

publikovanih istraživanja vezanih za reintrodukciju ukupno 249 biljnih vrsta. Cilj ove

analize bio je da odredi uslove potrebne za uspešnu reintrodukciju, kao i da se ustanovi

koliko su uspešne bile do sada sprovedene reintrodukcije (uspostavljena nova ili

značajno uvećana redukovana populacija), u smislu da je moguća samoodrživost tih

populacija. Pored navedenih, analizom faktora koji utiču na uspešnost reintrodukcije

bavili su se i drugi autori (Ba r r e t t  i  C o h n , 1991, M a u n d e r , 1992, A l l e n , 1994,

F a l k  et al., 1996, P a v l i k , 1996, C l a r k  et al., 2002, H o e k s t r a  et al., 2002, B e l l  et

al., 2003, P a r k i n , 2005, G u e r r a n t  i  K a ye , 2007, R o s s i  i  B o n o m i , 2007).

Rezultati pomenutih analiza se u osnovi poklapaju. Ono što implicira da je

reintrodukcija složen i kompleksan postupak kom se ne može površno pristupiti je
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činjenica da, uopšteno posmatrajući, opstanak, cvetanje i plodonošenje do sada

reintrodukovanih biljaka su prilično slabi, u nekim slučajevima čak sa tendencijom

opadanja (G o d e f r o i d  et al., 2011). Naravno, postoje izuzeci gde je cvetanje i

plodonošenje bilo obilno, ali su posmatranja na terenu izvršena samo tokom 1 - 2

godine nakon sadnje biljaka (C o go n i  et al., 2013). Zbog toga je bitno pre svega uočiti

razliku između prostog zasnivanja populacije i održivosti te populacije kao dela

odgovarajućeg ekosistema. U obzir se moraju uzeti karakteristike staništa, osobine vrste

čija se reintrodukcija planira, kao i mnogi drugi činioci.

Kada se govori o karakteristikama staništa, odnosno o evaluaciji lokaliteta na

kojima će se vršiti reintrodukcija, potrebno je odrediti: nagib terena, karakteristike

zemljišta, mikroklimatske uslove, tip biljne zajednice i stepen degradiranosti staništa

(P a v l i k  i  H e i s l e r , 1988). Navedene parametre treba odrediti i na lokalitetu sa kog

se uzima repromaterijal (seme) i poželjno je da se reintrodukcija vrši korišćenjem

biljnog materijala poreklom iz sličnih uslova u odnosu na uslove lokaliteta na kojima će

se vršiti sadnja. Takođe, treba prikupiti informacije o sadašnjem i prethodnom

korišćenju zemljišta na kom se vrši reintrodukcija i ukoliko je zemljište u privatnom

vlasništvu, korišćenje zemljišta i postupak reintrodukcije se moraju pravno regulisati u

zakonskim okvirima.

Pre izrade plana reintrodukcije potrebno je da su već urađena detaljna

istraživanja kojima su sakupljeni podaci o samoj vrsti. Na primer, u studiji

reintrodukcije Castilleja levisecta Greenm. (C a p l o w , 2004) najpre su sumirani podaci

vezani za morfologiju, biologiju i rasprostranjenje vrste. Dat je prikaz staništa na kojima

se vrsta javlja, stepen ugroženosti na tim lokalitetima, kao i prikaz staništa na kojima je

iščezla i podaci o njenoj nekadašnjoj rasprostranjenosti. Zatim su analizirane

karakteristike staništa, tj. mikroklimatski uslovi, kao i biljne zajednice u kojima se

navedena vrsta javlja. Takođe, prikazana je ekologija vrste, koja je uključila način

reprodukcije, fenologiju, kao i utvrđivanje potencijalnih bolesti i štetočina. Osim toga,

analiziran je i genetski diverzitet različitih populacija ove vrste, posmatrano u odnosu na

veličinu i međusobnu udaljenost postojećih populacija. Važnost analize genetske

strukture postojećih populacija vrste čija se reintrodukcija vrši ističu različiti autori

(N e e l  i  E l l s t r a n d , 2003, C a p l o w , 2004, P a r k i n , 2005, G o d e f r o i d  et al, 2011,

J a d w i s z c z a k  et al., 2012) smatrajući da genotipovi iz određenih područja mogu biti
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prilagođeni na specifične uslove lokalne sredine iz koje potiču i pitanje je koliko će se

adaptirati na uslove novog staništa. Osim toga, potrebno je analizirati i koliko će unos

novih jedinki uticati na čitav ekosistem, uključujući druge organizme. Pre pravljanja

plana reintrodukcije potrebno je sprovesti kompletna istraživanja koja će obuhvatiti sve

postojeće populacije ugrožene vrste. Naročito treba obratiti pažnju na postojanje tzv.

inbriding depresija ("inbreeding depression") koje nastaju u malim populacijama pri

čemu se dobijaju biljke smanjenog porasta i vitalnosti, kao posledica povećane

homozigotnosti u populaciji (B a r r e t t  i  C o h n , 1991, C a p l o w , 2004, Z a i d  et. al.,

2007). Tako su, na primer, K a ye  i  La w r e n c e  (2003) sproveli istraživanja populacija

ugrožene vrste Castilleja levisecta, pri čemu su utvrdili da najbujniji rast, najviše

formiranih cvetova i najveću produkciju semena imaju biljke dobijene iz velikih

populacija ili ukrštanjem roditeljskih biljaka poreklom iz različitih populacija, dok su

najslabiji razvoj, vitalnost i najmanju produkciju semena imale biljke poreklom iz malih

populacija ili dobijene samooprašivanjem. Pored inbriding depresije koja se javlja

prilikom sakupljanja semena u prirodnim uslovima, nastalog spontanim oprašivanjem,

kada postoji opasnost od ukrštanja sličnih genotipova, postoji i suprotna pojava, tzv.

"outbreeding" depresija koja nastaje ukrštanjem individua poreklom sa različitih

staništa, iz genetski diferenciranih populacija, gde kao posledica takve hibridizacije

nastaje potomstvo sa manjom sposobnošću adaptivnosti u odnosu na roditeljske biljke

(P a r k i n , 2005, V o l i s  i  B l e c h e r , 2010). Ono što je važno kada je u pitanju

reintrodukcija je da se formira populacija sa dovoljno genetskih resursa koji bi

omogućili njenu samoodrživost u smislu adaptacije na promene uslova sredine

(B a r r e t t  i  C o h n , 1991). Zbog toga je neophodno da biljke koje se unose na novo

stanište ili se sade u cilju povećanja brojnosti već postojeće populacije imaju visok nivo

genetskog diverziteta i heterozigotnosti, ali i da budu iz populacija koje su formirane u

sličnim uslovima sredine zbog kasnije dobre adaptiranosti na novo stanište. U

slučajevima kada se reintrodukcija vrši radi povećavanja brojnosti jedinki na nekom

lokalitetu, poželjno je da se seme sakuplja iz postojeće populacije u kojoj će se sadnja

vršiti, ali je to ponekad neizvodljivo ukoliko posmatrana populacija produkuje malu

količinu semena ili je prisutna inbriding depresija (C a p l o w , 2004). Analizom velikog

broja studija reintrodukcije, G o d e f r o i d  et al. (2011) su utvrdili da u mnogim

slučajevima jedinke u reintrodukovanim populacijama potiču od malog broja
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roditeljskih individua, a u 7% analiziranih slučajeva čak samo od jedne biljke, što može

dovesti do drastičnog opadanja reproduktivne sposobnosti biljaka u narednim

generacijama.

Imajući u vidu da danas postoji veliki broj neofita koje su naturalizovane,

ponekad i invazivne, njihovo prisustvo i brojnost moraju biti analizirani na lokalitetima

koji su predviđeni za reintrodukciju. Ukoliko je veliki broj neofita prisutan, onda

istovremeno sa reintrodukcijom mora da se izvrši restauracija ekosistema na odabranom

lokalitetu (H i l l  et al., 2005, K a ye , 2008). Treba razmotriti i da li postoji kompeticija

ugrožene vrste sa drugim vrstama na staništu, naročito ukoliko su prisutne invazivne

vrste jer u nekim slučajevima sprovođenje određenih mera nege tokom reintrodukcije

(prihranjivanje, npr.) može više da pogoduje invazivnim vrstama i uopšte neofitama

nego vrsti čija se reintrodukcija sprovodi (La k e  i  Le i s h m a n , 2004, P a r k i n , 2005,

A r m s t r o n g  i  S e d d o n , 2008, K a ye , 2009, G o d e f r o i d  et al., 2011). Zbog toga se

prethodno mora detaljno proučiti biologija i ekologija vrste čija se reintrodukcija vrši

(E l z i n g a  et al., 1998, J a d w i s z c z a k  et al., 2012), kako bi se na osnovu toga

predvideo prijem i dalji razvoj posađenih biljaka na staništu. U obzir treba uzeti veličnu

biljaka, rast, polinaciju, rasejavanje i klijanje semena, karakteristike staništa, istoriju

vrste i karakteristike prirodnog areala (Fa l k  et al., 1996, P a v l i k , 1996, H o e k s t r a  et

al., 2002, G u e r r a n t  i  K a ye , 2007, K a ye , 2008, 2009, G o d e f r o i d  et al., 2011).

Pri izradi plana reintrodukcije, važno je razmotriti i obim sadnje jer suviše male

grupe novoposađenih biljaka nisu trajne, a reprodukcija u okviru takve populacije je

smanjena (M e n g e s , 1991, A r m s t r o n g  i  S e d d o n , 2008). S druge strane, obim

sadnje zavisi od količine dostupnog repromaterijala i planiranih troškova. Analizirajući

dostupne podatke i do sada publikovane studije i istraživanja vezana za uspešnost

reintrodukcije i stabilnost dobijenih populacija, G u e r r a n t  i  F i e d l e r  (2004) su

prikazali neke generalne smernice za uspešnu reintrodukciju. Dostupni podaci su se

razlikovali zavisno od vrste čija reintrodukcija je praćena, ali se pokazalo da je u većini

slučajeva za uspešnu reintrodukciju sa ciljem da se uspostavi populacija od oko 1000

jedinki na odabranom lokalitetu bilo potrebno 3-4 puta više juvenilnih sadnica koje su

se pokazale u većini slučajeva kao najbolji izbor (najmanje propadanje i najbujniji rast

nakon prijema) u odnosu na ostale tipove propagula (seme, klijavci, starije sadnice

većih dimenzija). U pojedinim slučajevima prijem mlađih sadnica može biti i slabiji u
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odnosu na prijem starijih biljaka, ali zavisi od konkretne vrste. Do sličnih zaključaka

došli su i G o d e f r o i d  et al. (2011), tj. da vrsta i veličina propagula utiče na prijem

biljaka, i da se biljke dobijene direktnom setvom na lokalitetu slabije razvijaju, ali da je

ipak direktna setva opravdana u slučaju kad je proizvodnja sadnica skupa.

U planu reintrodukcije treba predvideti i adekvatne mere nege u određenom

periodu i proceniti kako će uticati na njeno kasnije širenje i samostalni opstanak. Na

primer, u početku se može podstaći prijem biljaka tako što će se ograničiti pristup

herbivorama (ispaša stoke, npr.), ali se postavlja pitanje u kom periodu tokom godine je

takvo ograničavanje efikasno i koliko dugo treba sprovoditi takve mere dok se

populacija ugrožene vrste ne poveća toliko da bude sposobna da opstane uprkos

spoljašnjim faktorima koji su neminovni (ispaša, sušne godine, kompeticija). Obrada

zemljišta i vreme sadnje imaju značajnog uticaja na prijem biljaka. Prihrana u nekim

slučajevima deluje povoljno na prijem posađenih biljaka, a u drugim deluje samo na

povećanje dimnezija posađenih jedinki. Sprovođenje eksperimenta pre reintrodukcije za

utvrđivanje takvih podataka je otežano kada su u pitanju ugrožene vrste (ograničena

količina biljnog materijala za eksperimente) i zato je potrebno izvršiti analizu i

prognozu na osnovu podataka o samoj biologiji vrste, njenoj reprodukciji i načinu

obnavljanja populacije u prirodi (E l z i n g a  et al., 1998, P a r k i n , 2005, K a ye , 2008,

2009, A r m s t r o n g  i  S e d d o n , 2008, G o d e f r o i d  et al., 2011). Međutim, i pored

nemogućnosti sprovođenja detaljnih ogleda pre reintrodukcije, važno je da pri samoj

reintrodukciji postoji eksperimentalan pristup, uz testiranje postavljenih hipoteza i

merenje i analizu dobijenih rezultata, kako bi se faktori koji pozitivno utiču na

uspešnost procesa reintrodukcije lakše identifikovali, ali i uočile greške koje bi trebalo

izbeći u nekim narednim projektima reintrodukcije (G u e r r a n t  i  K a ye , 2007, K a ye ,

2008). Tako su, na primer, R e c k i n g e r  et al. (2010) tokom sedmogodišnjih

istraživanja pratili uticaj načina sadnje, starosti sadnica i porekla sadnog materijala na

reintrodukciju Scorzonera humilis L. (Asteraceae). Prilikom reintrodukcije vrste

Purshia subintegra (Kearney) Henrickson su vršena detaljna istraživanja tokom 6

godina kako bi se utvrdilo da li je ta vrsta sposobna za širenje populacije spontanim

rasejavanjem semena i na kakvim habitatima bi mogla da se subspontano širi nakon

sadnje (M a s c h i n s k i  et al., 2004).
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Nakon prikupljanja svih relevantnih podataka definišu se ciljevi reintrodukcije

koji mogu da uključe povećanje brojnosti na staništima sa kritično smanjenom

populacijom i reintrodukciju na staništa sa kojih je vrsta iščezla. U okviru toga se

definišu i lokaliteti na kojima će se vršiti reintrodukcija, kao i obim sadnje (ukoliko se

ne vrši direktna setva semena na lokalitetu) - brojnost jedniki, površina na kojoj će se

vršiti sadnja, raspored biljaka na odabranom lokalitetu kako bi se optimizovalo njihovo

kasnije širenje na toj površini. Plan reintrodukcije takođe mora da sadrži informacije o

planu i predviđanju razvoja okolnog područja, i mora se uraditi procena kako će dalji

razvoj i korišćenje okolnih površina uticati na stabilnost i održivost habitata na kom se

obavlja reintrodukcija.

Postavljajući ciljeve reintrodukcije, neophodno je razmotriti i moguće probleme

kako bi se mogućnost njihove pojave svela na minimum. Povećanje brojnosti određene

vrste ili njeno unošenje na odabrani lokalitet može uticati na populacije drugih vrsta

posmatranog staništa (G a m o n  et al., 2000, P a r k i n , 2005). Prijem biljaka posađenih

prilikom reintrodukcije može biti dobar, i biljke mogu uspešno opstajati 2, 3 ili 4

godine, a da pri tom sama populacija ne bude stabilna na duži vremenski period. To

može dovesti do pogrešnih procena, eventualno promene kategorije ugroženosti

posmatrane vrste, smanjenog obima praćenja i stepena zaštite, što može dovesti do

gubitka i smanjenja populacije. Suviše naglo i "zbrzano" sprovedena reintrodukcija, bez

detaljnih prethodnih istraživanja genetike populacije može rezultirati genetski

siromašnom populacijom na obnovljenim staništima, ili čak genetski kontaminirati

postojeću prirodnu populaciju (G a m o n  et al., 2000, P a r k i n , 2005). Zbog toga se

reintrodukciji mora pristupiti tako da se moguće negativne posledice izbegnu, uz

definisanje pokazatelja uspešnosti reintrodukcije, posmatrane i kratkoročno i

dugoročno. Ono što mnogi autori ističu (P a v l i k , 1996, M e n g e s , 2008, A l b r e c h t  et

al., 2011, G o d e f r o i d  et al., 2011) je da uspešno reintrodukovana populacija mora biti

sposobna da se obnavlja i prilagođava promenama, da se druga i treća generacija biljaka

samostalno razvija i da postoje indikacije da populacija kao takva može postojati

decenijama. Štaviše, jedan od pokazatelja uspeha može biti i pojava da novozasnovana

populacija rasejava seme u okolno područje, subspontano se šireći. Međutim, analizom

do sada publikovanih istraživanja koju su sproveli M e n g e s  (2008) i G o d e f r o i d  et

al. (2011) utvrđeno je da se u mnogim radovima kao pokazatelj uspešnosti koristi
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procenat prijema biljaka na staništu, umesto intenzitet njihovog cvetanja, plodonošenja i

uopšte reprodukcije. Međutim, čak ni visok procenat prijema biljaka na staništu ne

znači da će one opstati i zbog toga se preporučuje njihovo praćenje najmanje narednih

10 godina (M a u n d e r , 1992) dok pojedini autori preporučuju praćenje populacije do 25

godina (A l l e n , 1994), pa i duže, definišući uspešnost reintrodukcije ukoliko

verovatnoća nestanka reintrodukovane populacije u narednih 100 godina bude manja od

5% (B e l l  et al., 2003). Prema P a v l i k u  (1996) ako se posmatra kraći vremenski

period (5-10 godina), reintrodukcija je uspešna ukoliko je formirana populacija

sposobna da samostalno opstane u smislu reprodukcije i obnavljanja, što znači da

produkuje dovoljnu količinu semena (odgovarajuće genetičke varijabilnosti), razvijajući

se na različitim mikrostaništima tog područja. Dugoročan uspeh se ogleda se u

sposobnosti populacije da se potpuno integriše u ekosistem i prilagodi mogućim

promenama okruženja evolucijom i migracijom.

Sumirajući sve napred navedeno kao i na osnovu preporuka mnogih autora koji

su se bavili strategijama reintrodukcije (M a u n d e r , 1992, A l l e n , 1994, Fa l k  et al.,

1996, P a v l i k , 1996, H o e k s t r a  et al., 2002, B e l l  et al., 2003, R o s s i  i  Bo n o m i ,

2007, A r m s t r o n g  i  S e d d o n , 2008, K a ye , 2008, A l b r e c h t  et al., 2011) možemo

formirati korake koje je neophodno sprovesti prilikom pravljenja plana za

reintrodukciju ispitivanih taksona D. serotinus, D. pinifolius i D. giganteiformis ssp.

kladovanus, odnosno informacije koje bi plan reintrodukcije trebalo da sadrži.

1. Pre pristupanja reintrodukciji, potrebno je prikupiti detaljne informacije o

karakteristikama svih lokaliteta na kojima se posmatrani takson javlja ili svih lokaliteta

u odabranom regionu.

Konkretno, treba formirati bazu podataka koja sadrži spisak svih lokaliteta,

zatim, neophodno je izvršiti kartiranje tih lokaliteta, zabeležiti njihove granice,

površinu, biljne vrste i životinjske koje su zastupljene, kao i izvršiti analizu uticaja

faktora okolne sredine na stanje na posmatranom lokalitetu (npr. pošumljavanje, ispaša,

blizina naselja). Kako se D. serotinus i D. giganteiformis ssp. kladovanus javljaju u

blizini državne granice Republike Srbije, a kako je D. pinifolius balkanski endemit,

podatke o lokalitetima treba sakupiti i za susedne zemlje (Mađarska - D. serotinus,
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Rumunija - D. giganteiformis ssp. kladovanus, Bugarska - D. pinifolius), ukoliko je

posmatrani takson tamo zabeležen.

2. Prikupiti detaljne podatke o samom taksonu.

Pre svega, važno je znati biologiju ispitanih taksona, način reprodukcije i

obanvljanja njihove populacije u prirodi. Takođe, važno je da se uradi detaljna analiza

genetske strukture populacija, kako bi se na osnovu toga mogao dalje praviti plan o

sakupljanju polaznog materijala za reintroduciju, kao i za augmentaciju postojećih

populacija. Ovaj korak je veoma važan u dugoročnom planiranju jer od njega zavisi

samoodrživost populacije u smislu sprečavanja inbriding depresija.

3. Na osnovu prikupljenih podataka, odabrati lokalitete na kojima će se vršiti

reintrodukcija. Pri tom, za svaki lokalitet treba odrediti naziv i položaj, navesti razloge

za njegov odabir i prioritet konkretnog lokaliteta u odnosu na ostale koji su odabrani.

4. Za svaki odabrani lokalitet treba raspolagati sledećim informacijama:

- karakteristike staništa,

- da li su zabeleženi poremećaji ekosistema ili drugi problemi staništa,

- stepen aktivnosti herbivora,

- stepen zaštićenosti (kategorija zaštite),

- način upravljanja,

- namena i način korišćenja susednih površina,

- pristupačnost (blizina puteva),

- vlasništvo nad zemljištem,

- blizina drugih populacija posmatranog taksona

- karakteristike okolnih ekosistema

- planiranje razvoja i gazdovanja površina koje se nalaze u okruženju lokaliteta,

- zakonski okviri sprovođenja reintrodkcije na odabranom lokalitetu

5. Nakon obrade prikupljenih informacija, kao i nakon odabira izvora repromaterijala

(semena) i utvrđivanja načina i kompletnog protokola za proizvodnju sadnog materijala

za reintrodukciju, treba napraviti plan konkretnih koraka tokom reintrodukcije:

- dizajn reintrodukcije (prostorni raspored, količina sadnica ili semena),
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- priprema lokaliteta za sadnju

- plan za praćenje razvoja biljaka i dopunu (dodatna sadnja ili setva)

- plan praćenja prijema (način, učestalost, br. godina praćenja)

- plan nege (način, učestalost)

- plan načina gazdovanja odabranim lokalitetom

- način evaluacije sprovedenih mera i dobijenih rezultata.

Ovaj plan je veoma važan, zahteva timski rad i multidisciplinarni pristup.

Prostorni raspored sadnje se ne može proizvoljno određivati, moraju se uzeti u obzir i

druge vrste koje su prisutne na staništu, pogotovo ako među njima ima i ugroženih

taksona, u kom slučaju je poželjno da se reintrodukcija izvodi istovremeno za više

ugroženih vrsta na istom staništu. Na primer, D. serotinus se u Subotičko - Horgoškoj

peščari sreće na malim površinama koji se nalaze između njiva i pošumljenih parcela.

Kartiranjem i analizom lokaliteta, potrebno je utvrditi minimalnu veličinu populacije

koja može da opstane i u tom slučaju možda neće biti dovoljna, a ni poželjna, sadnja

velikog broja individua na jednoj površini, koliko je možda važnija defragmentacija

staništa i formiranje populacije na površini koja će joj obezbediti dugoročan opstanak.

6. Periodično (obično jednom godišnje) potrebno je izvršiti obradu prikupljenih

informacija o stanju na lokalitetima, zatim na osnovu toga dati izveštaj o uspešnosti

sprovedene reintrodukcije (odnosno faze reintrodukcije) i dati ukoliko je potrebno plan

daljih mera i postupaka na odabranom lokalitetu.

Reintrodukcija vrsta na prirodna staništa veoma kompleksan proces, koji

zahteva multidisciplinaran pristup, obimna prethodna istraživanja, i detaljna planiranja

strategije. U svemu tome, važnu ulogu ima i ex situ konzervacija, ali se njen značaj

ogleda pre svega u tome što ona predstavlja predstavlja način očuvanja genetskih

resursa koji se koriste za in situ projekte (H a v en s  et al., 2006, Gu e r r an t  i  R a ve n ,

2003, H o hn , 2008, Vo l i s  i  B l e ch e r , 2010). U tom smislu, rezultati dobijeni u

ovom radu imaju značaj za efikasno obezbeđivanje velike i dovoljne količine materijala

koji će biti upotrebljen u projektima i studijama reintrodukcije, uz očuvanje genetičke

raznovrsnosti, a bez velikog pritiska na inače ugroženu prirodnu populaciju.
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2. CILJ RADA

Osnovni cilj istraživanja sprovedenih u okviru ove disertacije je da se utvrde

optimalni uslovi mikropropagacije ugoženih taksona Dianthus. serotinus, D. pinifolius i

D. giganteiformis ssp. kladovanus i odredi kompletan i detaljan protokol za njihovo

razmnožavanje u uslovima in vitro. Istraživanja obuhvataju:

 uspostavljanje sterilne in vitro kulture D. serotinus, D. pinifolius i D.

giganteiformis ssp. kladovanus, korišćenjem semena kao polaznog materijala

koji omogućava očuvanje genetske varijabilnosi populacije;

 ispitivanje efekta različitih koncentracija fitohormona BAP i NAA, tipa

eksplanta,  koncentracije MS soli i različite pH vrednosti hranljive podloge na

razvoj kultura ispitivanih taksona u fazi multiplikacije;

 utvrđivanje mogućnosti korišćenja glukoze, glukoze i fruktoze kao izvora

ugljenika u mikropropagaciji istraživanih taksona, kao i efekat šećernog

alkohola sorbitola na razvoj kultura D. serotinus;

 optimizacija uslova ožiljavanja in vitro sva tri ispitivana taksona - uticaj

koncentracije NAA u podlozi i uticaj tipa eksplanta i koncentracije MS soli na

rizogenezu;

 ispitivanje mogućnosti ožiljavanja ispitivanih taksona na podlogama bez agara,

istovremeno sa aklimatizacijom;

 aklimatizacija ožiljenih in vitro biljaka istraživanih taksona na prirodne

supstrate.
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3. MATERIJAL I METOD RADA

3.1. INICIJALNI MATERIJAL ZA KULTURU IN VITRO

Seme korišćeno za zasnivanje kulture in vitro sakupljeno je u periodu jul -

avgust na lokalitetima: Subotičko – Horgoška peščara (D. serotinus), (slika 8),

Kopaonik (D. pinifolius), (slika 9) i Kladovska peščara (D. giganteiformis ssp.

kladovanus), (slika 10). Čaure su ubrane sa 5 - 6 biljaka, sa svake biljke po 4 - 5 čaura i

stavljene u papirnu kesu u kojoj su donete u Laboratoriju za kulturu tkiva Šumarskog

fakulteta. Po donošenju u laboratoriju, seme je istresano iz čaura i čuvano u papirnoj

kesi na sobnoj temeperaturi do upotrebe.

Slika 8 Lokalitet na kom je sakupljeno seme D. serotinus
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Slika 9 Lokalitet na kom je sakupljeno seme D. pinifolius

Slika 10 Lokalitet na kom je sakupljeno seme D. giganteiformis ssp. kladovanus
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3.2. HRANLJIVE PODLOGE I USLOVI ZA RAZVOJ KULTURA

Hranljiva podloga MS bila je osnova za sve hranljive podloge za kulturu in vitro

tokom postavljanja serije ogleda. Ona je sadržala MS neorganske soli (M u r as h i ge  i

S ko o g , 1962) (tabela 1), organske supstance (tabela 2), saharozu (30 gL-1), agar (8 gL-

1) i inozitol (100 mgL-1). Za pojedine eksperimente korišćena je hranljiva podloga

1/2MS koja je imala iste komponente kao i MS, ali su MS neorganske soli i organske

supstance dodane u upola manjoj koncentraciji. Jedino je sadržaj saharoze i agara ostao

nepromenjen.

Sastav podloga MS i 1/2MS je modifikovan za potrebe daljih ekperimenata.

Prilikom ispitivanja uticaja različitih koncentracija citokinina (BAP) i auksina (NAA) u

osnovne podloge dodavani su navedeni hormoni u različitim koncentracijama. U

eksperimentima u fazi ožiljavanja dodavani su samo auksini (NAA) u različitim

koncentracijama. Za ispitivanje uticaja koncentracije i vrste šećera na razvoj kultura u

fazi multiplikacije, osnovne podloge MS i 1/2MS su modifikovane tako što su umesto

30 gL-1 saharoze dodavani glukoza ili fruktoza ili kombinacija fruktoze i šećernog

alkohola sorbitola.

Pre autoklaviranja pH vrednost podloge u većini eksperimenata podešavana na

5,8 dodavanjem 0,1 M HCl i 0,1 M NaOH, izuzev u eksperimentima u kojima je vršeno

ispitivanje uticaja pH vrednosti na razvoj kultura u fazi multiplikacije i ogledima u

kojima su dodavane različite koncentracije šećera. Podloga je razlivena u staklene

posude koje su zatvorene jednoslojnom gazom, preko čega je stavljen sloj vate i zatim

aluminijumska folija. Autoklaviranje je izvršeno na temperaturi od 121 °C u trajanju od

20 minuta.

Tokom svih eksperimenata u fazi multiplikacije i ožiljavanja, posude sa

eksplantima su smeštene u klima komoru u kojoj je održavana temperatura T= 25 ± 2

ºC. Kulture su gajene u uslovima dugog dana (fotoperiod 16 h svetla i 8 h mraka).

Korišćene su fluorescentne bele cevi „Tesla“ – Pančevo, sa gustinom fotonskog fluksa od 50

μmol mˉ²s ¹̄.
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Tabela 1 Sadržaj neorganskih soli u medijumu MS (M u r ash i ge  i Sk oo g , 1962)

supstanca koncentracija (mgL-1 )

KNO3 1 900

NH4NO3 1 650

MgSO4 · 7H2O 370

CaCl2 · 2H2O 440

KH2PO4 170

MnSO4 · 4H2O 22,3

ZnSO4 · 7H2O 8,6

H3BO3 6,2

KI 0,83

NaMoO4 · 2H2O 0,25

CuSO4 · 5H2O 0,025

CoCl2 · 6H2O 0,025

FeSO4 · 6H2O 27,8

Na2EDTA · 2H2O 37,2

Tabela 2 Sadržaj organskih komponenti u medijumu MS

supstanca koncentracija (mgL-1 )

tiamin HCl 0,05

nikotinska kiselina 0,25

glicin 1,00
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3.3. USPOSTAVLJANJE STERILNE KULTURE

Površinska sterilizacija semena je izvršena u 4% rastvoru natrijum hipohlorita

(NaOCl), komercijalni preparat "Snežnik" (proizvođač Panonija, Pančevo) uz dodatak 2

- 3 kapi preparata Tween 20 (proizvođač Sigma), u trajanju od 20 minuta. Posle

sterilizacije seme je u laminarnoj komori ispirano sterilnom destilovanom vodom tri

puta po tri minuta. Nakog toga je postavljano na površinu medijuma kako bi se dobili

nekontaminirani klijavci.

Klijanje je izvršeno na osnovnoj hranljivoj podlozi (MS), u staklenim posudama

dimenzija 5 x 5 x 13 cm, sa po 25 mL-1 medijuma. Postavljeno je po 100 semena D.

serotinus i D. giganteiformis ssp. kladovanus, i 40 semena D. pinifolius, u svaku posudu

po pet.

3.4. FAZA MULTIPLIKACIJE

Nakon tri nedelje po postavljanju, mlade biljke sva tri karanfila su bile visine 3 -

7 cm, sa po 2 do 5 nodusa. Sa njih su isecane jednonodusne i vršne reznice sa 1 - 2

nodusa i postavljene na podloge za umnožavanje izdanaka - osnovna hranljiva podloga

(MS) u koju je dodavano 0,44 - 4,44 µM BAP i 0,54 - 2,68 µM NAA. U prvim fazama

ogleda nisu vršena merenja, već je cilj bio da se dobije što veća količina izdanaka koji

će se koristiti za postavljanje serije ogleda.

Deo izdanaka je pre postavljanja ogleda gajen na osnovnoj hranljivoj podlozi

(MS) bez hormona tokom 5 - 10 dana kako bi se eliminisao mogući uticaj podloge sa

koje potiču izdanci na rezultat narednih ogleda, a deo je i dalje gajen na podlogama za

umnožavanje izdanaka kako bi se obezbedio materijal za naredne oglede. U svim
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ogledima u fazi multiplikacije korišćeno je tri tipa eksplanata: nodusne reznice (sa

jednim nodusom, dužine 5 - 8 mm), terminalni pupoljci (sa delom stabljike ispod

pupoljka dužine 3 - 5 mm) i vršne reznice (sa 1 vršnim pupoljkom i 1 nodusom, dužine

10 - 15 mm).

Tipovi eksplanata su odabrani vodeći se rezultatima koji su dobijeni prilikom

mikropropagacije vrste D. deltoides (M a r k o v ić , 2008, P op ov i ć  et al., 2008) gde je

pokazano da se eksplanti samo sa aksilarnim pupoljcima (jednonodusna reznica) ili

samo sa apikalnim pupoljkom (terminalni pupoljak) različito razvijaju u kulturi in vitro

u odnosu na eksplante koji sadrže oba tipa pupoljaka (vršne reznice sa nodusom),

verovatno kao posledica balansa endogenih hormona. To je naročito bilo uočljivo u

pojavi vitrifikacije, koja je bila izuzetno visoka kod eksplanata samo sa apikalnim ili

aksilarnim pupoljcima, dok kod izdanaka sa oba tipa pupoljaka gotovo da vitrifikacije

nije ni bilo.

3.4.1. Uticaj balansa hormona na razvoj izdanaka

Kako bi se odredile najpovoljnije koncentracije hormona u osnovnu hranljivu

podlogu (MS) i u modifikovanu podlogu koja je sadržala upola manje koncentracije

mineralnih i organskih komponenti (1/2MS) dodato je 0,44 - 8,88 µM BAP i 0,54 - 5,37

µM NAA (tabela 3).

Medijum je razliven u staklene posude dimenzija 5 x 5 x 13 cm, posude su

sadržale po 25 mL medijuma i u svaku je bilo postavljeno po 5 eksplanata istog tipa.

Ukupno je bilo 12 medijuma sa različitim koncenracijama BAP i NAA na koje je uneto

ukupno po 720 nodusnih reznica, 720 terminalnih pupoljaka i 720 vršnih reznica za

svaki od istraživanih taksona. Eksperimenti su ponovljeni 3 puta, sa po 20 eksplanata po

tretmanu.
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Tabela 3 Sastav podloga za ispitivanje uticaja balansa hormona na razvoj izdanaka

Hormoni

BAP

(µM )

NAA

(µM )

Osnovna

podloga

8,88 5,37 MS

8,88 2,68 MS

4,44 2,68 MS

4,44 0,54 MS

2,22 2,68 MS

2,22 0,54 MS

0,44 0,54 MS

4,44 2,68 1/2MS

4,44 0,54 1/2MS

2,22 2,68 1/2MS

2,22 0,54 1/2MS

0,44 0,54 1/2MS

3.4.2. Uticaj pH vrednosti hranljive podloge na razvoj izdanaka

Tokom eksperimenata korišćena je osnovna hranljiva podloga MS ili 1/2MS,

kod D. serotinus sa dodatkom 2,22 µM BAP i 2,68 NAA, u koncentraciji koja se prema

preliminarnim istraživanjima M ar ko v i ć  et al. (2007) pokazala kao najpovoljnija, a

kod ostala dva karanfila koncentracije citokinina su podešene na osnovu preliminarnih

rezultata prve serije eksperimenata u okviru ovih ostraživanja i kod oba ispitivana

taksona u podloge je dodato 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA. U ovim eksperimentima,

pH vrednost podloge se kretala u opsegu od 5,8 do 8,8 (tabela 4).
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Tabela 4 Podloge korišćene prilikom ispitivanja uticaja pH vrednost na razvoj kultura

D. serotinus D. pinifolius D. giganteiformis ssp.

kladovanus

pH

vrednost

osnovna

podloga

pH

vrednost

osnovna

podloga

pH vrednost osnovna

podloga

5,8 MS 5,8 MS 5,8 MS

6,8 MS 6,8 MS 6,3 MS

7,8 MS 7,4 MS 6,8 MS

8,8 MS - - 7,8 MS

5,8 1/2MS 5,8 1/2MS 5,8 1/2MS

6,8 1/2MS 6,8 1/2MS 6,3 1/2MS

7,8 1/2MS 7,4 1/2MS 6,8 1/2MS

8,8 1/2MS - - 7,8 1/2MS

Eksperimenti nisu istovremeno sprovedeni sa sva tri ispitivana taksona, već su

istraživanja rađena sukcesivno, zbog ograničenog kapaciteta laboratorije. Najpre su

eksperimenti rađeni sa vrstom D. serotinus, zatim sa manjim ili većim preklapanjima sa

D. giganteiformis ssp. kladovanus i D. pinifolius. Zbog toga, kada su dobijeni

preliminarni rezultati sa D. serotinus, na osnovu njih su napravljene neke modifikacije u

tretmanima kod taksona koji su kasnije istraživani.

Tako su u eksperimentima sa D. pinifolius izostavljene visoko alkalne podloge

sa pH 7,8 i 8,8 koje su bile nepovoljne i za vrstu D. serotinus koja pri tom u prirodi

raste na alkalnom zemljištu (pesku). Maksimalna pH vrednost u eksperimentima sa

ovom vrstom iznosila je 7,4 (tabela 4). Takođe, kod D. giganteiformis ssp. kladovanus

je izostavljena podloga sa veoma visokom pH vrednošću (8,8), a umesto nje, radi

dobijanja preciznijih rezultata dodata je hranljiva podloga sa pH = 6,3 (tabela 4).

Kod vrste D. serotinus ogled je obuhvatio ukupno 7 tretmana, pri čemu je

postavljeno po 420 eksplanata svakog tipa (nodusne reznice, terminalni pupoljci, vršne

reznice). Istraživanja vezana za vrstu D. pinifolius obuhvatila su 6 tretmana (postavljeno
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po 360 eksplanata), a za D. giganteiformis ssp. kladovanus 8 tretmana (postavljeno po

480 eksplanata svakog tipa). Korišćene su staklene posude istih dimenzija kao i u

prethodnom eksperimentu (5 x 5 x 13 cm), sa po po 25 mL-1 medijuma. U svaku posudu

je bilo postavljeno po 5 eksplanata istog tipa, 20 eksplanata po tretmanu u tri

ponavljanja.

3.4.3. Uticaj koncentracije i vrste šećera na razvoj izdanaka

Tokom istraživanja osnovna MS i 1/2MS podloga je modifikovana dodavanjem

različitih izvora ugljenika - saharoze, fruktoze i glukoze u koncentracijama 10 - 70 gL-1

(tabela 5), a koncentracija agara je ostala nepromenjena.

Kod D. serotinus sprovedena su detaljna istraživanja koja su uključila, pored

dodavanja različitih šećera (saharoze, fruktoze, glukoze) u podlogu, i dodavanje

šećernog alkohola sorbitola. Uticaj sorbitola ispitivan je preliminarno, jer se do sada

nije koristio u kulturi in vitro drugih karanfila. Kao i u prethodnom ogledu, sve podloge

na kojima je gajen D. serotinus sadržale su 2,22 µM BAP i 2,68 µM NAA.

Tabela 5 Sastav podloga za ispitivanje uticaja vrste i koncentracije šećera na razvoj

izdanaka

koncentracija šećera (gL-1) i MS soli

vrsta šećera
D. serotinus D. pinifolius

D. giganteiformis ssp.

kladovanus

saharoza 10, 30, 50, 70 10, 30, 50, 70 10, 30, 50, 70

glukoza 10, 30, 50, 70 10, 30, 50, 70 10, 30, 50, 70

fruktoza 10, 30, 50, 70 10, 30, 50, 70 10, 30, 50, 70

fruktoza-

sorbitol
10, 30, 50, 70 - -

Napomena: Kod D. serotinus i D. pinifolius korišćene su obe podloge, MS i 1/2MS, a

kod D. giganteiformis ssp. kladovanus samo 1/2MS
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Eksplanti su postavljani na MS i 1/2MS podloge čija je pH vrednost podešena na

6,3 pre autoklaviranja. Kod D. serotinus izvršena su i merenja pH vrednosti podloga

nakon autoklaviranja, kao i nakon 25 dana gajenja eksplanata u kulturi in vitro, jer

biljke selektivnim usvajanjem mineralnih soli iz podloge takođe mogu menjati pH

vrednost. Podloga je izvađena iz posuda, zagrejana i nakon toga je izvršeno merenje

pH-metrom. Ispitivanje uticaja šećera kod D. serotinus obavljeno je i na MS i na 1/2MS

podlogama jer se tokom prethodnih eksperimenata pokazalo da je procenat regeneracije

eksplanata ove vrste veći na 1/2MS podlogama, dok je razvijenost izdanaka (broj

izdanaka, dužina, broj nodusa) bolja na MS podlogama.

Slično kao kod D. serotinus zbog opadanja pH vrednosti podloge nakon

autoklaviranja, eksplanti vrste D. pinifolius su postavljani na podloge čija je pH

vrednost iznosila 6,3. Sve podloge su sadržale MS ili 1/2MS soli i 0,44 µM BAP i 0,54

µM NAA, kao i u ogledima vezanim za ispitivanje uticaja pH vrednosti na rast i razvoj

izdanaka. Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus uslovi za postavljanje ogleda bili su

identični kao kod D. pinifolius. Međutim, kako su za razliku od D. serotinus i D.

pinifolius u prethodnim ekperimentima optimalni rezultati kod ovog taksona dobijeni

isključivo na 1/2MS podlogama, u ogledima su izostavljene podloge sa MS

koncentracijom soli.

Eksperimenti sa vrstom D. serotinus su obuhvatili 16 tretmana (postavljeno po

960 eksplanata svakog tipa) na podlogama sa MS koncentracijom soli i 12 na

podlogama sa 1/2MS koncentracijom soli (postavljeno po 720 eksplanata svakog tipa),

sa D. pinifolius po 12 tretmana na podlogama sa MS i 1/2MS koncentracijom soli, kod

D. giganteiformis ssp. kladovanus 12 tretmana samo na podlogama sa 1/2MS

koncentracijom soli. Kao i u prethodnim eksperimentima, medijum je razliven u

staklene posude dimenzija 5 x 5 x 13 cm (po 25 mL-1). Eksperimenti su ponovljeni 3

puta, sa po 20 eksplanata po tretmanu (4 posude sa po 5 eksplanata).
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3.5. FAZA OŽILJAVANJA

U ovoj fazi ispitana je mogućnost ožiljavanja dobijenih izdanaka. Ožiljavanje je

obavljeno u uslovima in vitro, na hranljivim podlogama 1/2MS i MS, sa i bez hormona

(NAA u koncentracijama 0,27, 0,54 i 2,68 µM). Sa busenova koji su rasli na medijumu

bez hormona, uzete su 4 grupe eksplanata: nodusne reznice, terminalni pupoljci, vršne

reznice sa 1 - 3 nodusa (dužine 10 - 35 mm, zavisno od broja nodusa i od dužine

internodija) i vršne reznice sa 4 - 6 nodusa (duže od 35 mm). Pri postavljanju nodusne

reznice i terminalni pupoljci su uronjeni u medijum do osnove listova, a vršne reznice

do osnove pretposlednjeg para listova dok je poslednji par uklonjen.

Tokom ovog eksperimenta eksplanti su postavljani u staklene posude prečnika 8

cm, visine 15 cm, sa po 100 mL hranljive podloge. U svakoj posudi je bilo po 15

eksplanata istog tipa. Način zatvaranja tegli i postupak autoklaviranja isti su kao i u

prethodnim eksperimentima.

Na svakoj hranljivoj podlozi postavljeno je po 30 eksplanata istog tipa. Ogled je

ponovljen tri puta. Merenja i prenos ožiljenih biljaka na prirodne supstrate izvršeni su

15 dana posle postavljanja eksplanata. Uslovi za rast kultura bili su isti kao i u fazi

umnožavanja izdanaka.

Pored klasičnih podloga sa dodatkom agara, prema metodologiji koju su koristili

Be n s on  et al. (2000), sprovedni su eksperimenti ožiljavanja ispitivanih karanfila na

podlogama bez agara. Ožiljavanje je vršeno u istim posudama kao i na podlogama sa

agarom, s tim da je u posude stavljeno 0,1 dm3 peska ili perlita, a zatim je dodato 75 mL

MS ili 1/2MS rastvora mineralnih soli sa dodatkom NAA (u koncentraciji 0,27, 0,54 ili

2,68 µM), a potom je izvršeno autoklaviranje na način koji je korišćen i u prethodnim

eksperimentima.

Za svaki tip podloge postavljeno je po 30 eksplanata u tri ponavljanja. Uslovi

rasta su bili identični kao i prilikom ožiljavanja na podlogama sa agarom, s tim da je

nakon deset dana gajenja kulture uklonjena aluminijumska folija, ostavljena samo

pamučna gaza i narednih 5 dana jednom dnevno je po potrebi dodavano oko 5 - 10 mL

destilovane vode, a nekrotirane biljčice su uklanjane i evidentirane.
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3.6. AKLIMATIZACIJA DOBIJENIH IN VITRO BILJAKA

Na aklimatizaciju su stavljene samo biljke ožiljene in vitro, na podlogama sa

agarom. Biljke su izvađene iz posuda i sa njihovog korena pažljivo je ispirana podloga

pod mlazom mlake vode. Potom su biljke posađene u posude sa tri različite mešavine

supstrata (zapreminski odnos komponenti): treset i pesak (1 : 1), (4 : 1) i treset, pesak,

baštenska zemlja i pregoreli stajnjak (2 : 2 : 2 : 1). Pre upotrebe, supstrat je tretiran 1,5%

rastvorom preparata Previcur-N.

Slika 11 Lokalitet na kom su posađene aklimatizovane biljke D. serotinus, D. pinifolius

i D. giganteiformis ssp. kladovanus

Prema tipu eksplanta iz kog su se razvile, ožiljene biljke su razvrstane u 4 grupe:

poreklom od terminalnih pupoljaka, nodusnih reznica, vršnih reznica sa 1-3 nodusa i
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vršnih reznica sa 4-6 nodusa. Na istoj mešavini supstrata je posađeno po 30 biljčica iz

iste grupe, u 3 ponavljanja. Tokom aklimatizacije posude sa izdancima stajale su na

zaštićenoj terasi, severoistočne orijentacije, gde fotoperiod i temperatura nisu regulisani.

Kulture su bile zaštićene od direktne sunčeve svetlosti i prekrivene perforiranom,

prozirnom plastičnom folijom radi održavanja visoke relativne vlažnosti vazduha.

Temperature su se kretale u opsegu 10 - 30 °C, a aklimatizacija je vršena u

periodu maj - jun 2009. godine, kada su vladali uslovi dugog dana. Svakodnevno je

vršena kontrola vlažnosti supstrata, a nekrotirani izdanci su redovno uklanjani i

evidentirani. Prvih 15 dana vršeno je i provetravanje jednom dnevno u trajanju 5 - 10

minuta, a potom su plastične folije uklonjene. Nastavljeno je sa negom izdanaka još 10

dana, nakon čega je utvrđen broj aklimatizovanih biljaka i izvršeno njihovo

presađivanje u podnožju planine Kosmaj, u zemljište obrađeno do dubine od 20 cm i

prihranjeno malom količinom pregorelog stajnjaka, radi daljeg praćenja razvoja i

cvetanja aklimatizovanih biljaka (slika 11).
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3.7. MERENI PARAMETRI I STATISTIČKA OBRADA PODATAKA

U svim eksperimentima u fazi multiplikacije, nakon 25 dana gajenja u kulturi in

vitro izvršena su merenja sledećih parametara: broj izdanaka po eksplantu, broj nodusa,

dužina izdanaka, kao i učestalost pojave nekroza, vitrifikacija i drugih nepoželjnih

promena ukoliko ih je bilo. Da bi se preciznije definisao uticaj različitih koncentracija

fitohormona na razvoj izdanaka, pored dužine izdanaka, u prvom ekperimentu je

merena i dužina internodija (sa preciznošću od 1 mm).

Kako dužina izdanaka može biti prilično varijabilna veličina, da bi se izbegla

velika heterogenost uzorka, pa samim tim i mogućnost da se javi suviše veliko

preklapanje između homogenih grupa, izdanci su svrstani u tri dužinske kategorije (do

10 mm, od 10 do 20 mm i preko 20 mm), a dužina izdanaka je prikazana kao

procentualno učešće izdanaka u svakoj dužinskoj kategoriji, posebno za svaki tip

eksplanata i za svaki tip hranljive podloge kod sva tri taksona.

U fazi ožiljavanja na podlogama sa agarom evidentiran je broj korenova, a

merena je dužina najdužeg korena. Dosadašnja iskustva sa mikropropagacijom D.

deltoides (Marković i Popović, 2012) i preliminarna istraživanja uslova

mikropropagacije D. serotinus (Marković et al., 2007) i D. giganteiformis ssp.

kladovanus (Marković et al., 2006) pokazala su da se kod karanfila često formira veoma

razgranat korenov sistem, sa puno tankih korenova, što otežava merenje njihove dužine

(zbog lakog kidanja) pa se time teže mogu razdvojiti primarni od sekundarnih korenova.

Zbog toga je kod svake ožiljene in vitro biljčice merena samo dužina najdužeg korena.

U fazi ožiljavanja ispitanih taksona na podlogama bez agara određen je procenat

ožiljenih biljaka, a u fazi aklimatizacije određen je procenat aklimatizovanih biljaka.

Dobijeni podaci su statistički obrađeni korišćenjem programa Statgraphics.

Značajnost razlika između srednjih vrednosti utvrđena je analizom varijanse (ANOVA),

pri čemu je nivo značajnosti p<0,05, kao i metodom najmanje značajne razlike (LSD).

Tokom statističke analize, za rezultate prikazane u procentima izvršena je arcsin

transformacija podataka čime se povećava normalnost dobijene raspodele
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(http://udel.edu/~mcdonald/statlogistic.html, 2013) a nakon statističke obrade, dobijene

vrednosti su ponovo pretvorene u procente kako bi se prikazali u tabelama.

Kako su eksperimenti uključivali više faktora (tip eksplanta, koncentracija

hormona, koncentracija mineralnih soli u podlozi, itd.), kako bi se detaljnije analizirao

uticaj pojedinačnih faktora na merene parametre, korišćene su i druge statističke

analize. U fazi multiplikacije, ožiljavanja na podlogama sa agarom i u fazi

aklimatizacije, za podatke prikazane u procentima, korišćena je multinominalna

logistička regresija (C h a n , 2005). Cilj je bio da se utvrdi uticaj različitih faktora na

procenat eksplanata iz kojih su regenerisani pravilno razvijeni izdanci u fazi

multiplikacije, odnosno uticaj ispitivanih faktora na procenat ožiljavanja i na procenat

aklimatizacije, prema metodologiji koju su koristili Fraga et al. (2004). Za utvrđivanje

uticaja sastava podloge i tipa eksplanta na merene parametre (broj izdanaka, broj

nodusa) u fazi multiplikacije korišćena je tzv. "multifactor ANOVA", analiza varijanse

koja uključuje više faktora - višefaktorska analiza.
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4. REZULTATI

4.1. USPOSTAVLJANJE STERILNE KULTURE

Sterilna kultura in vitro uspešno je uspostavljena. Pet do sedam dana po

postavljanju na medijum, semena sve tri vrste su počela da klijaju da bi nakon 3 nedelje

isklijalo 96% postavljenog semena vrste D. serotinus, 92% semena D. giganteiformis

ssp. kladovanus i 88% semena D. pinifolius. Procenat kontaminacija je bio nizak, od 1%

(D. serotinus), 2,5% (D. pinifolius) do 5% (D. giganteiformis ssp. kladovanus).

4.2. FAZA MULTIPLIKACIJE ISPITANIH TAKSONA: D. SEROTINUS, D.
PINIFOLIUS I D. GIGANTEIFORMIS SSP. KLADOVANUS.

4.2.1. UTICAJ BALANSA HORMONA NA RAZVOJ IZDANAKA

4.2.1.1. Vitalnost eksplanata

Za svaki karanfil 25 dana nakon postavljanja eksplanata utvrđen je broj

nekrotiranih (slika 12), vitrifikovanih (slika 13) i pravilno razvijenih izdanaka (slika

14). Pri tom su u kategoriju nekrotiranih eksplanata, pored hlorotičnih, svrstani i

eksplanti koji su ostali potpuno nepromenjeni (slika 15).
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Slika 12 Nekrotirani eksplant (terminalni pupoljak) D. giganteiformis ssp. kladovanus

Slika 13 Vitrifikovani eksplanti D. serotinus
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Slika 14 Pravilno razvijeni izdanci D. giganteiformis ssp. kladovanus

Slika 15 Terminalni pupoljak D. giganteiformis ssp. kladovanus nepromenjen

nakon 25 dana gajenja u kulturi in vitro

Kalusno tkivo se formiralo kod određenog broja eksplanata kod D. pinifolius (do

30%) i D. giganteiformis ssp. kladovanus (<10%), a prečnik kalusnog tkiva uglavnom

nije prelazio 5 mm (slika 16).
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Slika 16 Kalus u osnovi izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Pojedini izdanci koji su se razvili iz postavljenih eksplanata vrste D. pinifolius,

na podlogama sa nižim koncentracijama fitohormona (2,22 i 0,44 µM BAP) obrazovali

su kratke (3-5 mm) i malobrojne (2 - 6) korenove u osnovi. Izdanci preostale dve vrste

karanfila nisu se ožilili.

D. serotinus

Na svim podlogama eksplanti D. serotinus su uspešno regenerisali izdanke, a

udeo eksplanata sa pravilno razvijenim izdancima se kretao od 55,0% do 83,5% na MS

podlogama (tabela 6), dok je na 1/2MS podlogama iznosio od 68,2% do maksimalnih

100% (tabela 7).

Nepovoljan uticaj visokih koncentracija fitohormona (8,88 µM BAP i 5,37 µM

NAA) uočljiv je kod sva tri taksona (tabele 6, 12 i 16) na podlozi MS zbog čega su

prilikom gajenja eksplanata na 1/2MS podlogama navedene koncentracije BAP i NAA

izostavljene (tabele 7, 13 i 17).
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Tabela 6 Vitalnost izdanaka D. serotinus na MS podlozi u zavisnosti od koncentracije fitohormona

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

Hormoni nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani

BAP

µM

NAA

µM

% % % % % % % % %

8,88 5,37 23,3ab 55,0bc 21,7ab 11,7bc 70,2abc 18,1ab 23,7ab 68,3bc 8,0ab

8,88 2,68 24,3ab 57,4abc 18,3bc 15,0ab 68,6bc 16,4abc 32,0a 61,7bc 6,3abc

4,44 2,68 19,0abc 60,3abc 20,7ab 11,7bc 73,3abc 15,0abc 16,0bc 78,3abc 5,7abc

4,44 0,54 23,4ab 57,4abc 19,2abc 13,3abc 70,3abc 16,4abc 17,0bc 76,7abc 6,3abc

2,22 2,68 19,4abc 58,4abc 18,2bc 10,2bc 75,5ab 14,3bc 14,8bc 81,8ab 3,4bc

2,22 0,54 17,3bc 64,5ab 18,2bc 12,3bc 75,5ab 12,2bc 20,0abc 78,3ab 1,7bc

0,44 0,54 18,0bc 65,5ab 16,5bc 14,5abc 78,3ab 7,2cd 14,8bc 83,5a 1,7bc

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Tabela 7 Vitalnost izdanaka D. serotinus na 1/2MS podlozi u zavisnosti od koncentracije fitohormona

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

Hormoni nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani

BAP

mg·L–1

NAA

mg·L–1

% % % % % % % % %

4,44 2,68 19,4a 68,5bc 12,1ab 10,2ab 83,1abc 6,7ab 5,1abc 93,2ab 1,7ab

4,44 0,54 19,1a 68,2bc 12,7ab 11,9ab 81,4bc 6,7ab 6,8ab 91,5ab 1,7ab

2,22 2,68 17,7ab 72,1abc 10,2abc 0,0d 98,3a 1,7bc 2,7abc 97,3ab 0,0b

2,22 0,54 6,8bc 86,0ab 7,2bc 6,7bc 86,6abc 6,7ab 0,0c 100,0a 0,0b

0,44 0,54 7,7bc 87,2ab 5,1bc 3,4bcd 94,9ab 1,7bc 0,0c 100,0a 0,0b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05)



Da bi se utvrdio uticaj različitih faktora na stepen regeneracije pravilno

razvijenih izdanaka, izvršena je multinominalna logistička regresija. Za ispitivanje

uticaja koncentracije BAP i NAA na regeneraciju izdanaka, koncentracije navedenih

hormona su posmatrane kao kvantitativan faktor (tabela 8). Međutim, da bi se odredile

međusobne interakcije između pojedinih faktora, bilo je potrebno da postoje podloge sa

BAP bez NAA i obrnuto, što nije bio slučaj, jer se u fazi multiplikacije uobičajeno

dodaju i citokinini i auksini zbog njihovog sinergističkog dejstva. Zbog toga je, za

određivanje interakcija između pojedinih faktora sastav hormona u medijumu

posmatran kao kategorijska veličina - kvalitativna varijabla (tabela 9).

Tabela 8 Značajnost uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. serotinus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

BAP 16,3454 0,0001

NAA 0,0289818 0,8648

Tip eksplanta 70,2183 0,0000

Koncentracija MS soli 73,8832 0,0000

Hormoni (BAP+NAA)* 13,9449 0,0075

*kvalitativna varijabla

Tabela 9 Interakcija uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. serotinus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

MS soli × tip eksplanta 12,3813 0,0020

MS soli × hormoni 10,7462 0,0296

Tip eksplanta × hormoni 5,56816 0,6955
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MS n; MS t; MS v - izdanci poreklom iz nodusnih reznica, terminalnih pupoljaka i vršnih reznica odgajeni na podlogama MS;

1/2MS n; 1/2MS t; 1/2MS v - izdanci poreklom iz nodusnih reznica, terminalnih pupoljaka i vršnih reznica odgajeni na podlogama 1/2MS;

Grafik 1 Procenat pravilno razvijenih izdanaka D. serotinus na podlogama MS i 1/2MS
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Prisutan je značajan uticaj koncentracija BAP na udeo pravilno razvijenih

izdanaka (grafik 1), jer se sa smanjenjem koncentracije BAP povećava broj eksplanata

koji su formirali pravilno razvijene izdanke. Takvih razlika nema kada je u pitanju

promena koncentracije NAA, jer pri istoj koncentraciji BAP, kod istog tipa eksplanata

nema značajnih razlika (tabele 6 i 7), što je potvrđeno i sprovedenom statističkom

analizom (tabela 8).

Takođe, nakon izvršene logističke regresije (tabela 8), pokazalo se da su razlike

u stepenu regeneracije pravilno razvijenih izdanaka koje se uočavaju između različitih

tipova eksplanata i na podlogama sa različitom koncentracijom soli: MS (nodusne

reznice 55,0 - 65,5%; terminalni pupoljci 70,2 - 78,3%; vršne reznice 68,3 - 83,5%)  ili

1/2 MS (nodusne reznice 68,5 - 87,2%; terminalni pupoljci 83,1 - 94,9%; vršne reznice

93,2 - 100,0%) statistički zaista značajne. Štaviše, uticaj koncentracija MS soli, tipa

eksplanta i određenog balansa BAP i NAA je kompleksan i prisutna je interakcija

između koncentracije mineralnih soli i druga dva faktora (tabela 9).

Pojava vitrifikacije je bila zabeležena jedino kod D. serotinus, i to u relativno

visokom procentu (tabele 6 i 7). Može se uočiti da na pojavu vitrifikacije utiče tip

eksplanta, pri čemu se znatno viši procenat vitrifikovanih izdanaka regenerisao iz

nodusnih reznica (16,5-21,7% na MS podlozi), nešto niži iz terminalnih pupoljaka, a

najniži iz vršnih reznica (1,7-8,0% na MS podlozi) (tabela 6). Pored uticaja tipa

eksplanta, značajan uticaj ima i koncentracija MS soli, gde je na MS podlogama bilo

gotovo dvostruko više vitrifikovanih izdanaka nego na podlogama sa 1/2MS

koncentracijom soli, pri istoj koncentraciji fitohormona, posmatrajući isti tip eksplanata

(tabele 6 i 7).

Uprkos preklapanju između homogenih grupa uopšteno se može konstatovati da

se sa povećanjem koncentracija fitohormona povećava i broj vitrifikovanih izdanaka, ali

su same razlike u procentu vitrifikacije slabo izražene. Uticaj balansa citokinina i

auksina nije uočljiv, odnosno nema značajne razlike u broju vitrifikovanih eksplanata na

podlozi sa četiri puta više BAP od NAA (2,22 µM BAP i 0,54 µM NAA) i na podlozi sa

približno jednakom koncentracijom navedenih fitohormona (2,22 µM BAP i 2,68 µM

NAA) (tabele 6 i 7). Multinominalnom logističkom regresijom je utvrđeno da

koncentracija BAP značajno utiče na pojavu vitrifikacije, dok koncentracija NAA nema

značajan uticaj (tabela 10). Uticaj koncentracije MS soli u podlozi, kao i uticaj tipa
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eksplanta na udeo vitrifikovanih eksplanata je statistički značajan, ali ne postoji

interakcija između pomenutih faktora kod D. serotinus (tabele 10 i 11).

Tabela 10 Značajnost uticaja različitih faktora na vitrifikaciju izdanaka D. serotinus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

BAP 7,98634 0,0047

NAA 0,0275395 0,8682

Tip eksplanta 63,261 0,0000

Koncentracija MS soli 29,214 0,0000

Hormoni (BAP+NAA)* 6,90394 0,1411

*kvalitativna varijabla

Tabela 11 Interakcija uticaja različitih faktora na vitrifikaciju izdanaka D. serotinus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

MS soli × tip eksplanta 4,23612 0,8352

MS soli × hormoni 1,98709 0,7381

Tip eksplanta × hormoni 2,51512 0,2843

D. pinifolius

Vitalnost izdanaka D. pinifolius je bila visoka, prelazeći 88% na svim

podlogama (tabele 12 i 13). Uticaj koncentracija fitohormona je uočljiv i na MS i na 1/2

MS podlogama kod sva tri tipa eksplanata, a najpovoljnijim su se pokazale podloge sa

najnižom koncentracijom fitohormona (0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA) gde su se iz svih

postavljenih eksplanata regenerisali pravilno razvijeni izdanci (grafik 2).
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Tabela 12 Vitalnost izdanaka D. pinifolius na MS podlozi u zavisnosti od koncentracije fitohormona

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

Hormoni nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani nekrotirani pravilno

razvijeni

vitrifikovani

BAP

µM

NAA

µM
% % % % % % % % %

8,88 5,37 11,7c 88,3c 0,0a 8,3c 91,7b 0,0a 6,7bc 93,3abc 0,0a

8,88 2,68 11,7c 88,3c 0,0a 8,3c 91,7b 0,0a 8,3c 91,7bc 0,0a

4,44 2,68 6,7b 93,3bc 0,0a 5,0bc 95,0ab 0,0a 5,0b 95,0ab 0,0a

4,44 0,54 3,3ab 96,7ab 0,0a 3,3ab 96,7ab 0,0a 5,0b 95,0ab 0,0a

2,22 2,68 1,7ab 98,3ab 0,0a 3,3ab 96,7ab 0,0a 3,3ab 96,7ab 0,0a

2,22 0,54 3,3ab 96,7ab 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

0,44 0,54 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05)
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Tabela 13 Vitalnost izdanaka D. pinifolius na 1/2MS podlozi u zavisnosti od koncentracije fitohormona

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

Hormoni nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

BAP

µM

NAA

µM
% % % % % % % % %

4,44 2,68 8,3bc 91,7b 0,0a 5,0b 95,0ab 0,0 a 6,7b 93,3b 0,0a

4,44 0,54 5,0abc 95,0ab 0,0a 6,7bc 93,3ab 0,0 a 5,0b 95,0ab 0,0a

2,22 2,68 5,0abc 95,0ab 0,0a 5,0b 95,0ab 0,0 a 6,7b 93,3b 0,0a

2,22 0,54 3,3ab 96,7ab 0,0a 0,0a 100,0a 0,0 a 0,0a 100,0a 0,0a

0,44 0,54 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0 a 0,0a 100,0a 0,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05)
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Za razliku od D. serotinus, kod D. pinifolius koncentracija MS soli u podlozi

(MS ili 1/2MS) tip eksplanta nisu značajano uticali na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka (tabela 14). Suviše visoke koncentracije BAP su nepovoljno uticale na

regeneraciju svih tipova eksplanata (grafik 2), dok je uticaj promene koncentracije NAA

slabije izražen, ali ipak statistički značajan, što nije bio slučaj sa D. serotinus (tabela

14). Takođe, kod D. pinifolius ne postoji interakcija između različitih faktora

(koncentracije MS soli, tipa eksplanata i balansa hormona u medijumu) (tabela 15). Kod

D. pinifolius vitrifikacija nije bila prisutna (tabele 12 i 13).

Tabela 14 Značajnost uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. pinifolius

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

BAP 18,9874 0,0000

NAA 6,66531 0,0098

Koncentracija MS soli 1,85581 0,1731

Tip eksplanta 0,681036 0,7114

Hormoni (BAP+NAA)* 15,207 0,0043

 *kvalitativna varijabla

Tabela 15 Interakcija uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. pinifolius

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

Tip eksplanta × hormoni 9,39457 0,3101

MS soli × hormoni 0,792547 0,9394

MS soli × tip eksplanta 0,0792865 0,9611
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Grafik 2 Procenat pravilno  razvijenih izdanaka D. pinifolius na podlogama MS i 1/2MS
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Regeneracija pravilno razvijenih izdanaka je bila nešto slabija u odnosu na

rezultate dobijene kod D. pinifolius, ali ipak viša u odnosu na D. serotinus. Najniži

procenat regeneracije imale su nodusne reznice na MS podlozi sa 8,88 µM BAP i 2,68

µM NAA (81,7%), dok je regeneracija terminalnih pupoljaka i vršnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa niskom koncentracijom BAP (0,44 µM) i NAA (0,54 µM) bila

maksimalna (100%) (tabele 16 i 17).

Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus, kao i kod D. pinifolius, vitrifikacija nije

zabeležena ni na jednoj hranljivoj podlozi, bez obzira na koncentraciju soli, hormona ili

tip eksplanata.

Uticaj koncentracije BAP i NAA na procenat regeneracije izdanaka kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus bio je prisutan kao i kod D. serotinus i D. pinifolius, tj.

najpovoljnije su bile podloge sa nižom koncentracijom fitohormona (grafik 3), ali kao i

kod D. serotinus, statistički značajan uticaj je imala samo koncentracija BAP (tabela

18).

Razlike u stepenu regeneracije se javljaju u zavisnosti od tipa eksplanta, pri

čemu su najslabiji rezultati dobijeni kod nodusnih reznica, gde maksimalan broj

eksplanata koji su se pravilno razvijali nije prešao 98,3% (na MS podlozi sa 0,44 µM

BAP i 0,54 µM NAA) (tabele 16 i 17). Sprovedena logistička regresija je pokazala da

tip eksplanta značajno utiče na regeneraciju kod D. giganteiformis ssp. kladovanus, ali i

da koncentracija soli u podlozi (MS ili 1/2MS) uopšte nema značajan uticaj kao što je to

bio slučaj kod D. serotinus (tabela 18). Takođe, ne postoji ni interakcija između uticaja

koncentracije soli u medijumu, balansa hormona i tipa eksplanta (tabela 19).
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Tabela 16 Vitalnost izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na MS podlozi u zavisnosti od koncentracije fitohormona

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

Hormoni nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

BAP

µM

NAA

µM
% % % % % % % % %

8,88 5,37 16,7c 83,3b 0,0a 13,4c 86,6bc 0,0a 11,7b 88,3bc 0,0a

8,88 2,68 18,3c 81,7b 0,0a 15,0d 85,0c 0,0a 13,4b 86,6c 0,0a

4,44 2,68 8,3b 91,7ab 0,0a 10,0a 90,0abc 0,0a 6,7ab 93,3b 0,0a

4,44 0,54 6,7ab 93,3ab 0,0a 6,7b 93,3ab 0,0a 5,0b 95,0b 0,0a

2,22 2,68 6,7ab 93,3ab 0,0a 3,3ab 96,7ab 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

2,22 0,54 3,3ab 96,7a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

0,44 0,54 1,7a 98,3a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05)
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Tabela 17 Vitalnost izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na 1/2MS podlozi u zavisnosti od koncentracije fitohormona

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

Hormoni nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

BAP

µM

NAA

µM
% % % % % % % % %

4,44 2,68 16,7c 83,3bc 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 3,3ab 96,7ab 0,0a

4,44 0,54 8,3b 91,7ab 0,0a 6,7b 93,3ab 0,0a 5,0b 95,0ab 0,0a

2,22 2,68 6,7ab 93,3ab 0,0a 1,7ab 98,3a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

2,22 0,54 6,7ab 93,3ab 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 1,7ab 98,3ab 0,0a

0,44 0,54 1,7a 98,3a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a 0,0a 100,0a 0,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05)
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Grafik 3 Procenat pravilno razvijenih izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na podlogama MS i 1/2MS
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Tabela 18 Značajnost uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

BAP 30,0285 0,0000

NAA 1,31416 0,2516

Koncentracija MS soli 0,0000925894 0,9923

Tip eksplanta 18,2748 0,0001

Hormoni (BAP+NAA)* 15,6017 0,0036

*kvalitativna varijabla

Tabela 19 Interakcija uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

Tip eksplanta × hormoni 14,218 0,0763

MS soli × hormoni 1,6694 0,7963

MS soli × tip eksplanta 4,67664 0,0965

4.2.1.2. Broj izdanaka

Na svim podlogama određen je ukupan broj izdanaka po eksplantu, a prosečan

broj izdanaka koji se razvio iz jednog postavljenog eksplanata prikazan je u tabelama

20, 22, 25 posebno za svaki tip eksplanata i za svaki tip hranljive podloge.
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D. serotinus

Uprkos preklapanju između homogenih grupa, prisutne su razlike u prosečnom

broju izdanaka po eksplantu na podlogama različitog sastava (tabela 20). Međutim,

posmatrajući razlike kod istog tipa eksplanta, na istoj koncentraciji MS soli (podloge

MS ili 1/2MS) ne može se uočiti pravilna veza između promene broja izdanaka i

promene koncentracije BAP i NAA u podlozi (tabela 20). Uopšteno, možemo

konstatovati da je na MS podlozi sa 2,22 µM BAP i 2,68 µM NAA prosečan broj

izdanaka bio najviši kod sva tri tipa eksplanata. Izuzetak predstavljaju nodusne reznice

kod kojih je na MS podlozi sa 8,88 µM BAP i 5,37 µM NAA formirano nešto više (8,8)

izdanaka po eksplantu, nego na podlozi MS podlozi sa 2,22 µM BAP i 2,68 µM NAA

(8,3), ali treba imati u vidu da obe vrednosti pripadaju istoj homogenoj grupi (tabela

20).

Tabela 20 Prosečan broj izdanaka D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 8,8a - 8,7ab - 6,2bc -

8,88 2,68 3,8bc - 7,9ab - 8,0ab -

4,44 2,68 5,2ab 3,6abc 7,4ab 5,2ab 9,2ab 6,5ab

4,44 0,54 6,8ab 4,7ab 7,0ab 7,1a 8,6ab 6,2ab

2,22 2,68 8,3a 5,1ab 9,1a 6,2ab 10,1a 7,2ab

2,22 0,54 4,2abc 3,7abc 3,6bc 5,5ab 8,8ab 5,7ab

0,44 0,54 4,5abc 3,6abc 5,8bc 5,1ab 9,1ab 9,5a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Kod sva tri tipa eksplanata prosečan broj izdanaka je na skoro svim 1/2MS

podlogama bio niži nego na MS podlogama sa istim balansom hormona (tabela 20).

Značajnost uticaja koncentracije MS soli u podlozi potvrdila je i višefaktorska analiza

varijanse (tabela 21) koja je potvrdila da osim pored koncentracije MS soli značajan

uticaj ima i balans hormona dodatih u podlogu.

Takođe, iako je prisutna interakcija između tipa eksplanta i koncentracije MS

soli, sam tip eksplanta ne utiče značajno na broj izdanaka (tabela 21). Ta činjenica ide u

prilog pretpostavci da na razvoj eksplanata u velikoj meri utiče balans endogenih

hormona. Naime, ako se ima u vidu da se od jedne vršne reznice kakve su korišćene u

ovom eksperimentu može dobiti jedna nodusna reznica i jedan terminalni pupoljak,

onda se može očekivati i da prosečan broj izdanaka koji se razvije iz vršnih reznica

bude zbir prosečnog broja izdanaka koji su se razvili iz nodusnih reznica i terminalnih

pupoljaka na medijumu istog sastava. Međutim, takav odnos broja izdanaka postoji

samo u dva slučaja: na MS podlogama sa 2,22 ili 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA (tabela

20).

Tabela 21 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj izdanaka D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 18,6047 5,74 0,0177

 B: tip eksplanta 5,694 3,51 0,0804

 C: koncentracija MS soli 25,0253 30,87 0,0005

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 9,65933 1,49 0,2931

 AC 8,798 2,71 0,1071

 BC 38,4607 23,72 0,0004
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D. pinifolius

Prosečan broj izdanaka D. pinifolius se razlikovao zavisno od sastava podloge i

tipa eksplanta i kretao se od 2,7 (nodusne reznice na 1/2MS podlozi sa 4,44 µM BAP i

2,68 µM NAA) do 15,4 (vršne reznice na 1/2MS podlozi sa 2,22 µM BAP i 0,54 µM

NAA) (tabela 22).

Pravilnost uticaja promene koncentracije BAP ili NAA u hranljivim podlogama

na broj izdanaka se ne može uočiti, razlike su uglavnom male i postoji preklapanje

između homogenih grupa. Najveći prosečan broj izdanaka se formirao na MS

podlogama, kod nodusnih reznica (6,9) na podlozi sa 2,22 µM BAP i 2,68 µM NAA, a

kod terminalnih pupoljaka (7,2) i vršnih reznica (15,4) na podlozi sa 2,22 µM BAP i

0,54 µM NAA.

Tabela 22 Prosečan broj izdanaka D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 4,3bc - 3,3bc - 5,8cd -

8,88 2,68 3,7bc - 3,1bc - 6,1cd -

4,44 2,68 6,5a 2,7bc 6,5ab 5,3ab 9,1abc 7,1abc

4,44 0,54 5,9ab 2,5bc 6,3ab 4,8bc 8,3bc 6,7bc

2,22 2,68 6,9a 3,0bc 6,5ab 5,8ab 12,1ab 9,4ab

2,22 0,54 6,0ab 5,1a 7,2a 5,9ab 15,4a 10,3a

0,44 0,54 4,6abc 4,1ab 4,7bc 6,9a 7,0bcd 6,0bc

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Razlike u broju izdanaka formiranih iz nodusnih reznica ili terminalnih

pupoljaka sa jedne strane i broja izdanaka formiranih iz vršnih reznica su uočljivije i
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češće se javljaju (tabela 22), što nije bio slučaj kod D. serotinus. Samim tim, što je bilo

očekivano, višefaktorska analiza varijanse (tabela 23) je pokazala da i balans hormona, i

koncentracija MS soli, i tip eksplanta značajno utiču na prosečan broj izdanaka po

eksplantu. Kada je u pitanju tip eksplanta, u tabeli 22 mogu se uočiti razlike u

prosečnom broju izdanaka, za koje je analiza višestrukih opsega utvrdila du su

statistički značajne jer postoje tri homogene grupe za sva tri tipa eksplanata- nodusnih i

vršnih reznica i terminalnih pupoljaka (tabela 24).

Tabela 23 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj izdanaka D. pinifolius

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 32,3813 8,91 0,0048

 B: tip eksplanta 103,194 56,81 0,0000

 C: koncentracija MS soli 25,0253 27,55 0,0008

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 25,2927 3,48 0,0484

 AC 8,028 2,21 0,1579

 BC 6,60067 3,63 0,0754

Tabela 24 Uticaj tipa eksplanta na broj izdanaka D. pinifolius - metod najmanje

značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci    X

vršne reznice        X
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus je bio niži u odnosu

na D. serotinus i D. pinifolius i kretao se od 1,7 (vršne reznice na MS podlozi sa 8,88

µM BAP i 5,37 µM NAA, terminalni pupoljci na 1/2MS podlozi sa 0,44 µM BAP i 0,54

µM NAA) do 4,6 (terminalni pupoljci na MS podlozi sa 2,22 µM BAP i 2,68 µM

NAA). Razlike koje se javljaju kod istog tipa eksplanta, na podlozi sa istom

koncentracijom MS soli i različitim sadržajem hormona, su uglavnom male, sa

preklapanjem između homogenih grupa (tabela 25), pa stoga ni ne postoji statistički

značajan uticaj balansa BAP i NAA na broj izdanaka koji je forimiran.

Tabela 25 Prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 2,1ab - 2,5abc - 1,7bc -

8,88 2,68 2,1ab - 3,1ab - 2,0bc -

4,44 2,68 3,1ab 3,3ab 3,2ab 3,8ab 4,1a 3,8ab

4,44 0,54 3,3ab 3,9ab 3,4ab 2,6ab 3,6ab 3,8ab

2,22 2,68 2,9ab 4,4a 4,6a 2,8ab 4,0a 3,9ab

2,22 0,54 3,7a 4,5a 4,1ab 4,2a 3,7ab 4,1ab

0,44 0,54 3,6a 2,7ab 2,8bc 1,7abc 3,7ab 3,5bc

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Ako se porede različiti tipovi eksplanata na podlogama istog sastava, može se

primetiti da je prosečan broj izdanaka varijabilan, gde je nemoguće uočiti bilo kakvu
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pravilnost (tabela 25). Analiza varijanse je potvrdila da tip eksplanta značajno ne utiče

na broj izdanaka koji se formiraju (tabela 26).

Takođe, za razliku od prethodno istraživanih karanfila, ni koncentracija MS soli

u podlozi nema značajnog uticaja na broj izdanaka po eksplantu kod D. giganteiformis

ssp. kladovanus (tabela 26).

Tabela 26 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 3,67533 3,02 0,0856

 B: tip eksplanta 1,256 2,07 0,1890

 C: koncentracija MS soli 0,0213333 0,07 0,7977

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 1,95067 0,80 0,6184

 AC 1,13533 0,93 0,4908

 BC 1,36267 2,24 0,1686

4.2.1.3. Dužina izdanaka

D. serotinus

Dužina izdanaka se razlikovala zavisno od tipa eksplanta, koncentracije MS soli

i koncentracije hormona dodatih u podlogu. Iz nodusnih reznica na MS podlogama sa

višim koncentracijama BAP (2,22 µM, 4,44 µM i 8,88 µM) udeo izdanaka kraćih od 10

mm se kretao u granicama 70 - 80% i statističkih razlika nije bilo (tabela 27), izuzev

podloge sa 2,22 µM BAP i 0,54 µM NAA gde su svi izdanci (100%) bili kraći od 10
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mm, što je više nego na svim ostalim podlogama (tabela 27). To može biti posledica

velike razlike u koncentraciji hormona, gde je BAP bilo 4 puta više nego NAA koji

utiče na izduživanje izdanaka. Međutim, u tom slučaju možemo očekivati sličnu pojavu

i na podlozi sa 4,44 µM BAP i 0,1 µM NAA, što nije bio slučaj. Na podlozi sa relativno

niskom koncentracijom BAP (0,44 µM) izdanaka kraćih od 10 mm bilo je najmanje

(43,2%). Kada su u pitanju izdanci dužine od 10 do 20 mm i izdanci duži od 20 mm, na

podlogama sa višim koncentracijama BAP nema značajnijih razlika jer se javljaju

preklapanja između homogenih grupa (tabela 27). Na podlozi sa 0,44 µM BAP i 0,54

µM NAA izdanaka dužih od 20 mm je upadljivo najviše, skoro 40%.

Posmatrajući 1/2MS podloge, dužina izdanaka koji su se razvili iz nodusnih

reznica bila je znatno kraća u odnosu na MS podloge (tabela 27) krećući se od 72,5% do

97,8% na svim podlogama. Izdanaka dužih od 20 mm gotovo da nije ni bilo (0,0 -

3,5%) na većini podloga, a svega 8% na podlozi sa sa 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA.

Tabela 27 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz nodusnih reznica

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 79,5b 8,8bc 11,7bc - - -

8,88 2,68 75,2b 16,2ab 8,6bc - - -

4,44 2,68 76,0b 7,7bc 16,3b 85,3b 12,8ab 1,9b

4,44 0,54 79,6b 3,1bc 17,3b 88,4b 9,7ab 1,9b

2,22 2,68 71,5b 21,3a 7,2bc 84,2b 12,3ab 3,5ab

2,22 0,54 100a 0,0c 0,0c 97,8a 2,2b 0,0b

0,44 0,54 43,2c 17,4ab 39,4a 72,5b 19,5a 8,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Izdanci koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka na MS podlogama su nešto

duži u odnosu na izdanke formirane iz nodusnih reznica (tabele 27 i 28), odnosno na

pojedinim podlogama (4,44 µM BAP i 0,54 µM NAA; 2,22 µM BAP i 2,68 µM NAA)

je manji udeo izdanaka kraćih od 10 mm (65,8% i 63,5%). Međutim, na podlozi sa 0,44

µM BAP i 0,54 µM NAA broj izdanaka dužine do 10 mm je znatno veći (73,2%)

(tabela 28). Kada su u pitanju izdanci koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka na

1/2MS podlogama, nema značajnijih razlika u odnosu dužinu izdanaka obrazovanih iz

nodusnih reznica (tabele 27 i 28).

Tabela 28 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka
Podloga

Hormoni
MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP
µM

NAA
µM

< 10 mm
(%)

10 - 20
mm
(%)

>20 mm
(%)

< 10
mm
(%)

10 - 20
mm
(%)

>20 mm
(%)

8,88 5,37 80,1b 14,1a 5,8bc - - -

8,88 2,68 75,6b 12,0a 12,4ab - - -

4,44 2,68 78,5b 10,2ab 11,3ab 82,5b 15,1a 2,4b

4,44 0,54 65,8c 15,3a 18,9a 77,7b 16,8a 5,5ab

2,22 2,68 63,5c 16,8a 19,7a 75,5b 20,9a 3,6b

2,22 0,54 93,5a 6,5b 0,0c 95,2a 4,8b 0,0b

0,44 0,54 73,2b 5,7b 21,1a 79,6b 10,2ab 10,2a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Kada je u pitanju dužina izdanaka koji su se razvili iz vršnih reznica, MS

podloge sa višom koncentracijom BAP (4,44 µM i 8,88 µM) su imale najveći udeo

izdanaka kraćih od 10 mm, između 60% i 80% (tabela 29). Najviše izdanaka dužine do

10 mm bilo je na MS i 1/2 MS podlogama sa 2,22 µM BAP i 0,54 µM NAA, slično kao

i kod izdanaka koji su se formirali iz terminalnih pupoljaka i iz nodusnih reznica, ali i

na MS podlozi sa 8,88 µM BAP i 5,37 µM NAA.
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Razlike u dužini izdanaka gajenih na podlogama MS i 1/2MS sa istim

koncentracijama fitohormona su znatno manje izražene (tabele 27, 28 i 29). Najduži

izdanci formirani su na podllogama sa 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA.

Tabela 29 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz vršnih reznica

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm (%)

>20 mm

(%)

< 10

mm (%)

10 - 20

mm (%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 78,1a 12,5b 9,4bc - - -

8,88 2,68 70,3a 17,1ab 12,6bc - - -

4,44 2,68 65,2ab 19,7a 15,1b 68,2a 20,6a 11,2b

4,44 0,54 61,2b 20,4a 18,4b 60,5ab 26,3a 13,2b

2,22 2,68 53,5b 25,5a 21,0b 55,6ab 29,0a 15,4b

2,22 0,54 75,3a 13,2b 11,5bc 75,8a 13,3b 10,9b

0,44 0,54 41,5b 28,0a 30,5a 54,4ab 23,9a 21,7a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

D. pinifolius

Kod vrste D. pinifolius formirali su se duži izdanci nego kod D. serotinus i D.

giganteiformis ssp. kladovanus, naročito na MS podlogama sa nižim koncentracijama

BAP (2,22 µM i 0,44 µM) gde udeo izdanaka kraćih od od 10 mm nije prelazio 55%

(tabele 30, 31 i 32).

Posmatrajući dužinu izdanaka koji su se razvili iz nodusnih reznica na MS

podlogama, uočljiv je uticaj povećanja koncentracije BAP na smanjenje dužine

izdanaka, odnosno na pojavu većeg procenta izdanaka koji pripadaju kategoriji dužine
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do 10 mm (tabela 30). Taj uticaj koncentracije je pravilno izražen i statistički značajan,

jer su formirane homogene grupe bez preklapanja, jedna na koncentracijama 4,44 µM i

8,88 µM BAP (65,3 - 75,6%), druga pri koncentraciji 2,22 µM BAP (47,6 - 52,8%) i

treća pri koncentraciji 0,44 µM BAP (28,0%). Kako se koncentracija NAA znatno

menjala pri istoj koncentraciji BAP (npr. 2,68 µM i 0,54 µM NAA), a nije bilo

statistički značajnih razlika u procentu izdanaka pri promeni koncentracije NAA,

možemo smatrati da NAA nije uticala na dužinu izdanaka (tabela 30).

Međutim, u drugim dužinskim kategorijama na MS podlogama i u svim

dužinskim kategorijama na 1/2MS podlogama, pravilna zavisnost dužine od promene

koncentracije hormona (bilo BAP ili NAA) ne postoji jer se javlja preklapanje između

homogenih grupa ili je formirana samo jedna homogena grupa (izdanci dužine do 10

mm na 1/2 MS podlogama) (tabela 30).

Tabela 30 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz nodusnih reznica

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20

mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20

mm

(%)

8,88 5,37 75,6a 21,9b 2,5c - - -

8,88 2,68 72,8a 25,3ab 1,9c - - -

4,44 2,68 68,3a 23,4ab 8,3b 64,1a 34,6a 1,3c

4,44 0,54 65,3a 22,6ab 12,1b 68,3a 31,7a 0,0c

2,22 2,68 52,8b 23,8ab 23,5ab 60,0a 13,3c 26,7a

2,22 0,54 47,6b 25,6ab 26,9ab 69,6a 23,9b 6,5b

0,44 0,54 28,0c 34,4a 37,6a 55,2a 37,9a 6,9b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Dužina izdanaka koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka je zavisila od

koncentracije BAP, slično kao i dužina izdanaka koji su se razvili iz nodusnih reznica.

Naime, postoji statistički značajna razlika u procentu izdanaka dužine do 10 mm na MS

podlogama sa različitom koncentracijom BAP (uz malo preklapanje homogenih grupa),

dok se kod iste dužinske kategorije na 1/2 MS podlogama formira jedna homogena

grupa, odnosno - značajna razlika ne postoji (tabela 31). Međutim, kada je u pitanju

kategorija izdanaka dužih od 20 mm, moguće je uočiti vezu između povećanja

koncentracije BAP i smanjenja broja izdanaka u toj kategoriji, s tim da se na MS

podlogama značajne razlike javljaju između podloga sa 0,44 µM i 2,22 µM BAP, što

nije slučaj na 1/2MS podlogama gde se značajne razlike javljaju tek pri višim

koncentracijama BAP (4,44 µM), a nema značajnih razlika na podlogama sa 2,22 µM i

0,44 µM BAP (tabela 31).

Tabela 31 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 73,1a 23,5a 3,4d - - -

8,88 2,68 73,8a 24,5a 1,7d - - -

4,44 2,68 60,1ab 32,6a 7,3cd 60,7a 33,9a 5,4b

4,44 0,54 68,3a 22,5a 9,2c 65,4a 31,4a 3,2b

2,22 2,68 53,6b 21,6a 24,7b 65,5a 24,1b 10,3a

2,22 0,54 49,8b 25,6a 24,6b 52,3a 38,5a 9,2a

0,44 0,54 22,4c 30,6a 47,1a 53,9a 36,8a 9,2a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).



MIKROPROPAGACIJA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS I D. GIGANTEIFORMIS SSP. KLADOVANUS

108

Posmatrano u celini, uticaj koncentracija BAP i NAA na dužinu izdanaka kraćih

od 10 mm koji su se razvili iz vršnih reznica se manifestvovao na sličan način kao i kod

izdanaka poreklom iz nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka (tabela 32). Međutim,

interesantno je primetiti da se najveći broj izdanaka dužih od 20 mm na 1/2MS

podlogama kod sva tri tipa eksplanata formirao na podlozi sa 2,22 µM BAP i 2,68 µM

NAA, ali su kod terminalnih pupoljaka te razlike neznatne u odnosu na ostale podloge

sa nižom koncentracijom hormona (10,3%), dok su i kod nodusnih i kod vršnih reznica

razlike prilično uočljive (26,7% - nodusne reznice; 24,0% - vršne reznice) (tabela 32).

Tabela 32 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz vršnih reznica

Podloga
Hormoni MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 80,5a 13,8b 5,7c - - -

8,88 2,68 77,6a 11,1b 11,3c - - -

4,44 2,68 58,3b 22,9ab 18,8b 64,7a 26,0b 9,3b

4,44 0,54 57,2b 26,7a 16,1b 69,3a 23,5b 7,2b

2,22 2,68 43,6b 32,3a 24,1b 45,6b 30,4b 24,0a

2,22 0,54 50,8b 27,9a 21,3b 72,4a 22,2b 5,4b

0,44 0,54 29,0c 34,9a 36,1a 17,6c 58,8a 23,5a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Posmatrajući razlike u dužini izdanaka formiranih na MS i 1/2MS podlogama u

većini slučajeva nema uočljivih razlika u procentu izdanaka koji pripadaju kategoriji

dužine do 10 mm (tabele 30, 31 i 32), naročito na podlogama sa višom koncentracijom

BAP (4,44 µM). Međutim, kada je u pitanju kategorija izdanaka dužih od 20 mm, kod

sva tri tipa eksplanata uočavamo da je procentualna zastupljenost izdanaka u navedenoj

kategoriji manja na 1/2MS podlogama pri istim koncentracijama BAP i NAA (tabele

30, 31 i 32).
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Dužina izdanaka koji su se razvili iz nodusnih reznica se menjala sa promenom

koncentracije BAP, tako da je veći procenat kraćih izdanaka (<10 mm) bio na

podlogama sa većom koncentracijom BAP i obrnuto, veći procenat izdanaka dužih od

20 mm bio je na podlogama sa nižom koncentracijom BAP (2,22 µM i 0,44 µM) (tabela

33). Za razliku od D. serotinus i D. pinifolius, kod D. giganteiformis ssp. kladovanus se

u pojedinim slučajevima manifestvovao statistički značajan uticaj NAA (tabela 33).

Tako, na primer, na MS podlogama sa 4,44 µM BAP, pri koncentraciji 0,54 µM NAA

udeo izdanaka kraćih od 10 mm iznosio je 81,2%, a sa povećanjem koncentracije NAA

na 2,68 µM - 68,2%, ali na 1/2MS podlogama sa istim sadržajem hormona, takvih

razlika nije bilo.

Tabela 33 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

nodusnih reznica

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 80,5a 19,5b 0,0c - - -

8,88 2,68 83,5a 15,3b 1,2c - - -

4,44 2,68 68,2b 22,5b 9,3bc 84,5a 13,7c 1,8c

4,44 0,54 81,2a 13,2b 5,6c 86,5a 10,1c 3,4c

2,22 2,68 65,4b 15,2b 19,4b 59,6b 25,2b 15,2b

2,22 0,54 61,5b 20,0b 18,5b 42,3c 45,6a 12,1b

0,44 0,54 39,2c 30,7a 30,1a 27,8d 44,7a 27,5a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Međutim, takođe na MS podlogama, ali sa 2,22 µM BAP, prilikom promena

koncentracije NAA (0,54 µM i 2,68 µM) nije bilo značajnih razlika ni u jednoj

dužinskoj kategoriji, na 1/2MS podlogama sa istim koncentracijama BAP i NAA

statistički značajne razlike postoje kod izdanaka kraćih od 10 mm i kod izdanaka dužine

10 - 20 mm (tabela 33).

Izdanci koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka su uglavnom bili duži od

izdanaka formiranih iz nodusnih reznica na podlogama istog sastava. Dok je procenat

izdanaka dužine do 10 mm formiranih iz nodusnih reznica na većini podloga bio u

granicama 60 - 87% (tabela 33), procenat izdanaka u istoj dužinskoj kategoriji

formiranih iz terminalnih pupoljaka ni na jednoj podlozi nije prešao 80%, a na polovini

od ukupnog broja medijuma se kretao u granicama 50 - 66% (tabela 34).

Tabela 34 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

terminalnih pupoljaka

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 61,3ab 29,9a 8,8c - - -

8,88 2,68 65,3a 26,2a 8,5c - - -

4,44 2,68 64,2a 24,6a 11,2c 49,3c 49,6a 1,1c

4,44 0,54 78,3a 14,3b 7,4c 72,0a 23,7b 4,3c

2,22 2,68 55,1b 23,6a 21,3b 57,8b 24,1b 18,1b

2,22 0,54 56,3b 23,0a 20,7b 38,6c 49,7a 11,7b

0,44 0,54 36,2c 24,6a 39,2a 22,7d 41,9a 35,4a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Dužina izdanaka koji su se razvili iz vršnih reznica je bila slična dužini izdanaka

koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka i na isti način je zavisila koncentracije BAP

(tabele 34 i 35). Uticaj promene konecntracije NAA na dužinu izdanaka pri istoj

koncentraciji BAP se ređe javljao, a pravilne zavisnosti nije bilo. Tako na 1/2MS

podlogama, pri koncentraciji od 4,44 µM BAP, procenat izdanaka kraćih od 10 mm je

bio veći na nižoj koncentraciji NAA (0,54 µM), dok je pri koncentraciji od 2,22 µM

BAP situacija bila suprotna i procenat izdanaka u istoj kategoriji (< 10 mm) bio je veći

na višoj koncentraciji NAA (2,68 µM), a sve navedene razlike su bile statistički

značajne (tabela 35).

Tabela 35 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

vršnih reznica

Podloga
Hormoni

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS

BAP

µM

NAA

µM

< 10 mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10

mm

(%)

10 - 20

mm

(%)

>20 mm

(%)

8,88 5,37 54,8bc 34,0a 11,2c - - -

8,88 2,68 63,2b 29,3a 7,5c - - -

4,44 2,68 61,2b 26,3a 12,5c 45,7b 50,5a 3,8c

4,44 0,54 80,0a 7,8b 12,2c 72,8a 21,5c 5,7c

2,22 2,68 51,1c 25,4a 23,5b 56,4b 23,9c 19,7b

2,22 0,54 52,8c 25,4a 21,8b 41,2b 46,0a 12,8b

0,44 0,54 32,4d 24,1a 43,5a 28,9c 33,6b 37,5a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).



MIKROPROPAGACIJA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS I D. GIGANTEIFORMIS SSP. KLADOVANUS

112

Kod sva tri tipa eksplanata evidentna je znatna razlika između podloga sa

najnižom koncentracijom BAP i NAA i ostalih podloga, gde je relativno visok procenat

izdanaka dužih od 20 mm (tabele 33, 34 i 35). Međutim, za razliku od D. serotinus, kao

i D. pinifolius, kod D. giganteiformis ssp. kladovanus nema značajnih razlika u dužini

izdanaka koji su se formirali na MS i 1/2MS podlogama sa istom koncentracijom

hormona, čak su u nekim slučajevima na 1/2MS podlogama formirani duži izdanci

(tabele 33, 34 i 35).

4.2.1.4. Broj nodusa

D. serotinus

Kod D. serotinus se broj nodusa kretao od 2,6 na MS podlozi sa 2,22 µM BAP i

0,54 µM NAA (nodusne reznice) do 15,3 na na 1/2MS podlozi sa 2,22 µM BAP i 2,68

µM NAA (terminalni pupoljci) (tabela 36). Uticaj koncentracije BAP je teško uočljiv,

odnosno ne postoje značajne statističke razlike u prosečnom broju nodusa kod istog tipa

eksplanta između podloga sa 8,88, 4,44, 2,22 i 0,44 µM BAP na MS podlogama, dok su

na 1/2MS podlogama prisutna preklapanja između homogenih grupa (tabela 36).

Međutim, statistički značajne razlike se uočavaju sa promenom koncentracije NAA

(2,68 µM ili 0,54 µM), pri istoj koncentraciji BAP (4,44 µM ili 2,22 µM) (tabela 36).

Pored uticaja NAA mogu se uočiti razlike između tipova eksplanata na

medijumu istog sastava, ali u pojedinim slučajevima i između podloga sa MS i 1/2MS

koncentracijom soli kod istog tipa eksplanta (tabela 36).

Analiza varijanse je pokazala da, pored balansa hormona, na prosečan broj

nodusa značajno utiče tip eksplanta (tabela 37), s tim da vršne reznice i terminalni

pupoljci pripadaju istoj homogenoj grupi (tabela 38), što znači da razlike prikazane u

tabeli 36, nisu statistički značajne između vršnih reznica i terminalnih pupoljaka.

Značajne interakcije između navedenih faktora (tip eksplanta, balans hormona,

koncentracija soli) nije bilo (tabela 37).
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Tabela 36 Prosečan broj nodusa D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 10,9a - 11,5ab - 10,1ab -

8,88 2,68 5,1c - 11,1ab - 9,6ab -

4,44 2,68 8,2ab 7,9ab 12,5a 10,5ab 10,7ab 8,4ab

4,44 0,54 3,5c 2,9c 5,7c 5,8c 6,8c 4,9c

2,22 2,68 10,5a 5,2b 13,2a 15,3a 11,3ab 13,2a

2,22 0,54 2,6cd 3,4c 3,3d 3,9cd 5,5c 5,7c

0,44 0,54 9,2ab 9,5a 8,4bc 7,3c 12,3a 10,1ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Tabela 37 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj nodusa D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 250,739 24,69 0,0001

 B: tip eksplanta 40,4667 7,97 0,0125

 C: koncentracija MS soli 3,13633 1,24 0,2986

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 42,0833 2,07 0,1615

 AC 3,55867 0,35 0,8368

 BC 1,32267 0,26 0,7769
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Tabela 38 Uticaj tipa eksplanta na broj nodusa D. serotinus - metod najmanje značajne

razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci    X

vršne reznice    X

D. pinifolius

Prosečan broj nodusa kod D. pinifolius bio je nešto niži u odnosu na D.

serotinus, od 1,0 (nodusne reznice na 1/2MS podlozi, 2,22 µM BAP i 0,54 µM NAA)

do 9,7 (vršne reznice na MS podlozi sa 2,22 µM BAP i 0,54 µM NAA) (tabela 39).

Tabela 39 Prosečan broj nodusa D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 5,7ab - 4,5c - 4,4bc -

8,88 2,68 5,2ab - 4,6c - 3,8bc -

4,44 2,68 7,1a 2,5ab 6,8ab 3,2a 6,5b 2,7a

4,44 0,54 3,4c 2,7ab 5,2bc 1,5b 6,2b 1,3c

2,22 2,68 6,6a 3,0a 6,9ab 1,2b 9,5a 1,5c

2,22 0,54 6,2ab 1,0c 8,5a 2,1ab 9,7a 1,3c

0,44 0,54 6,0ab 1,4c 8,3a 1,1b 8,2ab 1,6bc

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Uprkos tome što postoje značajne razlike u broju nodusa na podlogama sa

različitom koncentracijom hormona, teško je uočiti bilo kakvu pravilnu vezu između

koncentracije BAP ili NAA i broja nodusa. Kod D. serotinus sa povećanjem

koncentracije NAA, povećavao se i broj nodusa, pri nepromenjenoj koncentraciji BAP.

Međutim, kod D. pinifolius takve pravilnosti nema, odnosno uglavnom ne postoje

statistički značajne razlike na podlogama sa 8,88, 4,44, 2,22 µM BAP pri promeni

koncentracije NAA. Izuzetak predstavljaju nodusne reznice na MS podlogama sa 4,44

µM BAP, zatim na 1/2MS podlogama sa 2,22 µM BAP, terminalni pupoljci na 1/2MS

podlogama sa 4,44 µM BAP i vršne reznice na 1/2MS podlogama sa 4,44 µM BAP, kod

kojih je na pri koncentraciji 2,68 µM NAA prosečan broj nodusa statistički značajno

veći nego pri 0,54 µM NAA (tabela 39).

Analiza varijanse je potvrdila da balans BAP i NAA nema značajnog uticaja na

prosečan broj nodusa (tabela 40).

Tabela 40 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj nodusa D. pinifolius

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 8,962 3,15 0,0784

 B: tip eksplanta 3,722 2,62 0,1335

 C: koncentracija MS soli 197,633 277,90 0,0000

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 5,048 0,89 0,5651

 AC 13,7567 4,84 0,0281

 BC 8,58067 6,03 0,0253

U tabeli 39 evidentna je razlika u prosečnom broju nodusa između eksplanata

gajenih na MS i 1/2MS podlogama. Takođe, zapaža se i razlika između tipova
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eksplanata na medijumu istog sastava, ali ne postoji pravilnost, odnosno na nekim

podlogama je veći broj nodusa kod vršnih reznica, na drugim podlogama kod nodusnih

(tabela 39). U skladu sa tim su i rezultati analize varijanse koji pokazuju da tip

eksplanata značajno ne utiče na broj nodusa, ali je zato uticaj koncentracije soli (MS ili

1/2MS) statistički značajan (tabela 40).

Takođe, prisutna je i interakcija između koncentracije MS soli sa jedne i tipa

eksplanata i balansa hormona sa druge strane (tabela 40).

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Prosečan broj nodusa kod D. giganteiformis ssp. kladovanus  se kretao od 2,7 na

MS podlozi sa 8,88 µM BAP i 5,37 µM NAA (terminalni pupoljci) do 12,5 na MS

podlozi sa 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA (vršne reznice) (tabela 41), što je neznatno

više u odnosu na D. serotinus i primetno više u odnosu na D. pinifolius.

Tabela 41 Prosečan broj nodusa D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 3,3c - 2,7c - 3,5c -

8,88 2,68 3,8c - 3,1bc - 3,6c -

4,44 2,68 4,1c 7,5ab 7,2ab 11,4a 10,5ab 8,2ab

4,44 0,54 6,3ab 9,4a 8,8a 7,5b 6,0b 7,2b

2,22 2,68 9,2a 9,1a 5,1b 8,2b 9,8ab 8,4ab

2,22 0,54 3,7c 4,5c 4,9b 7,1b 9,3ab 9,4a

0,44 0,54 8,5ab 7,9ab 6,5ab 4,7c 12,5a 11,8a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Međutim, ako posmatramo razlike između različitih tipova eksplanata, može se

uočiti da je prosečan broj nodusa prilično varijabilan (tabela 41) i nema pravilnosti u

pogledu uticaja koncentracije MS soli i balansa hormona u podlogama. Takva

konstatacija je statistički potvrđena i analizom varijanse (tabela 42) gde ni jedan od

posmatranih faktora (tip eksplanta, hormoni ili koncentracija soli) značajno ne utiču na

prosečan broj nodusa.

Tabela 42 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj nodusa D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 17,382 0,77 0,5740

 B: tip eksplanta 12,5627 1,11 0,3746

 C: koncentracija MS soli 28,6163 5,07 0,0544

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 15,964 0,35 0,9186

 AC 29,6553 1,31 0,3432

 BC 1,45867 0,13 0,8806

Može se reći da je broj nodusa parametar koji je kod istraživanih taksona

različito zavisio od posmatranih faktora (tip eksplanta, hormoni ili koncentracija soli).

Naime, kod D. serotinus značajan uticaj na prosečan broj nodusa imali su balans

dodatih hormona u podlozi i tip eksplanta, kod D. pinifolius - koncentracija MS soli, a

kod D. giganteiformis ssp. kladovanus ni jedan od navedenih faktora nije imao

statistički značajnog uticaja.
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4.2.1.5. Dužina internodija

Pored dužine izdanaka merena je i dužina internodija (tabele 43, 46 i 48) jer iako

se može očekivati korelacija između ta dva parametra, izdanci iste dužine mogu imati

različitu dužinu internodija, a ukoliko je dužina internodija suviše mala, mora se nakon

faze multiplikacije ubaciti i međufaza izduživanja izdanaka pre nego što se eksplanti

postave na podloge za ožiljavanje. Druga mogućnost je dodavanje odgovarajućih

hormona u medijum (giberelinska kiselina) koji će uticati na izduživanje izdanaka. U

svakom slučaju, na taj način postupak razmnožavanja in vitro postaje složeniji.

D. serotinus

Prosečna dužina internodija D. serotinus se kretala od 1,8 mm na MS podlozi sa

4,44 µM BAP i 0,54 µM NAA (terminalni pupoljci) do 4,1 mm na MS podlozi sa 0,44

µM BAP i 0,54 µM NAA (vršne reznice) (tabela 43).

Tabela 43 Prosečna dužina internodija izdanaka D. serotinus

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 2,3bc - 2,0bc - 2,1b -

8,88 2,68 2,1bc - 2,5bc - 2,5b -

4,44 2,68 3,4a 3,6a 3,2ab 3,1ab 3,1ab 3,3ab

4,44 0,54 2,1bc 2,0bc 1,8c 2,1bc 2,1b 2,4b

2,22 2,68 3,2a 2,8b 2,6bc 2,4bc 2,9ab 2,8b

2,22 0,54 1,9bc 2,1bc 2,1bc 2,2bc 2,2b 2,3bc

0,44 0,54 3,8a 3,6a 3,7a 3,8a 4,1a 3,9a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Uticaj koncentracije oba fitohormona na promenu dužine internodija je uočljiv.
Na podlogama sa jednakom koncentracijom BAP (4,44 µM ili 2,22 µM) i različitom
koncentracijom NAA (0,54 µM i 2,68 µM) internodije su duže na podlogama sa višom
koncentracijom NAA (2,68 µM), mada se u pojedinim slučajevima javlja preklapanje
između homogenih grupa (tabela 43).

Interesantno je da pri istoj koncentraciji NAA (0,54 µM ili 2,68 µM) prilikom
promene koncentracije BAP, značajnih razlika ima samo u slučaju kada je koncentracija
BAP niska (0,44 µM), dok između podloga sa 2,22 µM i 4,44 µM BAP, pri konstantnoj
koncentraciji NAA, nema statistički značajnih razlika u prosečnoj dužini internodija i na
MS i na 1/2MS podlogama (tabela 43).

Tabela 44 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečnu

dužinu internodija D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 13,3413 223,60 0,0000

 B: tip eksplanta 0,234 7,84 0,0130

 C: koncentracija MS soli 0,00133333 0,09 0,7726

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 0,432667 3,63 0,0435

 AC 0,178667 2,99 0,0874

 BC 0,0206667 0,69 0,5279

Značajan uticaj balansa BAP i NAA u podlogama je potvrđen i analizom
varijanse (tabela 44). Pored toga, prisutan je i značajan uticaj tipa eksplanta (tabela 44),
zbog čega je izvršena dalja analiza podataka metodom najmanje značajne razlike koja je
pokazala da se prosečna dužina internodija izdanaka koji su se razvili iz terminalnih
pupoljaka značajno razlikuje od dužine internodija izdanaka formiranih iz nodusnih ili
vršni reznica (tabela 45). Na osnovu toga, a prema podacima prikazanim u tabeli 43,
može se konstatovati da se iz terminalnih pupoljaka razvili izdanci sa najkraćim
internodijama.
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Tabela 45 Uticaj tipa eksplanta na dužinu internodija D. serotinus - metod najmanje

značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

terminalni pupoljci X

nodusne reznice    X

vršne reznice    X

D. pinifolius

Kod D. pinifolius prosečna dužina internodija se kretala u sličnom rasponu kao i

kod D. serotinus, od 1,9 mm do 4,1 mm, ali su formirane na podlozi drugačijeg sastava i

kod drugačijeg tipa eksplanta (tabela 46).

Tabela 46 Prosečna dužina internodija izdanaka D. pinifolius

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 1,9bc - 2,1bc - 2,0c -

8,88 2,68 2,0bc - 2,2bc - 2,3bc -

4,44 2,68 3,0ab 3,2ab 3,3ab 2,9b 3,0b 3,1b

4,44 0,54 2,2b 2,3b 2,0c 2,3bc 2,2bc 2,5bc

2,22 2,68 3,1ab 3,1ab 2,9ab 2,7b 3,2b 2,7bc

2,22 0,54 2,3b 2,5b 2,6b 2,4bc 2,4bc 2,4c

0,44 0,54 4,2a 3,9a 3,8a 4,1a 4,0a 3,8a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Najkraće internodije (prosek 1,9 mm) su formirane na MS podlozi sa 8,88 µM

BAP i 5,37 µM NAA (nodusne reznice) a najduže (prosek 4,1 mm) na 1/2MS podlozi sa

sa 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA (terminalni pupoljci).

Kod D. pinifolius tip eksplanta nema značajnog uticaja na prosečnu dužinu

internodija, kao ni MS koncentracija soli, ali je prisutan statistički značajan uticaj

balansa dodatih hormona (tabela 47).

Uticaj koncentracija BAP i NAA se manifestuje na sličan način kao i kod D.

serotinus, odnosno sa povećanjem koncentracije NAA (sa 0,54 µM na 2,68 µM), pri

nepromenjenoj koncentraciji BAP (2,22 µM ili 4,44 µM) povećava se i dužina

internodija; dok se prilikom promene koncentracije BAP, pri istoj koncentraciji NAA,

značajne razlike javljaju samo između podloga sa 0,44 µM BAP i podloga sa 2,22 µM

ili 4,44 µM BAP (tabela 46).

Tabela 47 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečnu

dužinu internodija D. pinifolius

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 10,8447 70,12 0,0000

 B: tip eksplanta 0,0326667 0,42 0,6693

 C: koncentracija MS soli 0,003 0,08 0,7877

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 0,137333 0,44 0,8641

 AC 0,168667 1,09 0,4229

 BC 0,014 0,18 0,8377
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Prosečna dužina internodija izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus se

kretala u sličnom opsegu kao kod D. serotinus i D. pinifolius - od 1,7 mm (nodusne

reznice na MS podlozi sa 8,88 µM BAP i 5,37 µM NAA) do 4,1 mm (vršne reznice na

na MS podlozi sa 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA) (tabela 48). Uticaj koncentracije NAA

na dužinu internodija je prisutan, izuzev na podlogama sa visokom koncentracijom BAP

(8,88 µM). Takođe, kod svih tipova eksplanata, na MS i 1/2MS podlogama sa 0,44 µM

BAP formirani su izdanci sa najdužim internodijama, dok se prosečna dužina

internodija na podlogama sa 2,22 µM i 4,44 µM BAP značajno međusobno ne razlikuje

pri nepromenjenoj koncentraciji NAA (tabela 48).

Tabela 48 Prosečna dužina internodija izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Hormoni nodusne reznice terminalni pupoljci vršne reznice

BAP

µM

NAA

µM
MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

8,88 5,37 1,7c - 2,0c - 2,1c -

8,88 2,68 1,9c - 2,0c - 1,9c -

4,44 2,68 2,8b 3,0b 2,9b 2,6b 3,0b 2,9b

4,44 0,54 2,0bc 2,1c 2,1c 2,2c 2,4bc 2,6bc

2,22 2,68 2,7b 2,8b 2,9b 2,5bc 3,1b 2,7b

2,22 0,54 2,5b 2,2c 2,4bc 2,2c 2,6bc 2,3c

0,44 0,54 3,9a 3,8a 3,6a 3,9a 4,1a 3,9a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Uticaj balansa hormona u podlogama potvrđuje i analiza varijanse (tabela 49),

međutim, pored toga na prosečnu dužinu internodija utiče i tip eksplanta, dok

koncentracija MS soli nema značajnog uticaja. Takođe, interakcije između navedenih

faktora nema (tabela 49).
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Kada je u pitanju uticaj tipa eksplanta (tabela 50), formirane su dve homogene

grupe i prosečna dužina internodija izdanaka obrazovanih iz vršnih reznica se značajno

razlikuje od dužine internodija izdanaka poreklom iz terminalnih pupoljaka ili nodusnih

reznica koje su kraće (tabela 48). Kod D. serotinus u istoj homogenoj grupi su bile

internodije izdanaka razvijenih iz nodusnih i vršnih reznica, a terminalni pupoljci su

formirali najkraće internodije.

Tabela 49 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečnu

dužinu internodija D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: hormoni 9,892 103,76 0,0000

 B: tip eksplanta 0,292667 6,14 0,0242

 C: koncentracija MS soli 0,0563333 2,36 0,1627

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 0,104 0,55 0,7953

 AC 0,165333 1,73 0,2351

 BC 0,0326667 0,69 0,5312

Tabela 50 Uticaj tipa eksplanta na dužinu internodija D. giganteiformis ssp. kladovanus

- metod najmanje značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

terminalni pupoljci X

nodusne reznice X

vršne reznice    X

Opseg u kom se kretala prosečna dužina internodija je gotovo isti kod sva tri

ispitivana taksona (1,7 - 4,1 mm). Sa povećanjem koncentracije NAA povećavala se i

dužina internodija, što je i bilo očekivano, dok je uticaj BAP slabije izražen i značajne

razlike se javljaju tek pri niskim koncentracijama BAP (0,44 µM).
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4.2.2. UTICAJ pH VREDNOSTI HRANLJIVE PODLOGE NA RAZVOJ

IZDANAKA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS, D. GIGANTEIFORMIS SSP.

KLADOVANUS

4.2.2.1. Vitalnost eksplanata

D. serotinus

Posmatrajući stepen regeneracije pravilno razvijenih izdanaka D. serotinus (65-

98,9% zavisno od tipa reznica) najpovoljnijim su se pokazale podloge sa nižom

koncentracijom MS soli (osnovna podloga 1/2MS) čija je pH vrednost 5,8 i 6,8 (tabela

51). Na regeneraciju izdanaka su uticali svi posmatrani faktori (tip eksplanta, pH

vrednost podloge i koncentracija MS soli), a između tipa eksplanta i ostala dva faktora

postojala je i statistički značajna interakcija što je pokazano sprovedenom logističkom

regresijom (tabela 52).

Kod D. serotinus vitrifikacija se javljala u relativno visokom procentu (tabela

51). Takođe, uprkos preklapanju između homogenih grupa, možemo uočiti da pH

vrednost podloge i tip eksplanata imaju uticaja na vitrifikaciju. Procenat vitrifikovanih

eksplanata koji se razvio iz nodusnih reznica je na pojedinim hranljivim podlogama

prelazio 20%, što nije bio slučaj sa terminalnim pupoljcima i izdancima sa jednim

nodusom.

Takođe, pH vrednost hranljive podloge, kod istog tipa eksplanata je imala

uticaja na udeo vitrifikovanih izdanaka. Na MS podlozi čija je pH vrednost iznosila 7,8

bilo je vitrifikovano svega 8,2% izdanaka koji su se razvili iz nodusnih reznica, dok se

na ostalim hranljivim podlogama udeo vitrifikovanih nodusnih reznica kretao od 19%

do skoro 30%, a jedino je na 1/2MS podlozi bio nešto niži (14.5%).
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Tabela 51 Vitalnost izdanaka D. serotinus na MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

pH

vrednost
podloga

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

5,8 MS 18,2c 58,9abc 22,9ab 9,5d 65,5c 25,0a 21,2c 73,5b 5,3b

6,8 MS 21,5c 50,2bc 28,3a 12,1cd 68,3c 19,6ab 15,5cd 72,1b 12,4a

7,8 MS 56,5b 35,3c 8,2c 56,5b 30,2d 13,3b 51,2b 38,2c 10,6a

8,8 MS 100,0a 0,0d 0,0d 94,1a 3,3e 2,6c 96,7a 1,7d 1,6bc

5,8 1/2MS 15,2cd 70,3a 14,5bc 0,0e 98,9a 1,1cd 2,7e 97,3a 0,0c

6,8 1/2MS 12,8cd 65,2ab 22,0ab 5,3d 90,8ab 3,9c 3,3e 92,5a 4,2b

7,8 1/2MS 20,5c 60,5ab 19,0abc 17,4c 81,5b 1,1cd 14,9cd 73,8b 11,3a

*8,8 1/2MS 100,0a 0,0d 0,0d 100,0a 0,0ef 0,0d 100,0a 0,0d 0,0c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).

*S obzirom da su na 1/2MS podlozi čija je pH vrednost iznosila 8,8 svi eksplanti nekrotirali, navedena podloga je izostavljena iz daljeg

prikaza merenih parametara.
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Grafik 4 Procenat pravilno  razvijenih izdanaka D. serotinus na podlogama MS i 1/2MS sa različitom pH vrednošću
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Procenat vitrifikovanih eksplanata kod vrste D. serotinus je uglavnom viši na

podlogama čija je pH vrednost 6,8, nego na podlogama čija pH iznosi 5,8, ali je na

podlogama čija je pH=7,8 niži. Međutim, na podlogama sa pH vrednošću 7,8 raste

procenat nekrotiranih izdanaka. Takođe, kod izdanaka koji su se razvili iz terminalnih

pupoljaka i izdanaka sa jednim nodusom primećuje se veći procenat vitrifikacije na MS

podlogama u odnosu na 1/2MS podloge, dok kod nodusnih reznica takve razlike nisu

prisutne.

Pravilnosti u pogledu uticaja pH vrednosti i koncentracije MS soli u medijumu

su slabo izražene, što dovodi do pretpostavke da su ta dva faktora u međusobnoj

interakciji (grafik 4). Značajnost uticaja pH vrednosti podloge, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na pojavu vitrifikacije potvrđen je i multinominalnom logističkom

regresijom koja je takođe pokazala da postoji i značajna interakcija između navedenih

faktora (tabela 53).

Tabela 52 Značajnost i interakcija uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno

razvijenih izdanaka D. serotinus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

pH vrednost podloge 37,0918 0,0000

tip eksplanta 149,784 0,0000

koncentracija MS soli 12,2575 0,0000

pH vrednost podloge × tip eksplanta 77,265 0,0000

pH vrednost podloge × koncentracija MS soli 0,180117 0,6713

tip eksplanta × koncentracija MS soli 184,918 0,0000
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Tabela 53 Značajnost i interakcija uticaja različitih faktora na pojavu vitrifikacije kod

D. serotinus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

pH vrednost podloge 7,79667 0,0052

tip eksplanta 14,0975 0,0009

koncentracija MS soli 8,72808 0,0031

pH vrednost podloge × tip eksplanta 10,8567 0,0044

pH vrednost podloge × koncentracija MS soli 7,25089 0,0071

tip eksplanta × koncentracija MS soli 19,8857 0,0000

D. pinifolius

Za razliku od D. serotinus, kod D. pinifolius uticaj pH vrednosti na regeneraciju

eksplanata je pravilnije izražen (tabela 54). Najpovoljnijim su se pokazale podloge čija

je pH vrednost 5,8 što se moglo i očekivati s obzirom da je u pitanju vrsta koja na svom

prirodnom staništu raste na zemljištu čija je reakcija slabo kisela do neutralna.

Uočljiv je i uticaj koncentracija MS soli, zbog čega su prisutne razlike, iako

male, između MS i 1/2MS podloga, pri čemu je stepen regeneracije neznatno viši na

MS podlogama (grafik 5). Međutim, multinominalna logistička regresija je pokazala da

pomenuti uticaj koncentracije MS soli nije statistički značajan (tabela 55). Takođe, na

stepen regeneracije statistički značajno ne utiče ni tip eksplanta iz kog se izdanci

razvijaju, niti postoji značajna interakcija između posmatranih parametara

(koncentracije MS soli, pH vrednosti podloge i tipa eksplanta) (tabela 55).
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Tabela 54 Vitalnost izdanaka D. pinifolius na MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

pH

vrednost
podloga

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

5,8 MS 1,7cd 98,3a 0,0c 0,0d 100,0a 0,0b 1,7bc 98,3a 0,0b

6,8 MS 3,3cd 93,4ab 3,3bc 3,3cd 96,7ab 0,0b 5,0abc 95,0ab 0,0b

7,4 MS 11,7ab 85,0ab 3,3bc 10,0ab 86,7abc 3,3ab 6,7abc 91,6ab 1,7ab

5,8 1/2MS 0,0d 100,0a 0,0c 0,0d 100,0a 0,0b 1,7bc 98,3a 0,0b

6,8 1/2MS 6,7b 88,3ab 8,3a 6,7bc 93,3ab 0,0b 5,0abc 95,0ab 0,0b

7,4 1/2MS 15,1a 78,2bc 6,7ab 13,4a 83,3bc 3,3ab 8,4ab 89,9abc 1,7ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Grafik 5 Procenat pravilno razvijenih izdanaka D. pinifolius na podlogama MS i 1/2MS
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Vitrifikacija je bila prisutna, ali u malom procentu i javljala se samo na

podlogama sa višom pH vrednošću (6,8 i 7,4), s tim da je bila nešto češća kod nodusnih

reznica (3,3 - 8,3%), dok je kod terminalnih pupoljaka i izdanaka sa 1 - 2 nodusa bila

slabije prisutna, samo na podlogama sa pH = 7,4 (1,7 - 3,3%). Navedene razlike između

tipova eksplanta su statistički značajne, što je pokazano sprovedenom logističkom

regresijom, odnosno pokazalo se da pored pH vrednosti podloge, na pojavu vitrifikacije

značajno utiče i tip eksplanta, kao i da postoji interakcija između pH vrednosti podloge i

tipa eksplanata koja je statistički značajna (tabela 56).

Koncentracija MS soli u podlozi nije imala značajan uticaj na pojavu

vitrifikacije, što se moglo uočiti u tabeli 54, gde se broj vitrifikovanih izdanaka na MS i

1/2MS podlogama sa istom pH vrednošću, kod istog tipa eksplanta međusobno

statistički značajno ne razlikuje. To je potvrđeno i logističkom regresijom, koja je

pokazala da uticaj koncentracije MS soli nije statistički značajan, niti postoji interakcija

između koncentracije soli i druga dva posmatrana parametra (tabela 56).

Tabela 55 Značajnost i interakcija uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno

razvijenih izdanaka D. pinifolius

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

pH vrednost podloge 55,4594 0,0000

tip eksplanta 5,03452 0,0807

koncentracija MS soli 1,86257 0,1723

pH vrednost podloge × tip eksplanta 3,37411 0,1851

pH vrednost podloge × koncentracija MS soli 0,147806 0,7006

tip eksplanta × koncentracija MS soli 0,228085 0,8922
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Tabela 56 Značajnost i interakcija uticaja različitih faktora na pojavu vitrifikacije kod

D. pinifolius

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

pH vrednost podloge 244,939 0,0000

tip eksplanta 7,00416 0,0301

koncentracija MS soli 2,69924 0,1004

pH vrednost podloge × tip eksplanta 6,77279 0,0338

pH vrednost podloge × koncentracija MS soli 0,0350069 0,8516

tip eksplanta × koncentracija MS soli 0,381645 0,8263

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Promena pH vrednosti podloge je slabo uticala na razvoj izdanaka D. giganteiformis

ssp. kladovanus. Uočljivije razlike su prisutne samo na podlogama čija je pH vrednost bila

relativno visoka (7,8), dok kod podloga sa nižom pH vrednošću (5,8 i 6,3) gotovo da nema

razlike jer se javlja preklapanje između homogenih grupa (tabela 57).

Vitrifikacija se javljala retko, samo kod nodusnih reznica i terminalnih

pupoljaka, u malom procentu (1,7-3,3%) i samo na podlogama čija je pH vrednost

iznosila 7,8 (tabela 57). Pri tom, procenat vitrifikovanih izdanaka koji su se razvili iz

istog tipa eksplanta na MS i 1/2MS podlogama pripada istoj homogenoj grupi, što

ukazuje da nema statistički značajnih razlika između podloga sa MS i 1/2MS

koncentracijom soli (tabela 57). Samim tim, bilo je potpuno očekivano da i

multinominalna logistička regresija potvrdi da na pojavu vitrifikacije značajno utiče pH

vrednost podloge, dok MS koncentracija soli nema značajnog uticaja (tabela 59). Iako

se vitrifikacija nije javljala kod vršnih reznica ni na jednoj podlozi, već samo kod

nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka, uticaj tipa eksplanta na pojavu vitrifikacije

nije statistički značajan pri nivou značajnosti od P < 0,05 (dobijena vrednost je iznosila

0,0536) (tabela 59).
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Tabela 57 Vitalnost izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Tip Eksplanata poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

pH

vrednost
podloga

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

nekrotirani

(%)

pravilno

razvijeni (%)

vitrifikovani

(%)

5,8 MS 3,3bc 96,7a 0,0b 3,3bcd 96,7ab 0,0b 5,0bc 95,0ab 0,0a

6,3 MS 5,0abc 95,0ab 0,0b 3,3bcd 96,7ab 0,0b 3,3bc 96,7ab 0,0a

6,8 MS 8,5abc 91,5ab 0,0b 6,7bc 93,3ab 0,0b 6,7abc 93,3ab 0,0a

7,8 MS 15,2a 83,1bc 1,7ab 17,0a 79,7bc 3,3ab 11,9a 88,1bc 0,0a

5,8 1/2MS 6,7abc 93,3ab 0,0b 5,0bc 95,0ab 0,0b 6,7abc 93,3ab 0,0a

6,3 1/2MS 5,0abc 95,0ab 0,0b 5,0bc 95,0ab 0,0b 6,7abc 93,3ab 0,0a

6,8 1/2MS 8,5abc 91,5ab 0,0b 6,8bc 93,2abc 0,0b 8,4abc 91,6abc 0,0a

7,8 1/2MS 13,6ab 83,1bc 3,3ab 11,9ab 84,8bc 3,3ab 10,2ab 84,7bc 0,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Grafik 6 Procenat pravilno  razvijenih izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na podlogama MS i 1/2MS
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Međutim, pomenuti uticaj pH vrednosti podloge na regeneraciju izdanaka jeste

statistički značajan (tabela 58). Efekat koncentracije MS soli na regeneraciju nije

uočljiv, kao ni uticaj tipa eksplanta (grafik 6), što je i potvrđeno logističkom regresijom

(tabela 58).

Tabela 58 Značajnost i interakcija uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno

razvijenih izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

pH vrednost podloge 34,577 0,0000

tip eksplanta 0,252676 0,8813

koncentracija MS soli 0,483137 0,4870

pH vrednost podloge × tip eksplanta 1,13655 0,5665

pH vrednost podloge × koncentracija MS soli 0,914356 0,3390

tip eksplanta × koncentracija MS soli 0,598973 0,7412

Tabela 59 Značajnost i interakcija uticaja različitih faktora na pojavu vitrifikacije kod

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

pH vrednost podloge 19,4565 0,0000

tip eksplanta 5,85067 0,0536

koncentracija MS soli 0,136869 0,7114

pH vrednost podloge × tip eksplanta 0,0000123816 1,0000

pH vrednost podloge × koncentracija MS soli 0,00000712603 1,0000

tip eksplanta × koncentracija MS soli 0,183678 0,9123
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4.2.2.2. Broj izdanaka

D. serotinus

Prilikom određivanja broja izdanaka, izostavljene su podloge čija je pH vrednost

iznosila 8,8 jer je na MS podlogama veoma mali broj eksplanata regenerisao normalno

razvijene izdanke (zbog čega je bila nemoguća statistička obrada podataka), a na 1/2MS

podlogama ih nije ni bilo.

Tabela 60 Prosečan broj izdanaka D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta na MS

i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Tip eksplanata
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

pH vrednost MS 1/2MS MS 1/2 MS MS 1/2MS

5,8 10,1a 4,5b 8,8ab 7,8a 10,7ab 7,5ab

6,8 5,8b 5,3ab 11,5a 7,2a 11,5a 5,8b

7,8 6,0b 5,8a 6,9b 4,6b 9,3b 8,2a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Na prosečan broj izdanaka koji su se razvili iz jednog postavljenog eksplanta

vrste D. serotinus uočljiv je uticaj pH vrednosti podloge (tabela 60). Međutim, iako su

prisutne razlike kod posmatranih tipova eksplanata, ne postoji određena pravilna

zavisnost između prosečnog broja izdanaka i promene pH vrednosti podloge. Na primer,

najveći prosečan broj izdanaka poreklom iz vršnih reznica na 1/2MS podlozi formirao

se kada je pH vrednost iznosila 7,8, dok je iz terminalnih pupoljaka na podlozi istog

sastava pri pH = 7,8 formiran najmanji prosečan broj izdanaka (tabela 60). Takođe,

vrednosti prosečnog broja izdanaka na podlogama pH vrednosti 6,8 se ne razlikuju

statistički značajno od vrednosti dobijenih na podlogama čija je pH 5,8 (pri istoj
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koncentraciji MS soli), izuzev kod izdanaka poreklom iz nodusnih reznica na MS

podlogama (tabela 60). Višefaktorska analiza varijanse pokazala je da pH vrednost ipak

nema značajnog uticaja na prosečan broj izdanaka po eksplantu (tabela 61).

Razlike u pogledu tipa eksplanata su prisutne, ali slabije izražene. Tako, najveći

prosečan broj izdanaka na MS podlogama koji se razvio iz nodusnih reznica iznosi 10,1

na podlozi čija je pH = 5,8, dok se najveći prosečan broj izdanaka iz terminalnih

pupoljaka i vršnih reznica (11,5 u oba slučaja) formirao na podlogama čija je pH=6,8.

Najviše su uočljive razlike između eksplanata koji su rasli na podlogama sa različitom

koncentracijom MS soli (tabela 60) gde je na svim 1/2MS podlogama prosečan broj

izdanaka niži u odnosu na broj izdanaka koji su se razvili na MS podlogama iste pH

vrednosti. Višefaktorskom analizom varijanse je potvrđeno da koncentracija MS soli

ima statistčki značajan uticaj na prosečan broj formiranih izdanaka, ali i da tip eksplanta

iz kog su se izdanci formirali nema uticaja (tabela 61).

Tabela 61 Analiza varijanse uticaja pH vrednosti medijuma, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na prosečan broj izdanaka D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: pH vrednost podloge 6,60778 1,06 0,4272

 B: tip eksplanta 20,2878 3,25 0,1449

 C: koncentracija MS soli 31,7339 10,18 0,0332

Interakcije faktora

 AB 10,7556 0,86 0,5552

 AC 4,80778 0,77 0,5209

 BC 1,17444 0,19 0,8352

Zbog svega navedenog, uprkos pretpostavci da viša pH vrednost pogoduje

regeneraciji i razvoju izdanaka vrste D. serotinus, ipak možemo zaključiti da
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najpovoljnija podloga za ovu vrstu posmatrajući prosečan broj izdanaka, može da ima

pH vrednost u opsegu 5,8 - 6,8, ali je potrebno da sadrži MS koncentraciju soli.

D. pinifolius

Posmatrajući prethodne rezultate, dobijene sa vrstom D. serotinus koja u prirodi

raste na alkalnom zemljištu, moglo se očekivati da će za optimalan razvoj D. pinifolius

najviše pogodovati pH vrednost 5,8 što se i pokazalo tačnim (tabela 62). Najveći broj

izdanaka se formirao upravo na podlogama čija je pH iznosila 5,8, nešto manji na

podlogama sa pH 6,8, a najmanje na podlogama gde je pH vrednost bila 7,4. Iako su

prisutna preklapanja između homogenih grupa posmatrajući vrednosti dobijene na

podlogama sa pH 5,8 i pH 6,8, ipak su u svim slučajevima, kod sva tri tipa eksplanta i

na obe ispitivane koncentracije MS soli, na podlogama sa pH 6,8 dobijene niže

vrednosti (tabela 62). Statističku značajnost uticaja pH vrednosti na prosečan broj

izdanaka potvrdila je i višefaktorska analiza varijanse (tabela 63).

Tabela 62 Prosečan broj izdanaka D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta na

MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Tip Eksplanata
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

pH vrednost MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

5,8 7,2a 7,0a 6,1a 5,9a 7,3a 6,2a

6,8 5,6ab 5,9ab 4,8ab 4,6ab 5,8ab 6,1a

7,4 4,5b 4,2b 2,8c 2,5c 3,8c 3,6b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Za razliku od rezultata dobijenih kod D. serotinus koncentracija MS soli nije

uticala na prosečan broj izdanaka D. pinifolius (tabela 62). Pored toga što je broj

izdanaka uglavnom neznatno veći na MS podlogama (tabela 62), te razlike su male i

nisu statistički značajne (tabela 63).
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U tabeli 62 primetne su razlike između tipova eksplanata, odnosno na svim

ispitivanim podlogama najmanji prosečan broj izdanaka formirao se iz terminalnih

pupoljaka. Ta razlika je i statistički potvrđena (tabela 63), pri čemu terminalni pupoljci

pripadaju jednoj, a nodusne i vršne reznice drugoj homogenoj grupi (tabela 64). Takve

razlike su donekle bile očekivane, jer terminalni pupoljci imaju samo apikalni meristem,

nodusne reznice imaju dva aksilarna pupoljka, a vršne reznice i apikalni i aksilarne

pupoljke, pa samim tim i mogućnost formiranja većeg broja izdanaka. Međutim, uprkos

očekivanju, takve razlike kod D. serotinus se nisu ispoljile.

Tabela 63 Analiza varijanse uticaja pH vrednosti medijuma, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na prosečan broj izdanaka D. pinifolius

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: pH vrednost podloge 28,47 188,40 0,0001

 B: tip eksplanta 5,50333 36,42 0,0027

 C: koncentracija MS soli 0,200556 2,65 0,1786

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 0,506667 1,68 0,3145

 AC 0,307778 2,04 0,2455

 BC 0,0544444 0,36 0,7180

Tabela 64 Uticaj tipa eksplanta na broj izdanaka D. pinifolius - metod najmanje

značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

terminalni pupoljci X

vršne reznice    X

nodusne reznice    X
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Kladovski karanfil slično kao i D. serotinus raste na neutralnom do alkalnom

zemljištu, ali je kod ovog taksona povoljan uticaj više pH vrednosti podloge uočljiviji.

Pri tom, najpovoljnijom se pokazala podloga sa pH vrednošću 6,3, ali uz male razlike,

sa preklapanjem između homogenih grupa, u odnosu na podloge čija je pH vrednost

iznosila 5,8 i 6,8 (tabela 65). Najnepovoljnijom se pokazala visoko alkalna podloga sa

pH 7,8, na kojoj su kod svih tipova eksplanata dobijene najniže vrednosti prosečnog

broja izdanaka.

Uticaj koncentracije MS soli na broj izdanaka nije izražen (tabela 65), što je

potvrđeno i sprovedenom analizom varijanse (tabela 66).

Najveći broj izdanaka regenerisao se iz vršnih reznica, za razliku od nodusnih

reznica koje su se u nešto većem broju (3,6) regenerisale jedino na MS podlozi sa pH

5,8 (tabela 65). Na svakoj podlozi uočljive su razlike između tipova eksplanata (tabela

65) i one su statistički značajne (tabela 66). Pri tom, značajne razlike se javljaju između

vršnih reznica sa jedne strane i nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka sa druge

(tabela 67). Pored toga, prisutna je i statistički značajna interakcija između tipa

eksplanta i druga dva posmatrana parametra (tabela 66).

Tabela 65 Prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta na MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Tip Eksplanata
poreklom iz nodusnih

reznica

poreklom iz terminalnih

pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

pH vrednost MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

5,8 3,6a 2,7ab 2,8bc 1,7bc 3,7ab 3,5ab

6,3 2,9ab 3,3a 5,1a 4,2a 4,1a 3,8a

6,8 3,0ab 2,8ab 3,1b 2,2bc 3,7ab 3,2ab

7,8 2,1c 2,5ab 2,3bc 1,5bc 3,2ab 2,8ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Tabela 66 Analiza varijanse uticaja pH vrednosti medijuma, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: pH vrednost podloge 6,885 35,23 0,0003

 B: tip eksplanta 2,1675 16,64 0,0036

 C: koncentracija MS soli 1,215 18,65 0,0550

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 4,0425 10,34 0,0060

 AC 0,231667 1,19 0,3914

 BC 0,7525 5,78 0,0399

Tabela 67 Uticaj tipa eksplanta na broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus -

metod najmanje značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci X

vršne reznice    X

4.2.2.3. Dužina izdanaka

Prilikom merenja dužine izdanaka oni su svrstani u odgovarajuće dužinske

kategorije i njihova dužina je izražena kao procentualno učešće u svakoj od tih

kategorija (tabele 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75 i 76).
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D. serotinus

Dužina izdanaka se razlikovala zavisno od tipa eksplanta, koncentracije MS soli

i pH vrednosti podloge (tabele 68, 69 i 70). Najuočljiviji je uticaj koncentracije MS soli,

gde su na 1/2MS podlogama izdanci bili primetno kraći u odnosu na MS podloge. Tako,

procenat izdanaka dužih od 20 mm koji su se razvili iz nodusnih reznica na 1/2MS

podlogama se kretao od 1,2% do 6,7%, na MS podlogama od 21,9 do 50,0% (tabela 68),

iz terminalnih pupoljaka - na 1/2MS podlogama od 1,9% do 6,4%, na MS podlogama

od 1,6% do 25,4% (tabela 69) i iz vršnih reznica - na 1/2MS podlogama od 3,3% do

16,9%, na MS podlogama od 10,8% do 23,6% (tabela 70).

Tabela 68 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz nodusnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS
pH vrednost

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 15,7b 34,3ab 50,0a 67,2b 27,8a 5,0a

6,8 14,2b 40,5a 45,3a 70,0b 23,3a 6,7a

7,8 35,6a 42,5a 21,9b 88,9a 9,9b 1,2b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Uticaj pH vrednosti je takođe bio uočljiv, a statistički se značajno razlikuju

dužine na podlogama čija je pH = 7,8 od podloga čija pH vrednost iznosi 5,8, kod svih

tipova eksplanata, na MS i 1/2MS podlogama (tabele 68, 69 i 70). Kada su u pitanju

podloge čija je pH = 6,8, prisutna su preklapanja između homogenih grupa, pa u nekim

slučajevima se statistički značajne razlike javljaju u odnosu na podloge pH = 7,8 (tabela

68), a u nekim u odnosu na podloge čija je pH = 5,8 (vršne reznice na 1/2MS

podlogama) (tabela 70).
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Tabela 69 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka na

MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS
pH vrednost

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 65,1ab 24,4a 10,5b 66,4b 27,2a 6,4a

6,8 58,4b 16,2b 25,4a 72,7ab 25,3a 2,0ab

7,8 72,9a 25,5a 1,6c 88,6a 9,5b 1,9ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Tabela 70 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz vršnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS
pH vrednost

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 61,1a 23,4a 15,5ab 52,3b 30,8a 16,9a

6,8 58,2a 18,2a 23,6a 71,2a 22,9ab 5,9b

7,8 67,5a 21,7a 10,8b 75,2a 21,5ab 3,3b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Na osnovu svega, može se smatrati da je dužina izdanaka, odnosno procentualno

učešće broja izdanaka u odgovarajućoj dužinskoj kategoriji u vezi sa intenzitetom

razvoja izdanaka, odnosno sa razvojem odgovarajućih bočnih pupoljaka. To znači da

podloge koje su se pokazale nepovoljne za regeneraciju izdanaka, tj. na kojima je bio
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nizak procenat pravilno razvijenih izdanaka, nepovoljno utiču i na rast tih formiranih

izdanaka. Konkretno, na podlozi čija je pH vrednost 7,8, ne samo da je bio nizak

procenat pravilno razvijenih izdanaka, nego su i ti izdanci uglavnom bili slabog porasta,

odnosno, većina je bila kraća od 10 mm (tabele 68, 69 i 72).

D. pinifolius

Na dužinu izdanaka uticao je sastav podloge kao i njena pH vrednost. Međutim,

sam uticaj se različito manifestvovao kod različitih tipova eksplanta. Na primer, na

1/2MS podlogama, iz nodusnih reznica se formirao mali procenat izdanaka dužih od 20

mm (6,3 - 8,3%) pri čemu uopšte nije bilo statistički značajne razlike između podloga sa

različitom pH vrednošću, dok je na MS podlogama 18,5 - 34,9% izdanaka bilo duže od

20 mm i te vrednosti su se međusobno značajno razlikovale, zavisno od pH vrednosti

medijuma (tabela 71).

Međutim, ako posmatramo istu kategoriju dužine izdanaka (> 20 mm) koji su se

formirali iz terminalnih pupoljaka i vršnih reznica, može se uočiti da je procenat u toj

kategoriji na 1/2MS podlogama mnogo viši (do 36,7%), kao i da se vrednosti dobijene

na podlogama sa različitom pH vrednošću međusobno statistički značajno razlikuju

(tabele 72 i 73).

Tabela 71 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz nodusnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MSpH

vrednost < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 31,2b 33,9a 34,9a 53,2a 39,7a 7,1a

6,8 45,1ab 28,7a 26,2ab 42,6ab 49,1a 8,3a

7,4 57,1a 24,4a 18,5b 49,5a 44,2a 6,3a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Ipak, i pored navedenih razlika, kod sva tri tipa eksplanata, na podlogama sa pH

= 7,4 udeo izdanaka dužih od 20 mm bio je najkraći (4,8 - 8,1% na 1/2MS podlogama;

7,3 - 18,5% na MS podlogama). Takođe, suprotno očekivanjima, na podlogama sa pH

vrednošću 6,8 izdanci su imali dobar porast, pri čemu je više od 50% izdanaka bilo duže

od 10 mm (tabele 71, 72 i 73).

Tabela 72 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka na

MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MSpH

vrednost < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 26,5b 31,2a 42,3a 41,9b 44,6a 13,5b

6,8 43,6ab 27,7a 28,7b 26,6c 36,7a 36,7a

7,4 58,3a 29,2a 12,5c 54,1a 37,8a 8,1b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Tabela 73 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz vršnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MSpH

vrednost < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 32,7b 32,8a 34,5a 48,6a 31,7a 19,7b

6,8 44,3ab 24,0a 31,7a 32,9b 34,2a 32,9a

7,4 57,1a 35,6a 7,3b 53,3a 41,9a 4,8c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Uticaj visoke pH vrednosti na smanjenje dužine izdanaka je prisutan kod sva tri

ispitivana taksona, ali je najuočljiviji kod D. giganteiformis ssp. kladovanus. Na

podlogama sa pH vrednošću 7,8 udeo izdanaka kraćih od 10 mm koji se regenerisao iz

nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka kretao se od 70,1% do čak 85,2% (tabele 74 i

75) dok je prilikom regeneracije izdanaka iz vršnih reznica procentualna zastupljenost

izdanaka u kategoriji nešto niža (66,0% i 69,2%) (tabela 76).

Tabela 74 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

nodusnih reznica na MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MSpH

vrednost < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 53,3b 31,7a 15,0a 49,5b 35,2ab 15,3a

6,3 65,8ab 28,5a 5,7b 51,2b 34,8ab 14,0a

6,8 79,5a 18,2b 2,3b 54,8b 41,7a 3,5b

7,8 85,2a 13,1b 1,7b 71,8a 26,7b 1,5b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Veza između dužine izdanaka i promene pH vrednosti se može uočiti u tabelama

74, 75 i 76, gde se sa povećanjem pH vrednosti od 5,8 do 7,8 povećava i procenat

izdanaka kraćih od 10 mm, a istovremeno smanjuje procenat izdanaka dužih od 20 mm.

Takođe, može se primetiti da nema značajnijih razlika između podloga sa MS i 1/2MS

koncentracijom soli, kao ni razlika između korišćenih tipova eksplanata.
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Tabela 75 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

terminalnih pupoljaka na MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS
pH vrednost

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 46,2b 28,3ab 25,5a 40,1b 38,2a 21,7a

6,3 49,6b 38,2a 12,2b 55,0ab 34,5a 10,5b

6,8 71,9a 25,0ab 3,1c 62,5a 33,9a 3,6c

7,8 79,2a 18,2b 2,6c 70,1a 28,2a 1,7c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Tabela 76 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

vršnih reznica MS i 1/2MS podlogama sa različitom pH vrednošću

Podloga

MS MS MS 1/2MS 1/2MS 1/2MS
pH vrednost

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

5,8 48,3b 27,2a 24,5a 33,2b 38,5a 28,3a

6,3 55,6b 25,6a 18,8a 48,0ab 30,5a 21,5a

6,8 74,3a 21,6a 4,1b 57,3a 38,0a 4,7b

7,8 69,2a 28,5a 2,3b 66,0a 31,2a 2,8b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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4.2.2.4. Broj nodusa

D. serotinus

Kod D. serotinus prosečan broj nodusa se kretao od 4,6 na MS podlozi (pH =

6,8) do maksimalnih 15,1 nodusa na MS podlozi čija je pH bila 5,8 (tabela 77). Razlike

u broju nodusa po eksplantu koji su se regenerisali na MS i 1/2MS podlogama iste pH

vrednosti nisu izražene.

Međutim, uočljiva je razlika između vršnih i nodusnih reznica, gde se je

prosečan broj nodusa izdanaka koji su se obrazovali iz terminalnih pupoljaka i vršnih

reznica u pojedinim slučajevima primetno veći u odnosu na broj nodusa koji se razvio iz

nodusnih reznica (tabela 77). Ipak, i pored toga, analizom varijanse je pokazano da

navedene razlike nisu statistički značajne, odnosno da tip eksplanta značajno ne utiče na

broj formiranih nodusa na podlogama sa različitom pH vrednošću (tabela 78).

Tabela 77 Prosečan broj nodusa D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta

Tip

Eksplanata

poreklom iz nodusnih

reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

pH vrednost MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

5,8 11,1a 7,1ab 12,3ab 15,1a 11,2ab 13,5a

6,8 4,6b 7,9ab 14,9a 11,9ab 14,5a 10,5ab

7,8 6,1ab 8,9a 7,1b 9,2b 8,1b 9,3b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Kada je u pitanju uticaj pH vrednosti na broj formiranih nodusa D. serotinus, na

svim ispitivanim podlogama, kod sva tri tipa eksplanata formirane su dve homogene

grupe (tabela 77). Međutim, prisutna su preklapanja između tih homogenih grupa, a sam

uticaj pH vrednosti kod različitih tipova eksplanata na podlozi istog sastava se različito

manifestvuje.
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Na primer, na MS podlozi najmanji prosečan broj nodusa izdanaka poreklom iz

nodusnih reznica bio je na podlozi sa pH = 6,8 (4,6 nodusa), a na istoj podlozi je kod

terminalnih pupoljaka i vršnih reznica bio maksimalan broj nodusa (14,9 i 14,5

respektivno) (tabela 77). Zbog takvih razlika je verovatno i višefaktorska analiza

varijanse pokazala da pH vrednost podloge statistički značajno ne utiče na broj

formiranih nodusa (tabela 78).

Tabela 78 Analiza varijanse uticaja pH vrednosti medijuma, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na prosečan broj nodusa D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: pH vrednost podloge 41,44 2,77 0,1762

 B: tip eksplanta 60,2533 4,02 0,1104

 C: koncentracija MS soli 0,680556 0,09 0,7781

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 24,2167 0,81 0,5794

 AC 8,00444 0,53 0,6229

 BC 0,697778 0,05 0,9550

D. pinifolius

Uticaj pH vrednosti podloge na prosečan broj nodusa kod D. pinifolius je

prisutan, ali se javljaju preklapanja između homogenih grupa (tabela 79). Razlike su

najuočljivije kod nodusnih reznica, gde se na MS podlozi sa pH = 5,8 formirao značajno

veći broj nodusa (6,1) u odnosu na podloge čija je pH vrednost iznosila 6,8 i 7,8 (3,8 i

3,5 respektivno) (tabela 79). Međutim, i pored preklapanja između homogenih grupa, u

tabeli 79 može se uočiti pravilan pad vrednosti prosečnog broja nodusa sa povećanjem
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pH podloge. Verovatno zbog toga je i višefaktorska analiza varijanse pokazala da pH

vrednost podloge značajno utiče na prosečan broj nodusa kod D. pinifolius, pri nivou

značajnosti od P < 0,05 (tabela 80).

Za razliku od rezultata dobijenih kod D. serotinus, kod D. pinifolius postoji

značajna razlika između eksplanata koji su se razvijali na MS i 1/2MS podlogama, gde

je na MS podlogama iste pH vrednosti, kod istog tipa eksplanata prosečan broj nodusa 2

do 3 puta veći nego na 1/2MS podlogama (tabela 79). Značajnost uticaja koncentracije

MS soli je potvrđena i analizom varijanse (tabela 80).

Tabela 79 Prosečan broj nodusa D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta

Tip

Eksplanata

poreklom iz nodusnih

reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

pH vrednost MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

5,8 6,1a 1,9a 8,3a 2,7a 8,2a 2,6ab

6,8 3,8b 1,4a 5,2ab 2,4ab 6,6ab 3,0a

7,4 3,5b 1,9a 4,0ab 1,6ab 4,4ab 2,2ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Razlike između tipova eksplanata su prisutne, na većini podloga najmanji

prosečan broj nodusa se formirao iz nodusnih reznica (tabela 79). Višefaktorskom

analizom varijanse je utvđeno da tip eksplanta ima značajnog uticaja na prosečan broj

nodusa kod D. pinifolius (tabela 80) i da se vrednosti dobijene kod sva tri tipa

eksplanata međusobno značajno razlikuju (tabela 81).

Takođe, postoji statistički značajna interakcija između sva tri posmatrana faktora

(pH vrednost podloge, koncentracija MS soli i tip eksplanta) (tabela 80) čime se mogu

objasniti "nepravilnosti" u promeni broja nodusa. To se može uočiti i u tabeli 79, gde su

na primer razlike između nodusnih reznica, terminalnih pupoljaka i vršnih reznica

izražene na isti način na MS i 1/2MS podlogama sa pH = 5,8, i na na MS i 1/2MS

podlogama sa pH = 6,8.
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Tabela 80 Analiza varijanse uticaja pH vrednosti medijuma, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na prosečan broj nodusa D. pinifolius

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: pH vrednost podloge 12,5911 106,91 0,0313

 B: tip eksplanta 6,09778 51,77 0,0014

 C: koncentracija MS soli 51,3422 871,85 0,0000

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 1,98222 8,42 0,0314

 AC 7,49778 63,66 0,0009

 BC 0,964444 8,19 0,0385

Tabela 81 Uticaj tipa eksplanta na broj nodusa D. pinifolius - metod najmanje značajne

razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci    X

vršne reznice       X

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus uočljiv je uticaj pH vrednosti podloge na

prosečan broj nodusa, gde sa povećanjem pH vrednosti, broj nodusa opada i na

podlogama MS i 1/2MS (tabela 82). Kod svih tipova eksplanata, na podlogama sa MS i

1/2MS koncentracijom soli, najviše vrednosti prosečnog broja nodusa dobijene su pri

pH vrednosti 5,8 i kreću se od 4,7 (terminalni pupoljci na 1/2MS) do 12,5 (vršne reznice

na podlozi MS) (tabela 82).
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Pored uticaja pH vrednosti podloge, evidentan je i uticaj tipa eksplanta na broj

nodusa, gde su najviše vrednosti dobijane kod izdanaka poreklom iz vršnih reznica,

zatim nodusnih reznica i najmanje kod izdanaka koji su se razvili iz terminalnih

pupoljaka (tabela 82). Izuzetak čine podloge sa pH = 7,8, gde je broj nodusa formiran iz

terminalnih pupoljaka viši u odnos na broj nodusa obrazovan iz nodusnih reznica.

Tabela 82 Prosečan broj nodusa D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta

Tip

Eksplanata

poreklom iz nodusnih

reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

pH vrednost MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

5,8 8,5a 7,9a 6,5a 4,7a 12,5a 11,8a

6,3 6,3ab 5,1ab 5,9ab 4,0ab 9,2ab 8,7ab

6,8 3,5b 2,7b 3,1b 2,4b 5,8ab 3,9b

7,8 1,5bc 1,4bc 3,3b 2,0b 2,9b 2,4bc

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Višefaktorskom analizom varijanse je potvrđeno da i pH vrednost i tip eksplanta

značajno utiču na broj nodusa, kao i da postoji statistički značajna interakcija između

navedenih faktora (tabela 83). Razlike između sva tri tipa eksplanata su statistički

značajne (tabela 84).

Razlike između rezultata dobijenih na MS i 1/2MS podlogama, kod istog tipa

eksplanta, pri istoj pH vrednosti su male (tabela 82) i analizom varijanse je utvrđeno da

nisu statistički značajne (tabela 83).
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Tabela 83 Analiza varijanse uticaja pH vrednosti medijuma, koncentracije MS soli i

tipa eksplanta na prosečan broj nodusa D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: pH vrednost podloge 150,243 259,60 0,0000

 B: tip eksplanta 44,8825 116,33 0,0000

 C: koncentracija MS soli 6,0 31,10 0,0614

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 23,6942 20,47 0,0009

 AC 0,29 0,50 0,6952

 BC 0,5925 1,54 0,2894

Tabela 84 Uticaj tipa eksplanta na broj nodusa D. giganteiformis ssp. kladovanus -

metod najmanje značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

terminalni pupoljci X

nodusne reznice    X

vršne reznice       X
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4.2.3. UTICAJ VRSTE I KONCENTRACIJE ŠEĆERA NA RAZVOJ

IZDANAKA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS I D. GIGANTEIFORMIS SSP.

KLADOVANUS

4.2.3.1. Vitalnost eksplanata

Kao i u prethodnim eksperimentima, za svaku vrstu karanfila, najpre je utvrđena

vitalnost eksplanata 25 dana od postavljanja, odnosno broj nekrotiranih, vitrifikovanih i

pravilno razvijenih izdanaka (tabele 85, 86, 89, 90 i 93).

Kako je navedeno u poglavlju "Materijal i metod rada", pojedini parametri

uslova za rast kultura su podešeni na osnovu preliminarnih rezultata dobijenih tokom

prethodnih ogleda. Tokom svih ogleda sprovedenih tokom ispitivanja uticaja šećera u

fazi multiplikacije izdanaka, svaka podloga različitog sastava u pogledu vrste i

koncentracije šećera je posmatrana kao poseban tretman. To znači da je bilo po 12

tretmana na podlogama sa MS i 1/2MS koncentracijom soli kod D. serotinus i D.

pinifolius i dodatna 4 tretmana na podlogama sa MS koncentracijom soli kod D.

serotinus koja su uključila i dodavanja šećernog alkohola sorbitola. Kako u prethodnim

eksperimentima kod D. giganteiformis ssp. kladovanu, za razliku od D. serotinus i D.

pinifolius, nije bilo statistički značajnih razlika ni u jednom slučajnu, kod svih merenih

parametara između podloga sa MS i 1/2MS koncentracijom soli, ispitivanje uticaja vrste

i koncentracije šećera obavljeno je samo na podlogama sa 1/2MS koncentracijom soli,

ukupno 12 tretmana.

D. serotinus

Vitalnost izdanaka D. serotinus razlikovala se zavisno od vrste i koncentracije

šećera, tipa eksplanta kao i koncentracije MS soli (tabele 85 i 86). Kako je kod D.

serotinus izvršeno i preliminarno ispitivanje uticaja dodavanja šećernog alkohola

sorbitola na rast kultura i ti tretmani su uključeni u analizu, a dobijene vrednosti su

testirane metodom najmanje značajne razlike i analizom varijanse (tabela 85).
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Tabela 85 Vitalnost izdanaka D. serotinus na MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica
Konc.

nekrotirani
pravilno
razvijeni

vitrifikovani nekrotirani
pravilno
razvijeni

vitrifikovani nekrotirani
pravilno
razvijeni

vitrifikovaniVrsta šećera

gL-1

% % % % % % % % %
10 5,0de 85,0a 10,0abc 13,3d 68,4b 18,3ab 0,0c 88,3a 11,7ab

30 10,0cde 73,3abc 16,7ab 6,7de 90,0a 3,3b 5,0bc 90,0a 5,0b

50 13,3cde 70,0abc 16,7ab 10,0de 81,7ab 8,3b 6,7bc 90,0a 3,3bsaharoza

70 5,0de 83,3ab 11,7ab 6,7de 73,3ab 20,0ab 5,0bc 86,7a 8,3ab

10 71,6bc 21,7c 6,7bc 41,7b 36,6bc 21,7a 18,3bc 60,0ab 21,7a

30 73,4bc 18,3c 8,3bc 20,0c 65,0b 15,0ab 3,3c 85,0ab 11,7ab

50 76,6bc 16,7cd 6,7bc 25,0c 51,6bc 23,4a 28,3bc 56,7b 15,0abglukoza

70 93,3ab 6,7de 0,0c 43,4b 11,7cd 11,7ab 76,7a 15,0bc 8,3b

10 83,3abc 11,7cd 5,0bc 46,7b 35,0cd 18,3ab 70,0a 18,3bc 11,7ab

30 48,3cd 48,3bc 3,4bc 43,4b 48,3c 8,3ab 53,3ab 41,7bc 5,0b

50 61,7cd 25,0c 13,3ab 58,3b 20,0cd 21,7a 65,0a 28,3bc 6,7bfruktoza

70 96,7a 3,3de 0,0c 88,3a 5,0d 6,7ab 69,9a 23,4bc 6,7b

10 63,4bcd 18,3c 18,3a 26,7c 55,0bc 18,3ab 6,7bc 73,3ab 20,0a

30 35,0cde 46,7bc 18,3a 21,7c 56,6bc 21,7a 20,0b 66,7ab 13,3ab

50 46,7cd 41,6bc 11,7ab 23,4c 51,6bc 25,0a 15,0b 70,0ab 15,0abfruktoza-sorbitol

70 85,0abc 8,3de 6,7bc 41,7b 50,0bc 8,3b 43,3ab 35,0bc 21,7a
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Tabela 86 Vitalnost izdanaka D. serotinus na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Koncentracija poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

Vrsta

šećera gL-1

% % % % % % % % %

10 6,7b 91,6a 1,7a 3,3b 96,7a 0,0b 5,0b 95,0a 0,0a

30 8,3b 90,0a 1,7a 1,7b 98,3a 0,0b 3,3b 96,7a 0,0a

50 8,3b 90,0a 1,7a 3,3b 96,7a 0,0b 3,3b 96,7a 0,0a
saharoza

70 10,0ab 88,3ab 1,7a 8,3b 91,7a 0,0b 5,0b 95,0a 0,0a

10 1,7b 98,3a 0,0a 1,7b 98,3a 0,0b 1,7b 98,3a 0,0a

30 1,7b 98,3a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0b 1,7b 98,3a 0,0a

50 5,0b 95,0a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0b 1,7b 98,3a 0,0a
glukoza

70 8,3b 91,7a 0,0a 20,0a 80,0a 0,0b 5,0b 95,0a 0,0a

10 3,3b 96,7a 0,0a 1,7b 98,3a 0,0b 3,3b 96,7a 0,0a

30 3,3b 96,7a 0,0a 5,0b 95,0a 0,0b 5,0b 93,3a 1,7a

50 18,3ab 80,0ab 1,7a 28,3a 70,0b 1,7b 16,7a 80,0ab 3,3a
fruktoza

70 31,7a 65,0b 3,3a 33,3a 61,7b 5,0ab 20,0a 76,7b 3,3a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Uticaj koncentracije MS soli na udeo pravilno razvijenih izdanaka je bio uočljiv,

na MS podlogama njihov procenat se kretao od 3,3% do 90,0% zavisno od vrste i

koncentracije šećera i tipa eksplanta (tabela 85), dok je na 1/2MS podlogama bio u

granicama 61,7 - 98,3% (tabela 86). Značajnost uticaja koncentracije MS soli potvrđena

je i multinominalnom logističkom regresijom (tabela 87).

Regeneracija izdanaka na 1/2MS podlogama koje su sadržale saharozu i glukozu

i niže koncentracije fruktoze (10 i 30 gL-1) bila je visoka, bez značajnijih razlika. Na

MS podlogama stepen pravilno regenerisanih eksplanata bio je najpovoljniji na

podlogama koje sadrže saharozu, dok se značajno smanjuje na podlogama sa fruktozom

i glukozom (tabele 85 i 86). Sprovedena logistička regresija je pokazala da promena

koncentracije dodatih šećera u podlozi značajno utiču na regeneraciju pravilno

razvijenih izdanaka (tabela 87).

Preliminarno ispitivanje efekta dodavanja šećernog alkohola sorbitola je imalo

diskutabilan efekat na razvoj pravilno razvijenih izdanaka. Analizirajući podatke

prikazane u tabeli 85 može se primetiti da je kod terminalnih pupoljaka regeneracija na

podlozi sa 70 gL-1 kombinacije fruktoze i sorbitola (1: 1) iznosila 50,0%, a na podlozi sa

70 gL-1 fruktoze svega 5,0%. Međutim, uzimajući u obzir da je sadržaj fruktoze u

navedenoj podlozi sa sorbitolom oko 35 gL-1 i poredeći procenat regenaracije sa

podlogom koja sadrži 30 gL-1 fruktoze (regeneracija 48,3%), onda možemo smatrati da

dodavanje sorbitola u ovom slučaju nema efekta na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka. Analogno tome, analizirajući procenat regeneracije normalno razvijenih

izdanaka iz vršnih i nodusnih reznica, dolazimo do zaključka da dodavanje sorbitola u

tom slučaju može imati i negativan efekat (tabela 85).

S druge strane, ako posmatramo procenat regeneracije vršnih reznica na podlozi

sa 30 gL-1 fruktoze (41,7%) i na podlozi sa 30 gL-1 kombinacije fruktoze i sorbitola

(66,7%), zatim na podlogama sa 10 gL-1 fruktoze (18,3%) i sa 10 gL-1 kombinacije

fruktoze i sorbitola (73,3%) očigledan je pozitivan efekat dodavanja sorbitola u

medijum koji se u manjoj meri manifestvovao i kod nodusnih reznica i terminalnih

pupoljaka (tabela 85). Zbog toga možemo opravdano da pretpostavimo da D. serotinus

može da koristi sorbitol kao izvor energije, ne samo kao osmotikum, što treba potvrditi

dodatnim istraživanjima.
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Kako su istraživanja uticaja sorbitola na razvoj izdanaka D. serotinus

sprovedena preliminarno, multinominalna logistička regresija nije obuhvatila podloge sa

sorbitolom (tabele 87 i 88).

Posmatrajući uticaj tipa eksplanata, uz manja odstupanja najveći procenat

pravilno regenerisanih izdanaka imaju vršne reznice, zatim terminalni pupoljci, a

najmanji nodusne reznice (tabele 85 i 86), a navedene razlike su statistički značajne

(tabela 87). Na MS podlogama sa glukozom razlike između korišćenih tipova

eksplanata su naročito izražene, što se pregledno može uočiti na grafiku 7.

Značajan problem pri razmnožavanju D. serotinus predstavlja pojava

vitrifikacije. Ona je bila zabeležena i u prethodnim ogledima prilikom ispitivanja uticaja

balansa hormona i pH vrednosti na razvoj izdanaka ove vrste, a kako se u tabelama 85 i

86 može videti, pojava vitrifikacije je povezana i sa sadržajem šećera u hranljivim

podlogama. Najznačajniji uticaj, ipak ima koncentracija MS soli u podlogama, gde

procenat vitrifikovanih eksplanata na MS podlogama često prelazi 20%, dok na 1/2MS

podlogama jedva da je prisutna vitrifikacija i to u malom procentu (1,7 - 5%) (tabele 85

i 86).

Međutim, teško je uočiti pravilnosti u pogledu uticaja vrste šećera jer se dobijeni

podaci razlikuju dodatno zavisno od tipa eksplanata i koncentracije dodatog šećera

(grafik 7). Tako je na MS podlogama, vitrifikacija kod nodusnih reznica prisutnija na

podlogama sa saharozom i kombinacijom fruktoze i sorbitola, u odnosu na podloge sa

glukozom i fruktozom (tabela 85), dok se kod terminalnih pupoljaka i vršnih reznica

procenat vitrifikacije razlikuje na podlogama sa različitom koncentracijom šećera, uz

preklapanje između homogenih grupa, dok razlike u pogledu same vrste šećera nisu

prisutne. Na 1/2MS podlogama vitrifikacije uopšte nema na podlogama sa glukozom, na

podlogama sa saharozom se javlja samo kod nodusnih reznica bez obzira na

koncentraciju šećera u podlozi, dok se na podlogama sa fruktozom javlja kod sva tri tipa

eksplanata, povećavajući se neznatno sa povećanjem koncentracije fruktoze (tabela 86).

Posmatrajući zavisnost vitrifikacije i promene koncentracije šećera u podlozi, i

na MS i na 1/2MS podlogama postoji preklapanje između homogenih grupa, i često

nema značajnih razlika u procentu vitrifikacije izdanaka na podlogama sa 10 ili 70 gL-1

posmatranog šećera (saharoze, glukoze i fruktoze) (tabele 85 i 86). Zbog toga je bio

sasvim očekivan rezultat dobijen logističkom regresijom koji je potvrdio da promena
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koncentracije ispitivanih šećera ne utiče na vitrifikaciju (tabela 88). Međutim, uticaj tipa

eksplanta i koncentracije MS soli u podlozi na pojavu vitrifikacije jesu statistički

značajni (tabela 88).

Tabela 87 Značajnost uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. serotinus na podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

saharoza 32,0811 0,0000

glukoza 69,925 0,0000

fruktoza 196,383 0,0000

tip eksplanta 44,3892 0,0000

koncentracija MS soli 168,018 0,0000

Tabela 88 Značajnost uticaja različitih faktora na pojavu vitrifikacije kod D. serotinus

na podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

saharoza 0,620871 0,4307

glukoza 1,54594 0,2137

fruktoza 1,92822 0,1650

tip eksplanta 14,1559 0,0008

koncentracija MS soli 240,048 0,0000
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Grafik 7 Procenat pravilno razvijenih izdanaka D. serotinus na podlogama MS i 1/2MS sa različitim sadržajem šećera
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D. pinifolius

Regeneracija izdanaka D. pinifolius  je na svim podlogama bila relativno visoka,

na većini podloga prelazeći 90% (tabele 89 i 90). Najnepovoljniji uticaj su imale

podloge sa višim koncentracijama fruktoze (50 gL-1 i 70 gL-1) gde je procenat pravilno

regenerisanih izdanaka bio najmanji (80-85%).

Koncentracija saharoze u podlozi nije imala značajnog uticaja na stepen

regeneracije izdanaka. Na MS podlogama kod sva tri tipa eksplanata i na 1/2MS

podlogama kod terminalnih pupoljaka i vršnih reznica, svi procenti regeneracije bez

obzira na koncentraciju saharoze pripadali su jednoj homogenoj grupi, tj. uopšte nije

bilo statistički značajnih razlika (tabele 89 i 90). Logistička regresija je potvrdila da

koncentracija saharoze (u ispitivanom opsegu) nema statistički značajan uticaj na

regeneraciju pravilno razvijenih izdanaka (tabela 91). Pri promeni koncentracije glukoze

i fruktoze javljaju se statistički značajne razlike, mada ne tako velike i uz preklapanja

između dve formirane homogene grupe (tabele 89 i 90). Logističkom regresijom je

pokazano da uticaj promene koncentracije glukoze i fruktoze jeste statistički značajan

(tabela 91).

Uticaj koncentracije MS soli na regeneraciju izdanaka je slabo prisutan, gotovo i

da ne postoji (grafik 8), što je potvrdila i sprovedena analiza multiple logističke

regresije (tabela 91). U odnosu na tip eksplanata, regeneracija pravilno razvijenih

izdanaka iz nodusnih reznica je nešto manja u odnosu na regeneraciju iz terminalnih

pupoljaka i vršnih reznica (grafik 8), a uticaj tipa eksplanta na stepen regeneracije

izdanaka jeste statistički značajan (tabela 91).

Vitrifikacija se javljala retko i u veoma niskom procentu (0 - 5%) (tabele 89 i

90). Na podlogama sa 10 - 50 gL-1 saharoze i glukoze kod terminalnih pupoljaka i

vršnih reznica vitrifikacije uopšte nije ni bilo, a na podlogama sa 70 gL-1 saharoze i

glukoze javljala se u niskom procentu (1,7 - 3,3%). Kod nodusnih reznica se javljala

češće, i na podlogama sa nižim koncentracijama šećera, ali procenat vitrifikacije

uglavnom nije prelazio 3,3% (tabele 89 i 90).
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Tabela 89 Vitalnost izdanaka D. pinifolius na MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Koncentracija poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

gL-1 nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

Vrsta

šećera

% % % % % % % % %

10 5,0b 95,0a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a 0,0b 100,0a 0,0a

30 3,3b 93,4a 3,3a 1,7b 98,3a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a

50 5,0b 93,3a 1,7a 5,0b 95,0a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a
saharoza

70 6,7b 90,0a 3,3a 5,0b 93,3a 1,7a 5,0b 95,0a 0,0a

10 6,7b 91,6a 1,7a 6,7b 93,3a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a

30 5,0b 93,3a 1,7a 5,0b 95,0a 0,0a 5,0b 95,0a 0,0a

50 8,3ab 90,0a 1,7a 10,0ab 88,3a 1,7a 5,0b 95,0a 0,0a
glukoza

70 11,3a 87,0ab 1,7a 15,0ab 83,3ab 1,7a 11,3a 87,0ab 1,7a

10 8,3ab 90,0a 1,7a 11,3ab 87,0a 1,7a 10,0ab 90,0ab 0,0a

30 8,3ab 88,4a 3,3a 11,3ab 88,7a 0,0a 10,0ab 90,0ab 0,0a

50 10,0a 88,3a 1,7a 15,0a 85,0ab 0,0a 11,3a 88,7ab 0,0a
fruktoza

70 13,3a 81,7ab 5,0ab 15,0a 83,3b 1,7a 13,3a 85,0b 1,7a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Tabela 90 Vitalnost izdanaka D. pinifolius na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Koncentracija poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

Vrsta

šećera gL-1

% % % % % % % % %

10 5,0b 95,0a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a 0,0b 100,0a 0,0a

30 3,3b 93,4a 3,3a 1,7b 98,3a 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a

50 5,0b 91,7a 3,3a 5,0b 95,0a 0,0a 5,0b 95,0a 0,0a
saharoza

70 8,3b 88,4ab 3,3a 5,0b 93,3a 1,7a 5,0b 95,0a 0,0a

10 6,7b 91,6a 1,7a 6,7b 93,3a 0,0a 6,7b 93,3a 0,0a

30 6,7b 91,6a 1,7a 5,0b 95,0a 0,0a 5,0b 95,0a 0,0a

50 8,3b 90,0a 1,7a 13,3ab 86,7ab 0,0a 3,3b 96,7a 0,0a
glukoza

70 11,3ab 83,7ab 5,0a 13,3ab 83,4ab 3,3a 8,3b 90,0ab 1,7a

10 8,3b 90,0a 1,7a 15,0a 83,3ab 1,7a 11,3ab 88,7ab 0,0a

30 6,7b 91,6a 1,7a 11,3ab 88,7a 0,0a 10,0ab 90,0ab 0,0a

50 13,3a 83,4ab 3,3a 13,3ab 83,4ab 3,3a 13,3a 83,4b 3,3a
fruktoza

70 15,0a 80,0b 5,0a 15,0a 81,7b 3,3a 13,3a 83,4b 3,3a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Grafik 8 Procenat pravilno razvijenih izdanaka D. pinifolius na podlogama MS i 1/2MS sa različitim sadržajem šećera
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Na podlogama sa fruktozom vitrifikacija je bila češća, sa porastom njene

koncentracije u medijumu povećavao se i procenat vitrifikovanih izdanaka, da bi najviši

procenat vitrifikacije (5%) bio na podlozi sa 70 gL-1 fruktoze (nodusne reznice na MS i

1/2MS podlogama). Logistička regresija je pokazala da promena koncentracije šećera u

medijumu i tip eksplanta imaju statistički značajan uticaj na pojavu vitrifikacije kod D.

pinifolius, dok koncentracija MS soli nema značajng uticaja (tabela 92).

Tabela 91 Značajnost uticaja različitih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih

izdanaka D. pinifolius na podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

saharoza 0,0799529 0,7774

glukoza 18,8517 0,0000

fruktoza 54,693 0,0000

tip eksplanta 8,86353 0,0119

koncentracija MS soli 0,838458 0,3598

Tabela 92 Značajnost uticaja različitih faktora na pojavu vitrifikacije kod D. pinifolius

na podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

saharoza 5,99042 0,0144

glukoza 9,72925 0,0018

fruktoza 20,1906 0,0000

tip eksplanta 23,3326 0,0000

koncentracija MS soli 1,4329 0,2313
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

U prethodnim eksperimentima, prilikom ispitivanja uticaja fitohormona i pH

vrednosti na regeneraciju i razvoj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus nisu

uočene značajne razlike između MS i 1/2MS podloga, zbog čega je uticaj koncentracije

i vrste šećera na razvoj ovog taksona ispitan samo na 1/2MS podlogama.

Kao i kod prethodna dva ispitivana karanfila, procenat pravilno regenerisanih

izdanaka niži je na podlogama koje sadrže fruktozu u odnosu na podloge sa glukozom i

saharozom. Međutim, kod D. giganteiformis ssp. kladovanus uočljiv je i nepovoljan

uticaj visoke koncentracije šećera na regeneraciju izdanaka, pa je procenat regeneracije

na podlogama sa 70 gL-1 glukoze, saharoze ili frukoze niži u odnosu na podloge sa 10,

30 ili 50 gL-1 posmatranog šećera (tabela 93). Takođe, sama vrsta šećera nema

značajnog uticaja na regeneraciju eksplanata. Kod istog tipa eksplanta, procenti

regeneracije na podlogama sa istom koncentracijom saharoze, glukoze ili fruktoze

pripadaju istoj homogenoj grupi. Štaviše, sve vrednosti dobijene na podlogama sa

nižom koncentracijom šećera - 10 gL-1, 30 gL-1 ili 50 gL-1 saharoze i glukoze i 10 gL-1,

30 gL-1 fruktoze, se kreću od 93,3% do 96,7% i statistički se uopšte ne razlikuju jer kod

svakog tipa eksplanta pripadaju istoj homogenoj grupi (tabela 93). Međutim, više

koncentracije šećera (70 gL-1) utiču na smanjenje procenta pravilno regenerisanih

izdanaka koje je naročito uočljivo na podlogama sa fruktozom. Logističkom regresijom

je pokazano da promena koncentracije saharoze, glukoze ili fruktoze statistički značajno

utiče na udeo normalno regenerisanih izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus.

Uticaj tipa eksplanata na stepen regeneracije nije uočljiv, a razlike između

procenata regegeneracije korišćenih tipova eksplanata na podlogama istog sastava su

male (grafik 9). Nakon sprovedene multinominalne logističke regresije, pokazano je da

na regeneraciju pravilno razvijenih izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus tip

eksplanta nema uticaj (tabela 94).

Za razliku od prethodno ispitanih taksona, D. serotinus i D. pinifolius, kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus pojava vitrifikacije nije zabeležena ni kod jednog tipa

eksplanata, ni na jednoj podlozi, bez obzira na vrstu i koncentraciju šećera (tabela 93).
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Tabela 93 Vitalnost izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Koncentracija poreklom iz nodusnih reznica poreklom iz terminalnih pupoljaka poreklom iz vršnih reznica

nekrotirani
pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani nekrotirani

pravilno

razvijeni
vitrifikovani

Vrsta

šećera gL-1

% % % % % % % % %

10 6,7bc 93,3a 0,0a 5,0bc 95,0a 0,0a 3,3c 96,7a 0,0a

30 6,7bc 93,3a 0,0a 5,0bc 95,0a 0,0a 5,0c 95,0a 0,0a

50 6,7bc 93,3a 0,0a 3,3c 96,7a 0,0a 3,3c 96,7a 0,0a
saharoza

70 11,7b 88,3ab 0,0a 10,0bc 90,0a 0,0a 8,3bc 91,7a 0,0a

10 3,3c 96,7a 0,0a 5,0bc 95,0a 0,0a 5,0c 95,0a 0,0a

30 3,3c 96,7a 0,0a 6,7bc 93,3a 0,0a 5,0c 95,0a 0,0a

50 5,0bc 95,0a 0,0a 5,0bc 95,0a 0,0a 6,7c 93,3a 0,0a
glukoza

70 15,0ab 85,0ab 0,0a 13,3b 86,7ab 0,0a 16,7ab 83,3ab 0,0a

10 5,0bc 95,0a 0,0a 8,3bc 91,7a 0,0a 5,0c 95,0a 0,0a

30 3,3c 96,7a 0,0a 8,3bc 91,7a 0,0a 5,0c 95,0a 0,0a

50 16,7ab 83,3ab 0,0a 18,3ab 81,7ab 0,0a 16,7ab 83,3ab 0,0a
fruktoza

70 26,7a 73,3b 0,0a 28,3a 71,7b 0,0a 25,0a 75,0b 0,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne razlikuju (P < 0,05).
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Grafik 9 Procenat pravilno razvijenih izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus na podlogama 1/2MS sa različitim sadržajem šećera



Tabela 94 Značajnost uticaja različitih faktora na regeneraciju izdanaka D.

giganteiformis ssp. kladovanus na podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

saharoza 10,3602 0,0013

glukoza 22,4395 0,0000

fruktoza 82,0608 0,0000

tip eksplanta 0,416358 0,8121

4.2.3.2. Broj izdanaka

D. serotinus

Prosečan broj formiranih izdanaka, zavisno od sastava podloge i tipa eksplanata,

se kod D. serotinus kretao od 1,0 (vršne reznice na MS podlozi sa 70 gL-1 glukoze i

terminalni pupoljci na MS podlozi sa 70 gL-1 fruktoze) do maksimalnih 9,5 (vršne

reznice na MS podlozi, ali sa 30 gL-1 saharoze) (tabela 95). Kod svake vrste šećera, sa

promenom koncentracije menja se i broj nodusa, a te razlike kod svakog posmatranog

šećera ponaosob, kod istog tipa eksplanta jesu statistički značajne, mada su prisutna i

preklapanja između homogenih grupa (tabela 95). Maksimalne vrednosti prosečnog

broja izdanaka kod svakog šećera posebno dobijene su pri koncentracijama od 30 gL-1

(tabele 95 i 96).

Osim promene koncentracije jednog šećera (saharoze, glukoze ili fruktoze), na

prosečan broj nodusa statistički značajno utiče i vrsta šećera koji se dodaje u podlogu

(tabela 96), a same razlike naročito uočljive na MS podlogama gde je najpovoljniji

efeket imala saharoza, nešto slabiji glukoze, a najslabiji fruktoza (tabela 95). Na 1/2MS
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podlogama razlike između podloga sa glukozom i fruktozom su slabije izražene, ali je i

u ovom slučaju najpovoljnija za razvoj izdanaka bila saharoza.

Dodavanje šećernog alkohola sorbitola u podlogu je uslovno posmatrajući imalo

pozitivan efekat jer prosečan broj izdanaka na podlogama na kojima je 50% fruktoze

zamenjeno sorbitolom se nije značajno razlikovao u odnosu na podloge samo sa

fruktozom (tabela 95).

Tabela 95 Prosečan broj izdanaka D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta na MS

i 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Tip eksplanta Konc.
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

Vrsta šećera gL-1 MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

10 3,5bc 2,4bc 4,4bc 3,1b 2,9bc 4,2b

30 6,2a 4,1a 9,1a 6,9a 9,5a 6,8a

50 4,8ab 1,8bc 6,5b 2,5bc 6,8ab 2,7bc
saharoza

70 3,3bc 1,4bc 4,6bc 1,5c 4,4b 2,6bc

10 3,7bc 1,3bc 2,7cd 3,4b 3,1bc 3,3bc

30 4,3ab 2,5abc 5,4b 3,4b 7,6ab 4,2b

50 2,7bc 1,8bc 3,6bcd 2,6bc 2,8bc 3,0bc
glukoza

70 1,8c 1,8bc 2,1cd 2,2bc 1,0c 2,2bc

10 1,8c 1,9bc 2,5cd 2,1bc 1,8c 4,5b

30 2,2bc 2,9ab 3,4bcd 2,7bc 3,2bc 5,3ab

50 1,6c 1,6bc 2,2cd 1,8c 2,7bc 2,1bc
fruktoza

70 -* 1,6bc 1,0d 2,2bc 1,3c 2,4bc

10 1,3c - 1,1d - 1,3c -

30 3,1bc - 2,9cd - 3,8b -

50 1,6c - 1,7d - 2,4bc -
fruktoza-sorbitol

70 1,5c - 2,3cd - 1,7c -

*Mali broj izdanaka je bio pravilno  razvijen zbog čega nije bilo moguće izvršiti merenja

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Interesantno je da je prosečan broj izdanaka koji se obrazovao iz terminalnih

pupoljaka uglavnom veći od broja koji se formirao iz nodusnih reznica iako nodusne

reznice imaju dva aksilarna pupoljka (tabela 95). U pojedinim slučajevima (npr. MS

podloga sa 10 gL-1 saharoze) je čak prosečan broj izdanaka poreklom iz terminalnih

pupoljaka viši u odnosu na prosečan broj izdanaka poreklom iz vršnih reznica, što je

protivno očekivanjima jer vršne reznice imaju jedan terminalni i dva aksilarna pupoljka

(tabela 95).

Analiza varijanse je pokazala da je uticaj tipa eksplanata na prosečan broj

izdanaka statistički značajan (tabela 96), ali je metodom najmanje značajne razlike

utvrđeno da terminalni pupoljci i vršne reznice pripadaju istoj homogenoj grupi,

odnosno da razlike između njih u prosečnom broju izdanaka nisu statistički značajne

(tabela 97).

Tabela 96 Analiza varijanse za uticaj vrste šećera, tipa eksplanta i koncentracije MS

soli na prosečan broj izdanaka D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: vrsta šećera 152,682 29,24 0,0000

 B: tip eksplanta 19,0753 20,09 0,0000

 C: koncentracija MS soli 10,6568 22,45 0,0001

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 11,4114 1,09 0,4187

 AC 40,1282 7,68 0,0000

 BC 1,95528 2,06 0,1514
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Tabela 97 Uticaj tipa eksplanta na broj izdanaka D. serotinus - metod najmanje

značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci    X

vršne reznice    X

D. pinifolius

Slično kao i kod vrste D. serotinus, najviše vrednosti prosečnog broja izdanaka

za svaku vrstu šećera ponaosob, bile su na podlogama sa 30 gL-1 u odnosu na druge

koncentracije posmatranog šećera, dok su suviše visoke koncentracije (70 gL-1) imale

negativan efekat jer je na svim podlogama (sa saharozom, glukozom ili fruktozom) broj

izdanaka bio znatno niži u odnosu na podloge sa 10 - 50% ispitivanog šećera (tabela

98).

Zavisno od koncentracije MS soli u podlozi javljaju se razlike u prosečnom

broju izdanaka, međutim, same razlike zavise od koncentracije i vrste šećera u podlozi.

Tako, pri koncentraciji 10 gL-1 ili 30 gL-1 saharoze, kod sva tri tipa eksplanata prosečan

broj izdanaka je bio veći na 1/2MS podlogama, a pri istim koncentracijama glukoze ili

fruktoze broj izdanaka je bio veći na MS podlogama (tabela 98).

Takođe, uopšteno posmatrajući, prosečan broj izdanaka D. pinifolius na MS

podlogama bio je viši na podlogama sa saharozom i glukozom u odnosu na podloge sa

fruktozom, dok je na 1/2MS podlogama najviši na podlogama sa saharozom, a razlike

između podloga sa glukozom i fruktozom su male (tabela 98). Navedene razlike se

mogu objasniti interakcijom između različitih vrsta šećera i koncentracije MS soli u

podlozi koja je statistički značajna (tabela 99).
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Tabela 98 Prosečan broj izdanaka D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta nakon

25 dana gajenja na MS i 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Tip eksplanta
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz

vršnih reznica

Vrsta šećera
Konc.

gL-1 MS
1/2M

S
MS 1/2MS MS 1/2MS

10 2,2b 4,5ab 2,5bc 5,2ab 3,1b 5,7a

30 4,1a 5,2a 4,8ab 6,2a 4,6ab 6,1a

50 2,4b 2,1b 2,4bc 3,0b 5,1a 4,0ab
saharoza

70 2,5b 1,5bc 2,5bc 2,5b 3,4b 3,4ab

10 2,8b 2,3b 3,1b 2,6b 4,3ab 2,5bc

30 4,0a 2,4b 6,5a 2,5b 4,6ab 2,7bc

50 3,6ab 1,9b 4,2ab 1,7bc 5,1a 2,5bc
glukoza

70 2,9b 1,5bc 2,7bc 1,7bc 2,4bc 2,2bc

10 2,5b 2,0b 2,2bc 1,8bc 2,5bc 2,5bc

30 2,6b 2,2b 2,2bc 1,7bc 2,7bc 2,6bc

50 1,5bc 1,3bc 1,4c 1,4bc 1,7c 1,9c
fruktoza

70 1,3bc 1,1c 1,0c 1,1c 1,3c 1,5c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).

Posmatrajući uticaj tipa eksplanta, u većem broju slučajeva je prosečan broj

izdanaka koji se razvio iz nodusnih reznica najmanji, nešto više izdanaka se formiralo iz

terminalnih pupoljaka, a najviše iz vršnih reznica (tabela 98).

Međutim, na većini podloga sa fruktozom prosečan broj izdanaka formiran iz

nodusnih reznica je viši u odnosu na broj izdanaka obrazovan iz terminalnih pupoljaka,

što je i očekivano jer nodusne reznice imaju dva aksilarna pupoljka, pa samim tim i

veću mogućnost formiranja izdanaka. Ipak, suprotno očekivanju, na nekim podlogama

(MS podloge sa 30 gL-1 saharoze ili glukoze) najveći broj izdanaka se obrazovao iz

terminalnih pupoljaka u odnosu na druga dva tipa eksplanta (tabela 98).
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Sam uticaj tipa eksplanta na prosečan broj izdanaka D. pinifolius na podlogama

sa različitim sadržajem šećera je statistički značajan (tabela 99), pri čemu se sva tri

posmatrana tipa eksplanta međusobno značajno razlikuju što je utvrđeno metodom

najmanje značajne razlike (tabela 100).

Tabela 99 Analiza varijanse za uticaj vrste šećera, tipa eksplanta i koncentracije MS
soli na prosečan broj izdanaka D. pinifolius

OSNOVNI FAKTORI Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

 A: vrsta šećera 77,6049 36,98 0,0000

 B: tip eksplanta 6,92361 18,14 0,0000

 C: koncentracija MS soli 1,90125 9,96 0,0046

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 7,79306 1,86 0,0773

 AC 30,4838 14,52 0,0000

 BC 0,0325 0,09 0,9187

Tabela 100 Uticaj tipa eksplanta na broj izdanaka D. pinifolius - metod najmanje

značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci    X

vršne reznice       X
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus bio je najviši na

pologama sa 30 gL-1 saharoze (2,7 - 4,0) i glukoze (3,1 - 3,6), nešto niži na podlozi sa

30 gL-1 fruktoze (2,1 - 3,1) (tabela 101). Uticaj promene koncentracije šećera u podlozi

na broj formiranih izdanaka je bio statistički značajan, a najslabiji rezultati su dobijeni

na podlogama sa visokim koncentracijama sva tri ispitivana šećera (70 gL-1) (tabela

101).

Tabela 101 Prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Tip eksplanta
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz

vršnih reznica

Vrsta

šećera

Konc.

gL-1 1/2MS 1/2MS 1/2MS

10 2,4ab 3,1ab 4,2a

30 2,7ab 4,0a 3,8ab

50 1,8b 2,6ab 2,6ab
saharoza

70 1,4b 1,5b 2,1b

10 2,6ab 2,1b 2,7ab

30 3,1a 3,6ab 3,4ab

50 2,5ab 1,9b 2,0b
glukoza

70 1,6b 1,1b 1,5b

10 2,5ab 2,3ab 2,9ab

30 3,1a 2,5ab 2,1b

50 2,7ab 2,1ab 2,7ab
fruktoza

70 2,3ab 1,4b 1,8b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Tip eksplanta nema značajnog uticaja na prosečan broj izdanaka (tabela 102). Na

pojedinim podlogama, npr. na podlozi sa 10 gL-1 saharoze najveći broj izdanaka

formirao se iz vršnih reznica, na nekim podlogama (sa 30 gL-1 fruktoze, npr.) je najveći

broj izdanaka obrazovan iz nodusnih reznica, a na pojedinim podlogama (sa 30 gL-1

glukoze, npr.) je najveći prosečan broj izdanaka formiran iz terminalnih pupoljaka

(tabela 101).

Tabela 102 Analiza varijanse za uticaj vrste šećera, tipa eksplanta i koncentracije MS

soli na prosečan broj izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: vrsta šećera 14,3831 6,09 0,0002

 B: tip eksplanta 0,633889 1,48 0,2505

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 7,39706 1,68 0,0983

4.2.3.3. Dužina izdanaka

D. serotinus

Na osnovu rezultata koj su prikazani u tabelama 103, 104 i 105 uočava se da

vrsta šećera u podlozi, kao i njegova koncentracija imaju uticaja na dužinu izdanaka.

Najduži izdanci, bez obzira na tip eksplanata iz kog su se razvili, bili su na podlogama

sa saharozom i glukozom. Pri tom je procenat dugih izdanaka visok na podlogama sa 30

i 50 gL-1 saharoze i glukoze, dok je na podlogama sa 10 gL-1 saharoze i 10 gL-1 glukoze

prisutan manji broj izdanaka dužih od 20 mm, ali su zato izdanci dužine 10-20 mm

zastupljeni u velikom broju.

Izdanci formirani na 1/2MS podlogama su kraći u odnosu na izdanke koji su se

razvili na MS podlogama (tabele 103, 104 i 105). Međutim, na 1/2MS podlogama,

najveća zastupljenost dugih izdanaka je uglavnom na onim sa najmanjom



MIKROPROPAGACIJA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS, D. GIGANTEIFORMIS SSP. KLADOVANUS

177

koncentracijom ispitivanih šećera (10 gL-1), a zatim broj kraćih izdanaka raste

istovremeno sa povećanjem koncentracije šećera u podlozi.

Tabela 103 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz nodusnih reznica nakon

25 dana gajenja na MS i 1/2MS podlogama sa različitim sadržajem šećera

Podloga
Konc.

MS 1/2MS
Vrsta šećera

gL-1 < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 18,3de 65,8a 15,9cd 44,1c 32,5bc 23,4a

30 14,7e 32,5b 52,8a 48,3c 45,2b 6,5b

50 11,8e 38,5b 49,7a 68,7b 31,3bc 0,0c
saharoza

70 13,5e 65,4a 21,1c 70,6b 29,4bc 0,0c

10 8,9e 81,1a 10,0d 20,8d 55,2a 24,0a

30 15,8e 47,6b 36,6b 35,6cd 54,3a 10,1b

50 39,4d 38,5b 22,1c 38,7c 61,3a 0,0c
glukoza

70 77,2c 20,8c 2,0e 62,3b 37,7b 0,0c

10 24,3de 75,7a 0,0e 54,8bc 36,1b 9,1b

30 21,2de 78,8a 0,0e 48,9c 42,3b 8,8b

50 34,8d 65,2a 0,0e 52,9c 43,7b 3,4bc
fruktoza

70 -* - - 89,5a 10,5d 0,0c

10 34,8d 65,2a 0,0e - - -

30 18,9de 81,1a 0,0e - - -

50 90,5b 9,5d 0,0e - - -

fruktoza-

sorbitol

70 100,0a 0,0e 0,0e - - -

*Mali broj izdanaka je bio pravilno  razvijen zbog čega nije bilo moguće izvršiti merenja

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Ipak, prisutna su odstupanja, pa tako na 1/2MS podlozi sa glukozom, najveća

zastupljenost izdanaka dužih od 20 mm (32,2%) bila je na podlozi sa 10 gL-1 glukoze,

ali su na istoj podlozi bili i veoma brojni izdanci u kategoriji dužine do 10 mm (56,2%),

za razliku od ostalih podloga sa glukozom (30, 50 i 70 gL-1).

Tabela 104 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka

nakon 25 dana gajenja na MS i 1/2MS podlogama sa različitim sadržajem šećera

Podloga
Konc.

MS 1/2MS
Vrsta šećera

gL-1 < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 13,7e 25,2d 61,1a 74,2a 18,6cd 7,2b

30 12,1e 23,2d 64,7a 77,8a 22,2cd 0,0c

50 15,5e 25,2d 59,3a 79,3a 20,7cd 0,0c
saharoza

70 14,8e 58,9ab 26,3b 72,2a 27,8c 0,0c

10 12,5e 71,0a 16,5b 65,2ab 17,3cd 17,5a

30 10,2e 28,5d 61,3a 51,5abc 47,3ab 1,2b

50 15,1e 28,6d 56,3a 46,2abc 52,3a 1,5bc
glukoza

70 68,3c 25,3d 6,4c 71,5a 28,5c 0,0c

10 21,8e 74,7a 3,5cd 38,4bc 61,6a 0,0c

30 36,2d 61,2ab 2,6cd 40,2bc 59,8a 0,0c

50 48,3d 51,7b 0,0d 46,8abc 53,2a 0,0c
fruktoza

70 100,0a 0,0f 0,0d 75,8a 24,2c 0,0c

10 81,4b 12,9de 5,7c - - -

30 53,8cd 46,2bc 0,0d - - -

50 84,1b 15,9de 0,0d - - -
fruktoza-sorbitol

70 90,5b 9,5e 0,0d - - -

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Posmatrajući uticaj tipa eksplanta na dužinu izdanaka, rezultati dobijeni na MS
podlogama su očekivani, odnosno, najduži izdanci su formirani iz vršnih reznica i
terminalnih pupoljaka, dok je kod nodusnih reznica udeo izdanaka u dužinskoj
kategoriji preko 20 mm primetno manji.

Tabela 105 Dužina izdanaka D. serotinus koji su se razvili iz vršnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga
Vrsta šećera Konc.

MS 1/2MS

gL-1
< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 11,8bc 35,4d 52,8b 68,6ab 22,9c 8,5bc

30 12,6bc 23,5de 63,9a 65,2ab 34,8bc 0,0d

50 14,3b 24,1de 61,6a 21,5cd 78,5a 0,0d
saharoza

70 10,5bc 39,6d 49,9b 28,2c 71,8a 0,0d

10 5,7c 90,5a 3,8de 56,2b 11,3d 32,5a

30 4,5c 25,1de 70,4a 45,8bc 40,5b 13,7b

50 7,2c 28,6d 64,2a 32,1c 67,9a 0,0d
glukoza

70 3,8c 33,1d 63,1a 62,5b 37,5b 0,0d

10 7,6c 18,9e 73,5a 31,7c 53,2ab 15,1b

30 5,8c 25,9d 68,3a 40,5bc 42,9b 16,6b

50 48,3a 51,7c 0,0e 62,1ab 37,9b 0,0d
fruktoza

70 20,5b 79,5b 0,0e 86,6a 13,4d 0,0d

10 5,1c 70,5b 24,4c - - -

30 14,7b 55,6c 29,7c - - -

50 18,8b 59,1c 22,1c - - -

fruktoza-

sorbitol

70 15,3b 78,9b 5,8d - - -

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Na 1/2MS podlogama procenat izdanaka dužih od 20 mm uglavnom je veći kod
nodusnih reznica u odnosu na terminalne pupoljke, ali i na ovim podlogama najveći
procenat izdanaka dužih od 20 mm bio je formiran kod vršnih reznica (tabele 103, 104 i
105).

Dodavanje sorbitola u podlogu imalo je negativan uticaj na dužinu izdanaka.

Tačnije, na podlogama koje su sadržale sorbitol procenat izdanaka kraćih od 10 mm je

bio znatno veći u odnosu na procenat izdanaka u istoj kategoriji na podlogama samo sa

fruktozom, što je naročito uočljivo kod nodusnih reznica (tabela 103). Takođe, procenat

izdanaka dužih od 20 mm je bio znatno manji na podlogama sa sorbitolom u odnosu na

njihov procenat na podlogama sa fruktozom bez sorbitola, što se može primetiti kod

izdanaka poreklom iz terminalnih pupoljaka i vršnih reznica (tabela 103 i 104) jer se iz

nodusnih reznica nisu uopšte formirali izdanci duži od 20 mm ni na podlogama samo sa

fruktozom ni sa dodatkom sorbitola (tabela 103).

Izuzetak čine izdanci poreklom iz vršnih reznica na podlozi sa 50 gL-1 mešavine

fruktoze i sorbitola, gde je procenat izdanaka dužih od 20 mm (22,1%) relativno visok u

odnosu na podlogu sa 50 gL-1 fruktoze na kojoj nije bilo ni jednog izdanka u toj

kategoriji (tabela 105).

Međutim, ako se sorbitol posmatra samo kao osmotikum, a samo fruktoza kao

izvor energije, onda je adekvatnije porediti vrednosti sa podloge sa 30 gL-1 fruktoze

(uzimajući u obzir da 50 gL-1 mešavine fruktoze i sorbitola sadrži 25 gL-1 fruktoze), a u

tom slučaju se vrednosti takođe statistički značajno razlikuju, ali su razlike u korist

podloga samo sa fruktozom (68,3% izdanaka dužih od 20 mm), čime se potvrđuje

pretpostavka da dodavanje sorbitola ima negativno dejstvo na dužinu izdanaka D.

serotinus.

D. pinifolius

Dok je kod D. serotinus bio prisutan uticaj vrste šećera i koncentracije MS

mineralnih soli na dužinu izdanaka, kod D. pinifolius se uočava jedino uticaj

koncentracije šećera u podlozi na dužinu izdanaka koji je u ovom slučaju pravilnije

izražen nego kod D. serotinus (tabele 106, 107 i 108).
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Dužina izdanaka poreklom iz nodusnih reznica i na 1/2MS podlogama i na MS

podlogama se pravilno menja sa porastom koncentracije šećera, pri čemu je procenat

dužih izdanaka najveći na podlogama sa najnižom koncentracijom posmatranog šećera -

saharoze, glukoze ili fruktoze (10 gL-1), a zatim se sa porastom koncentracije smanjuje

procenat izdanaka dužih od 20 mm i raste njihov broj u kategoriji kraćih od 10 mm

(tabele 106, 107 i 108).

Tabela 106 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz nodusnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga
Konc.

MS 1/2MS
Vrsta šećera

gL-1 < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 25,8d 29,0bc 45,2a 48,3b 27,8c 23,9b

30 39,9bc 26,7c 33,4b 42,6bc 49,1a 8,3c

50 17,4d 43,5ab 39,1ab 46,7b 50,7a 2,6cd
saharoza

70 51,1b 33,3b 15,6c 43,7b 56,3a 0,0d

10 35,2c 31,1bc 33,7b 21,9d 43,7ab 34,4a

30 50,5b 31,0bc 18,5c 35,3c 29,4c 35,3a

50 56,3b 42,8ab 0,9d 34,8c 47,8a 17,4b
glukoza

70 89,5a 10,5d 0,0d 85,7a 14,3d 0,0d

10 42,5bc 38,1b 19,4c 44,6b 37,2b 18,2b

30 58,1b 39,4b 2,5d 51,6b 43,6ab 4,8cd

50 43,1bc 52,8a 4,1d 48,9b 50,3a 0,8d
fruktoza

70 92,6a 7,4d 0,0d 90,1a 9,9d 0,0d

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Dužina izdanaka poreklom iz terminalnih pupoljaka i vršnih reznica takođe se

pravilno menja sa promenom koncentracije šećera u podlozi, s tim da je nešto veći broj

izdanaka kraćih od 10 mm na podlogama sa 10 gL-1 šećera u odnosu na izdanke

poreklom iz nodusnih reznica (tabele 106, 107 i 108).

Tabela 107 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz terminalnih pupoljaka na

MS i 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga
Vrsta šećera Konc.

MS 1/2MS

gL-1 < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 39,3c 17,9b 42,8a 38,1bc 33,9b 28,0b

30 49,2bc 21,5b 29,3b 27,8c 35,9b 36,3ab

50 54,9b 23,5b 21,6b 38,9b 44,4ab 16,7bc
saharoza

70 55,3b 26,3b 18,4bc 46,4b 53,6a 0,0e

10 43,2c 21,2b 35,6ab 19,3d 45,2ab 35,5ab

30 48,3bc 30,8ab 20,9b 13,3d 40,0ab 46,7a

50 51,6b 32,4a 16,0c 41,7b 50,0a 8,3cd
glukoza

70 58,2b 34,8a 7,0d 80,0a 20,0c 0,0e

10 45,6bc 25,3b 29,1b 40,3b 46,2a 13,5c

30 47,2bc 36,2a 16,6c 34,1bc 45,2ab 20,7b

50 58,2b 39,1a 2,7de 43,3b 51,6a 5,1de
fruktoza

70 78,2a 21,8b 0,0e 84,5a 15,5c 0,0e

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Uopšteno, na MS podlogama najduži izdanci su formirani pri koncentraciji 10 gL-1

posmatranih šećera, a zatim se sa porastom koncentracije šećera u podlozi povećava

broj izdanaka kraćih od 10 mm (tabele 106, 107 i 108). Na 1/2MS podlogama procenat

izdanaka kraćih od 10 mm je najmanji na podlogama sa 30 gL-1 ispitivanog šećera

(glukoze, saharoze ili fruktoze), pa njihov broj postepeno raste sa povećanjem

koncentracije šećera u podlozi (50 gL-1 i 70 gL-1).

Tabela 108 Dužina izdanaka D. pinifolius koji su se razvili iz vršnih reznica na MS i

1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga
Konc.

MS 1/2MS
Vrsta šećera

gL-1 < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 26,9d 21,2b 51,9a 38,7b 32,9c 28,4a

30 41,5bc 23,2b 35,3b 33,2bc 35,2c 31,6a

50 54,9b 23,0b 22,1bc 47,1b 41,1c 11,8b
saharoza

70 39,7c 41,2a 19,1c 48,3b 41,4c 10,3b

10 40,3bc 26,5ab 33,2b 43,5b 37,6c 18,9b

30 48,7bc 34,2a 17,1c 25,2c 44,4c 30,4a

50 51,6b 36,7a 11,7c 35,4bc 46,2c 18,4b
glukoza

70 65,9ab 30,8ab 3,3d 62,5a 37,5c 0,0c

10 32,8cd 35,3a 31,9b 41,4b 42,5c 16,1b

30 44,1bc 27,9ab 28,0b 38,6b 41,5c 19,9b

50 58,3b 39,2a 2,5d 28,7c 62,3b 9,0bc
fruktoza

70 79,8a 20,2b 0,0d 15,7d 84,3a 0,0c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05).
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Treba naglasiti da su razlike između podloga sa istom koncentracijom različitih

šećera u pogledu zastupljenosti izdanaka u odgovarajućoj dužinskoj kategoriji

uglavnom male (tabele 106, 107 i 108). Ipak, najviše kratkih izdanaka je formirano na

podlogama sa 70 gL-1 fruktoze, gde u nekim slučajevima i nema izdanaka dužih od 20

mm (tabele 106, 107 i 108).

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Može se uočiti da su izdanci kod D. giganteiformis ssp. kladovanus u celini

posmatrano kraći od izdanaka druge dve vrste karanfila, odnosno da mnogo manji

procenat izdanaka pripada kategoriji dužine preko 20 mm.

Tabela 109 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

nodusnih reznica na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga

1/2MS
Vrsta šećera

Koncentracija

gL-1 < 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 41,0bc 38,5bc 20,5b

30 51,2b 34,8c 14,0c

50 45,8b 54,2ab 0,0d
saharoza

70 42,1b 57,9a 0,0d

10 36,2c 29,8c 34,0a

30 59,1a 15,9d 25,0b

50 53,3ab 36,7c 10,0c
glukoza

70 54,5ab 45,5b 0,0d

10 47,3b 36,4c 16,3bc

30 46,4b 46,4b 7,2c

50 37,5c 62,5a 0,0d
fruktoza

70 65,7a 34,3c 0,0d

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Pravilnost koja se uočava kod vrste D. pinifolius u pogledu zavisnosti dužine

izdanaka od koncentracije šećera u podlozi, prisutna je i kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus (tabele 109, 110 i 111). Drugim rečima, sa porastom koncentracije šećera u

podlozi povećava se i broj kratkih izdanaka (dužine do 10 mm), a smanjuje procenat

izdanaka u kategoriji dužih od 20 mm.

Tabela 110 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

terminalnih pupoljaka 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga
Koncentracija

1/2MS
Vrsta šećera

gL-1
< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 38,2c 43,5ab 18,3c

30 56,0b 34,5b 9,5d

50 81,0a 19,0c 0,0e
saharoza

70 83,3a 16,7c 0,0e

10 20,0d 26,7bc 53,3a

30 27,8cd 41,7ab 30,5b

50 26,3cd 52,6a 21,1bc
glukoza

70 45,4bc 54,6a 0,0e

10 34,9c 51,5a 13,6c

30 53,0b 30,1b 16,9c

50 48,5b 42,4ab 9,1d
fruktoza

70 52,9b 47,1a 0,0e

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Posmatrajući uticaj vrste šećera, najduži izdanci su formirani na podlogama sa

glukozom i te razlike su uglavnom statistički značajne (tabele 109, 110 i 111). Tako,

procenti izdanaka u svakoj dužinskoj kategoriji koji su se razvili iz nodusnih reznica na

podlogama sa 30 gL-1 saharoze i fruktoze pripadaju istim homogenim grupama, za

razliku od izdanaka razvijenih na podlozi sa sa 30 gL-1 glukoze (tabela 109). Slične

razlike se javljaju i kod izdanaka poreklom iz terminalnih pupoljka i vršnih reznica, kao

i na podlogama sa drugim koncentracijama ispitivanih šećera, ali su slabije uočljiva uz

preklapanja između homogenih grupa (tabele 109, 110 i 111).

Tabela 111 Dužina izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus koji su se razvili iz

vršnih reznica na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Podloga

Vrsta šećera Koncentracija 1/2MS

gL-1
< 10 mm

(%)

10 - 20 mm

(%)

>20 mm

(%)

10 44,7c 42,1ab 13,2d

30 47,2c 30,5c 22,3c

50 83,3a 16,7d 0,0e
saharoza

70 46,1c 53,9a 0,0e

10 13,5e 27,9c 58,6a

30 18,4de 26,7c 54,9a

50 22,5d 31,8c 45,7b
glukoza

70 28,6d 47,6a 23,8c

10 26,9d 49,6a 23,5c

30 25,7d 16,7d 57,6a

50 50,5c 41,7ab 7,8d
fruktoza

70 68,0b 32,0c 0,0e

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Može se uočiti da su izdanci kod D. giganteiformis ssp. kladovanus u celini

posmatrano kraći od izdanaka druge dve vrste karanfila, odnosno da mnogo manji

procenat izdanaka pripada kategoriji dužine preko 20 mm.

4.2.3.4. Broj nodusa

D. serotinus

Najveći prosečan broj nodusa formiran je na podlogama sa saharozom (tabela

112). Na podlogama sa glukozom je broj nodusa viši u odnosu na podloge sa

fruktozom, ali zbog preklapanja između homogenih grupa dobijene razlike, iako

postoje, nisu značajne (tabela 112).

Posmatrajući samu koncentraciju šećera u podlogama, najpovoljniji rezultati, za

svaku vrstu šećera dobijeni su uglavnom na podlogama sa 30 gL-1 odogovarajućeg

šećera - saharoze, glukoze ili fruktoze, dok je na podlogama sa 10 gL-1 ili 50 gL-1 iste

vrste šećera broj nodusa bio nešto manji. Najnepovoljnije su podloge sa suviše visokom

koncentracijom šećera (70 gL-1), bez obzira koji je šećer u pitanju (tabele 112 i 113).

Već se prilikom ispitivanja uticaja balansa citokinina i auksina pokazalo da je

razvoj izdanaka intenzivniji na MS podlogama, na kojima je ujedno i prosečan broj

nodusa po eksplantu veći nego na 1/2MS podlogama sa istim koncentracijama hormona,

kod sva tri tipa eksplanata. Takve razlike su prisutne i tokom ovih ogleda, gde se

maksimalna vrednost prosečnog broja nodusa kreće od 9,3 do 10,5, na MS podlogama

sa 30 gL-1 saharoze, zavisno od tipa eksplanta, dok maksimalna vrednost na 1/2MS

podlogama, takođe sa 30 gL-1 saharoze iznosi 8,4 (terminalni pupoljci) (tabela 112).

U tabelama 112 i 113 se može uočiti da tip eksplanta nema većeg uticaja na broj

nodusa koji će se formirati, odnosno uprkos prisutnim manjim razlikama prosečan broj

nodusa se menja kod sva tri tipa eksplanta zavisno od sadržaja i vrste šećera u podlozi,

tako da je na pojedinim podlogama maksimalan broj nodusa formiran kod izdanaka koji
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su se razvili iz nodusnih reznica, na pojedinim podlogama kod izdanaka poreklom iz

terminalnih pupoljaka, a na nekim podlogama se maksimalan broj nodusa formirao iz

vršnih reznica.

Tabela 112 Prosečan broj nodusa D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta na MS

i 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Tip eksplanta Konc.
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

Vrsta šećera gL-1 MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

10 5,3ab 5,1a 6,8ab 4,2b 3,8bc 5,5ab

30 9,8a 6,4a 10,5a 8,4a 9,3a 7,1a

50 8,7a 3,7ab 6,3ab 3,8b 6,5b 3,2b
saharoza

70 4,5ab 2,1bc 4,7b 2,7bc 4,2b 1,4c

10 4,9ab 2,1bc 6,7ab 2,4bc 5,1b 3,8b

30 3,0bc 1,7c 5,1ab 2,6bc 6,7b 3,2b

50 5,6ab 1,2c 6,2ab 1,8c 5,0b 2,4bc
glukoza

70 2,9bc 1,0c 3,6bc 1,2c 3,7bc 1,1c

10 1,2c 1,2c 1,5c 1,3c 1,8c 1,5c

30 2,4bc 1,3c 3,0bc 1,5c 2,8bc 2,1bc

50 1,9c 1,1c 3,8bc 1,0c 2,2bc 1,3c
fruktoza

70 -* 0,0d 0,7c 0,3c 1,0c 0,8c

10 1,3c - 1,5c - 1,7c -

30 4,5ab - 3,9bc - 4,2b -

50 3,3bc - 2,5bc - 2,7bc -
fruktoza-sorbitol

70 2,3bc - 2,1bc - 1,8c -

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Interesantno je primetiti da je dodavanje sorbitola u podlogu imalo pozitivan

efekat na povećanje broja nodusa u odnosu na podloge koje sadrže samo fruktozu

(tabela 112), što se nije očekivalo s obzirom da je ispoljio negativan uticaj na dužinu

izdanaka ove vrste. Međutim, iako su zabeležene više vrednosti na podlogama sa

sorbitolom, zbog preklapanja između homogenih grupa, razlike u odnosu na podloge

samo sa fruktozom uglavnom nisu statistički značajne (tabela 112).

D. pinifolius

Kod D. pinifolius povoljan efekat na broj nodusa imale su podloge sa

saharozom i glukozom, u nekim slučajevima su više vrednosti zabeležene na podlogama

sa glukozom (tabela 113). Prosečne vrednosti broja nodusa na podlogama sa saharozom

i podlogama sa istim koncentracijama glukoze se uglavnom statistički značajno ne

razlikuju, izuzev 1/2MS podloge sa 10 gL-1 saharoze na kojoj su kod sva tri tipa

eksplanta zabeležene znatno više vrednosti u odnosu na ostale 1/2MS i MS podloge

(tabela 113).

Vrednosti prosečnog broja nodusa na podlogama sa fruktozom su nešto manje,

ali za sva tri tipa šećera (saharozu, glukozu ili fruktozu) maksimalan prosečan broj

nodusa je uglavnom na podlogama sa 30 gL-1 odgovarajućeg šećera, izuzev 1/2MS

podloge sa 10 gL-1 saharoze (tabele 113 i 114).

Posmatrajući tip eksplanta, uočava se da postoje razlike u broju nodusa, ali ne

postoji pravilnost koja ide u prilog određenom tipu reznica (tabela 113). Na primer, na

MS podlogama sa saharozom, prosečan broj nodusa je najveći kada su kao eksplanti

korišćene vršne reznice, na nekim podlogama (50 gL-1 saharoze) gotovo dva puta veći

nego kada su eksplanti bili vršne ili nodusne reznice (tabela 113). Međutim, na MS

podlogama sa glukozom razlika u broju nodusa koji su formirani gajenjem vršnih

reznica i terminalnih pupoljaka gotovo je zanemarljiva, ali su u oba slučaja dobijene

vrednosti znatno veće od prosečnog broja nodusa formiranog kod nodusnih reznica.

Na podlogama sa fruktozom, razlika između tipova eksplanata gotovo da nema.
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Tabela 113 Prosečan broj nodusa D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta na MS

i 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Tip

eksplanta

Konc. poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz vršnih

reznica

Vrsta

šećera
gL-1 MS 1/2MS MS 1/2MS MS 1/2MS

10 4,0ab 5,3a 3,3b 7,6a 4,5ab 8,5a

30 4,9a 1,4c 4,2ab 2,4bc 6,7a 3,0b

50 3,4ab 1,2c 2,7bc 1,8c 5,2ab 2,5bc
saharoza

70 2,4bc 1,0c 2,5bc 1,4c 4,3ab 2,1bc

10 3,2ab 2,4bc 4,9ab 2,9b 4,5ab 4,0b

30 4,5ab 3,0bc 5,6a 3,7b 6,4a 3,1b

50 3,8ab 2,6bc 5,1a 1,6c 4,7ab 3,8b
glukoza

70 2,4bc 1,1c 2,8bc 1,0c 2,5bc 1,4c

10 2,9b 2,7bc 3,7b 3,4b 3,3b 3,0b

30 4,4ab 3,8ab 3,6b 2,7bc 4,1b 3,2b

50 2,2bc 2,0bc 2,4bc 1,6c 3,0b 2,1bc
fruktoza

70 1,6c 1,2c 1,8c 1,1c 2,4bc 1,5c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Slične pravilnosti postoje i na 1/2MS podlogama, ali ima i razlika. Pre svega,

broj nodusa na 1/2MS podlogama je niži nego na MS podlogama. Vrednosti prosečnog

broja nodusa na MS podlogama su se uglavnom kretale u intervalu između 3 i 7 (tabela

113), dok na 1/2MS podlogama ne prelaze 4, sa izuzetkom podloge sa 10 gL-1 saharoze

(tabela 113). U tom smislu se uočava da se uticaj same koncentarcije šećera u 1/2MS

podlogama nešto razlikuje od uticaja na MS podlogama. Pre svega, uočljivo je

odstupanje na podlozi sa 10 gL-1 saharoze gde su vrednosti prosečnog broja nodusa ne

samo 2-5 puta više nego na ostalim 1/2MS podlogama, već su značajno više i u odnosu

na vrednosti dobijene na MS podlogama.
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Posmatrajući 1/2MS podloge sa glukozom i fruktozom, primećuje se uticaj

koncentracije šećera na prosečan broj nodusa kod istog tipa eksplanta koji je slabo

izražen, odnosno vrednosti prosečnog broja nodusa na podlogama sa različitom

koncentracijom šećera (10 gL-1, 30 gL-1 i 50 gL-1) se manje međusobno razlikuju nego

što je to bio slučaj na MS podlogama (tabela 113).

Uticaj tipa eksplanta na podlogama sa saharozom je ostao nepromenjen u

odnosu na MS podloge, odnosno, najveći broj nodusa se formirao gajenjem vršnih

reznica, manji gajenjem terminalnih pupoljaka dok je kod nodusnih reznica prosečan

broj nodusa bio najmanji (tabela 113). Razlike na podlogama sa glukozom i fruktozom,

posmatrano u odnosu na tip eksplanta nisu izražene ni na 1/2MS podlogama.

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Na podlogama sa glukozom i fruktozom prosečan broj nodusa se kretao u

rasponu između 1 i 3, na podlogama sa saharozom nije bio niži od 2, a najpovoljniji

efekat je imala podloga sa 30 gL-1 saharoze, na kojoj je prosečan broj nodusa bio

najviši, gde se gajenjem vršnih reznica formiralo prosečno 8,7 nodusa, gajenjem

terminalnih pupoljaka 4,0 nodusa, a nodusnih reznica 5,1, što značajno premašuje

vrednosti dobijene na ostalim podlogama (tabela 114).

Ipak, posmatrajući podloge sa drugim koncentracijama saharoze (10 gL-1, 50 gL-

1 i 70 gL-1), sa glukozom ili sa 10 gL-1 fruktoze ne mogu se uočiti značajnije razlike u

broju nodusa zavisno od vrste i koncentracije šećera (tabela 114), što potvrđuju i

preklapanja između homogenih grupa (tabela 114). Međutim, na podlogama sa

glukozom i fruktozom primećuje se postepeno opadanje prosečnog broja nodusa sa

povećanjem koncentracije šećera u podlozi (tabela 114).

Uticaj tipa eksplanata učljiv je jedino na podlogama sa saharozom, pri čemu je

najviši prosečan broj nodusa formiran kod vršnih reznica, zatim kod nodusnih, a

najmanji gajenjem terminalnih pupoljaka, pri svim ispitivanim koncentracijama

saharoze (tabela 114). Na podlogama sa glukozom i fruktozom razlike u broju nodusa
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su slabo izražene i ne postoji pravilna razlika između tipova eksplanata, već su u nekim

slučajevima maksimalni rezultati dobijeni kod vršnih reznica, u pojedinim slučajevima

kod nodusnih, a npr. na podlozi sa 70 gL-1 fruktoze maksimalan broj nodusa se formirao

iz terminalnih pupoljaka (tabela 114).

Tabela 114 Prosečan broj nodusa D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta na 1/2MS podlogama sa različitom koncentracijom šećera

Tip eksplanta Konc.
poreklom iz

nodusnih reznica

poreklom iz

terminalnih pupoljaka

poreklom iz

vršnih reznica

Vrsta šećera gL-1 1/2MS 1/2MS 1/2MS

10 3,8ab 3,2ab 4,0b

30 5,1a 4,0a 8,7a

50 2,7ab 2,0abc 4,3b
saharoza

70 2,2bc 2,1abc 3,0bc

10 2,7ab 3,3ab 3,2bc

30 1,6bc 2,7ab 3,1bc

50 1,4bc 2,2abc 2,5bc
glukoza

70 1,4bc 1,3bc 2,0bc

10 2,1bc 3,3ab 4,1b

30 1,8bc 1,8bc 1,9bc

50 1,1bc 1,3bc 1,6bc
fruktoza

70 0,5c 1,5bc 1,0c

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

4.2.3.5. Promena pH vrednosti podloge nakon autoklaviranja i gajenja kulture

Kao što se prema navođenjima Thorpe et al. (2008) moglo očekivati,

autoklaviranjem se snižava pH vrednost podloge, koja se kasnije naknadno menja

selektivnim usvajanjem različitih jona iz podloge od strane biljke koja se gaji in vitro,

što su potrvidila i naša istraživanja (tabela 115).
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Na opadanje pH vrednosti podloge uticali su i tip šećera i njegova koncentracija.

Podloge sa fruktozom, odnosno mešavinom fruktoze i sorbitola su nakon autoklaviranja

bile kiselije od podloga koje su sadržale saharozu ili glukozu. Međutim, dodavanje

sorbitola nije samo imalo uticaja na smanjenje kiselosti podloge nakon autoklaviranja,

već je uticalo i na usvajanje jona iz podloge kojim se naknadno tokom gajenja kulture

menja pH vrednost medijuma. Prvo, uočljivo je da sa povećanjem koncentracije

fruktoze u podlozi opada njena pH vrednost nakon autoklaviranja, a zatim nakon 25

dana gajenja kultura pH vrednost neznatno raste (tabela 115).

Dodavanjem mešavine sorbitola i fruktoze pH vrednost opada, ali je viša u

odnosu na podloge samo sa fruktozom, da bi se nakon 25 dana gajenja in vitro kulture

dodatno smanjila, ali ne spuštajući se ispod 4,2 (tabela 115). To vodi ka pretpostavci da

je prisustvo sorbitola uticalo na selektivno usvajanje jona iz podloge na drugačiji način

nego kada je u podlogu bila dodata samo fruktoza.

S obzirom na to da je poznato da dodavanje fruktoze u medijum (Owen et al.,

1991) značajno snižava njegovu pH vrednost nakon autoklaviranja, i da je evidentna

pravilnost opadanja pH vrednosti sa povećanjem koncentracije fruktoze (tabela 115)

može se pretpostaviti da je i kod podloga sa mešavinom sorbitola i fruktoze prisustvo

same fruktoze uticalno na isti način na smanjenje pH vrednosti. Međutim, u tom slučaju

je dodavanje sorbitola imalo uticaja na povećanje pH, jer npr. podloga sa 30 gL-1

mešavine sorbitola i fruktoze koja sadrži oko 15 gL-1 fruktoze ima višu pH vrednost

nakon autoklaviranja (4,8) nego podloga koja sadrži samo fruktozu u koncentraciji 10

gL-1 (4,2).

Posmatrajući ostale ispitivane šećere, saharozu i glukozu, dobijeni su očekivani

rezultati, odnosno što je veća koncentracija šećera bila u podlozi, to je pH vrednost više

opala nakon autoklaviranja. Podloge sa saharozom su imale pH vrednost od 5,0 do 5,6,

a sa glukozom od 4,4 do 5,4 (tabela 115). Ovakvi rezultati otvaraju novi ugao

sagledavanja podataka dobijenih tokom analize uticaja vrste i koncentracije šećera na

razvoj kultura ispitanih taksona, jer dobijene razlike mogu biti posledica reakcije biljne

kulture na različitu, odnosno nisku pH vrednost podloge.

Za razliku od podloga sa fruktozom, nakon 25 dana gajenja kulture, pH vrednost

podloga sa saharozom i glukozom je dodatno opala (tabela 115).
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Tabela 115 Promena pH vrednosti MS podloge nakon autoklaviranja i nakon 25 dana

gajenja eksplanata vrste D. serotinus

Vrsta šećera
Koncentracija

gL-1

pH pre

autoklaviranja

pH nakon

autoklaviranja

pH nakon 25 dana

gajenja kulture

10 6,3 5,6 4,8

30 6,3 5,5 5,1

50 6,3 5,3 4,9
saharoza

70 6,3 5,0 4,8

10 6,3 5,4 4,5

30 6,3 4,9 4,7

50 6,3 4,8 4,5
glukoza

70 6,3 4,4 4,4

10 6,3 4,2 4,3

30 6,3 3,8 4,2

50 6,3 3,7 3,9
fruktoza

70 6,3 3,5 3,6

10 6,3 4,9 4,3

30 6,3 4,8 4,4

50 6,3 4,4 4,2
fruktoza-sorbitol

70 6,3 4,3 4,2

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

U tom smislu, precizan uticaj vrste i koncentracije šećera na razvoj izdanaka u fazi

multiplikacije bi se dobio ukoliko je pH vrednost podloga nakon autoklaviranja jednaka,

ali u praktičnom smislu takvi podaci nisu previše značajni. To znači da bi eventualno

povoljniji razvoj izdanaka možda bio na podlogama sa fruktozom ukoliko bi pH

vrednost pre autoklaviranja bila podešena na 7,0, na primer umesto na 6,3, ali kako su

više nego zadovoljavajući rezultati postignuti na podlogama sa saharozom i glukozom,

takava istraživanja bi bila suvišna.
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4.3. FAZA OŽILJAVANJA ISPITANIH TAKSONA

Kao što je navedeno u poglavlju "Materijal i metod rada" ožiljavanje je

obavljeno u uslovima in vitro, na hranljivim podlogama 1/2 MS i MS, sa NAA u

koncentraciji 0,27 - 2,68 µM i bez hormona (slika 17) kao i na podlogama bez agara sa

peskom (slika 18) i perlitom (slika 19) kao potpornim komponentama.

Slika 17 Ožiljavanje vršnih reznica sa 1-3 nodusa (levo) i nodusnih reznica (desno) D.

serotinus na medijumu sa agarom

Slika 18 Ožiljavanje vršnih reznica sa 4-6 nodusa D. serotinus na podlozi sa peskom
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Slika 19 Ožiljavanje vršnih reznica sa 4-6 nodusa D. serotinus na podlozi sa perlitom

4.3.1. OŽILJAVANJE NA PODLOGAMA SA AGAROM

4.3.1.1. Procenat ožiljavanja

D. serotinus

Ožiljavanje eksplanata D. serotinus je bilo relativno slabo, u velikom broju

slučajeva procenat ožiljenih eksplanata bio je niži od 50% (tabela 116). Uočljiv je

znatan uticaj tipa eksplanta na ožiljavanje, pri čemu su se u većem procentu, na nekim

podlogama i dvostruko većem, ožiljavale nodusne reznice i terminalni pupoljci nego

vršne reznice (tabela 116). Značajnost uticaja tipa eksplanta na procenat ožiljavanja

potvrđena je i multinominalnom logističkom regresijom (tabela 117). Tokom

ožiljavanja iz aksilarnih pupoljaka nodusnih reznica i iz terminalnih pupoljaka razvili su

se izdanci dužine 2-5cm.
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Tabela 116 Procenat ožiljavanja eksplanata D. serotinus na podlogama sa različitim

sadržajem NAA

Tip

eksplanata

nodusne

reznice

terminalni

pupoljci

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

vršne reznice sa

4 - 6 nodusa

NAA (µM)

Osnovna

podloga
% % % %

0,0 MS 46,7c 45,0c 28,3cd 25,0d

0,27 MS 40,0c 41,7c 23,3d 26,8d

0,54 MS 53,4bc 51,7bc 38,3c 35,0cd

2,68 MS 81,7a 80,0a 68,3ab 65,0ab

0,0 1/2MS 56,7bc 55,0bc 35,0c 26,7d

0,27 1/2MS 51,7bc 55,0bc 36,7c 33,4cd

0,54 1/2MS 68,3b 67,0b 48,4bc 41,7c

2,68 1/2MS 85,0a 86,7a 76,7a 75,0a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Pored tipa eksplanta, na ožiljavanje je značajno uticalo i prisustvo NAA u
medijumu (tabela 117), a procenat ožiljenih izdanaka se povećavao sa povećanjem
koncentracije NAA u podlozi, da bi najveću vrednost dostigao na podlogama sa 2,68
µM NAA, od 65% do 85% zavisno od tipa eksplanta i koncentracije MS soli u podlozi
(tabela 116).

Tabela 117 Značajnost uticaja različitih faktora na ožiljavanje eksplanata D. serotinus

na podlogama sa različitim sadržajem NAA

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

NAA 7,77335 0,0053

koncentracija MS soli 1,68273 0,0387

tip eksplanta 34,9502 0,0000

NAA × koncentracija MS soli 0,020922 0,8850

NAA × tip eksplanta 0,299383 0,9601

tip eksplanta × koncentracija MS soli 0,692205 0,8750
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U tabeli 116 mogu se uočiti razlike u procentu ožiljavanja na podlogama sa

različitom koncentracijom MS soli, ali su prisutna preklapanja između homogenih

grupa. Međutim, pri istoj koncentraciji NAA, kod istog tipa eksplanta, procenat

ožiljavanja je uvek viši na 1/2MS podlogama nego na MS podlogama (tabela 116), i

nakon sprovedene logističke regresije utvrđeno je da uticaj koncentracije MS soli u

podlozi jeste statistički značajan (tabela 117).

D. pinifolius

Za razliku od D. serotinus, ožiljavanje eksplanata D. pinifolius je bilo uspešnije i

procenat ožiljavanja na svim podlogama se kretao u granicama od 75,0% do 96,7%

(tabela 118).

Tabela 118 Procenat ožiljavanja eksplanata D. pinifolius na podlogama sa različitim

sadržajem NAA

Tip

eksplanata

nodusne

reznice

terminalni

pupoljci

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

NAA (µM)

Osnovna

podloga
% % % %

0,0 MS 83,3ab 86,7ab 88,3ab 88,3ab

0,27 MS 88,3a 85,0ab 86,7ab 91,7a

0,54 MS 90,0a 91,7a 95,0a 95,0a

2,68 MS 95,0a 96,7a 96,7a 95,0a

0,0 1/2MS 76,7b 75,0b 78,4b 76,7b

0,27 1/2MS 78,4b 76,7b 78,4b 78,4b

0,54 1/2MS 81,7ab 76,7b 83,4b 85,0ab

2,68 1/2MS 80,0ab 81,7b 85,0ab 86,7ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)



MIKROPROPAGACIJA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS, D. GIGANTEIFORMIS SSP. KLADOVANUS

199

Uticaj koncentracije MS soli u podlozi je uočljiv, ali kod D. pinifolius povoljnije

su bile podloge sa MS koncentracijom soli, gde je procenat ožiljavanja bio primetno viši

(88,3 - 96,7%) na MS podlogama, nego na podlogama sa upola manjom koncentracijom

MS soli (75,0-86,7%) (tabela 118).

Značajnost uticaja koncentracije soli u podlozi na ožiljavanje eksplanata D.

pinifolius potvrdila je i sprovedena logistička regresija (tabela 119).

U tabeli 118 se može uočiti blago povećanje procenta ožiljenih eksplantata sa

povećanjem koncentracije NAA u podlozi. Međutim, postojeće razlike su uglavnom

male i kod istog tipa eksplanta, pri istoj koncentraciji MS soli, dobijene vrednosti često

pripadaju istoj homogenoj grupi zbog čega možemo smatrati da je uticaj koncentracije

NAA na procenat ožiljavanja eksplanata D. pinifolius mali, a logističkom regresijom je

pokazano da nije ni statistički značajan (tabela 119).

Uspešnost ožiljavanja nije zavisila ni od tipa eksplanta kao što je to bio slučaj

kod D. serotinus, jer su razlike na istoj hranljivoj podlozi u procentu ožiljavanja između

nodusnih reznica, terminalnih pupoljaka i izdanaka sa različitim brojem nodusa male

(tabela 118) i nisu statistički značajne (tabela 119).

Slično kao i kod D. serotinus, tokom ožiljavanja nodusnih reznica iz aksilarnih

pupoljaka su se razvili izdanci, tako da su ožiljene biljčice imale jedan ili dva izdanka

dužine obično u rasponu 5 - 8 cm (slika 20).

Slika 20 Ožiljene nodusne reznice D. pinifolius
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Tabela 119 Značajnost uticaja različitih faktora na ožiljavanje eksplanata D. pinifolius

na podlogama sa različitim sadržajem NAA

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

NAA 3,46287 0,0628

koncentracija MS soli 7,28956 0,0069

tip eksplanta 1,12243 0,7717

NAA × koncentracija MS soli 4,45835 0,0347

NAA × tip eksplanta 0,40061 0,9401

tip eksplanta × koncentracija MS soli 0,571037 0,9030

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Eksplanti D. giganteiformis ssp. kladovanus su se ožilili u visokom procentu, a

procenat ožiljavanja se kretao od 70,0% do 96,7% (tabela 120). U tabeli 120 uočljive su

razlike između 1/2MS i MS podloga i te razlike su statistički značajne (tabela 121).

Procenat ožiljavanja je bio viši na na 1/2MS podlogama od 73,4% do 96,7% dok

na MS podlogama nije prelazio 77% (tabela 120). Međutim, koncentracija NAA u

podlogama nije imala uticaja na ožiljavanje (tabela 121). Razlike u procentu ožiljavanja

posmatrano kod istog tipa eksplanta su male i nisu statistički značajne (tabela 120).

Uticaj tipa eksplanta je izražen, pa tako procenat ožiljavanja nodusnih reznica na

1/2MS podlogama bio je od 75,0% do 76,7%, terminalnih pupoljaka 85,0 - 88,3%,

vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa 91,7 - 95,0%, a vršnih reznica sa 4 - 6 nodusa je najviši i

iznosio je 93,4 - 96,7% (tabela 120). Zbog toga, bilo je i očekivano da multipla
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logistička regresija potvrdi statističku značajnost uticaja tipa eksplanta na procenat

ožiljavanja D. giganteiformis ssp. kladovanus (tabela 121).

Tabela 120 Procenat ožiljavanja eksplanata D. giganteiformis ssp. kladovanus na

podlogama sa različitim sadržajem NAA

Tip

eksplanata

nodusne

reznice

terminalni

pupoljci

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

vršne reznice sa

4 - 6 nodusa

NAA (µM)

Osnovna

podloga

% % % %

0,0 MS 70,0a 71,7b 73,4b 71,7b

0,27 MS 71,7a 70,0b 73,4b 75,0b

0,54 MS 71,7a 73,4ab 75,0b 71,7b

2,68 MS 73,4a 73,4ab 76,7b 73,4b

0,0 1/2MS 75,0a 86,7a 93,4a 95,0a

0,27 1/2MS 73,4a 85,0a 91,7a 96,7a

0,54 1/2MS 75,0a 86,7a 91,7a 96,7a

2,68 1/2MS 76,7a 88,3a 95,0a 93,4a

Tabela 121 Značajnost uticaja različitih faktora na ožiljavanje eksplanata D.

giganteiformis ssp. kladovanus na podlogama sa različitim sadržajem NAA

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

NAA 0,0008206 0,9998

koncentracija MS soli 43,3181 0,0000

tip eksplanta 44,6267 0,0000

NAA × koncentracija MS soli 0,00320855 0,9548

NAA × tip eksplanta 0,511812 0,9163

tip eksplanta × koncentracija MS soli 30,3936 0,0000
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4.3.1.2. Broj korenova

D. serotinus

Prosečan broj korenova koji se formirao po ožiljenoj biljčici D. serotinus bio je

od 4,0 do 21,1, zavisno od koncentracije MS soli u podlozi, koncentracije NAA i tipa

eksplanta (tabela 122).

Međutim, u pogledu razlika koje se javljaju između tipova eksplanata nema

pravilnosti, pa tako na MS podlozi sa 2,68 µM NAA najveći prosečan broj korenova se

formirao ožiljavanjem vršnih reznica sa 1-3 nodusa (21,1), a najmanji ožiljavanjem

nodusnih reznica (15,3); dok na 1/2 MS podlozi sa istom koncentracijom NAA (2,68

µM) dobijeni su suprotni rezultati, odnosno najveći prosečan broj korenova formiran je

kod nodusnih reznica (12,6), a najmanji kod vršnih reznica sa 1-3 nodusa (10,5) (tabela

122). Samim tim, što je i očekivano i višefaktorska analiza varijanse je pokazala da tip

eksplanta značajno ne utiče na prosečan broj korenova D. serotinus (tabela 123).

Tabela 122 Prosečan broj korenova D. serotinus koji se razvio iz jednog eksplanta

Tip eksplanata

NAA (µM)
Osnovna

podloga
nodusne

reznice

terminalni

pupoljci

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

0,0 MS 5,5b 6,3bc 6,7bc 6,1bc

0,27 MS 5,8b 6,0bc 7,2bc 6,5bc

0,54 MS 9,4ab 12,1ab 13,0b 10,8b

2,68 MS 15,3a 18,6a 21,1a 19,2a

0,0 1/2MS 3,8c 4,1c 5,6c 4,7c

0,27 1/2MS 4,5bc 4,0c 5,8c 5,6c

0,54 1/2MS 4,7bc 4,3bc 6,3bc 5,5c

2,68 1/2MS 12,6a 11,8ab 10,5b 13,4b

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Koncentracija NAA u podlozi je značajno uticala na broj korenova, pored toga

što se javljaju mala preklapanja između homogenih grupa, razlike u prosečnom broju

korenova, kod istog tipa eksplanta su statistički značajne (tabela 122).

Pored koncentracije NAA u podlozi, može se uočiti da i koncentracija MS soli

ima uticaja na broj korenova, jer na podlogama sa istom koncentracijom NAA, broj

korenova je uvek veći na MS podlogama nego na 1/2MS podlogama (tabela 122).

Takođe, može se primetiti da su razlike između prosečnog broja korenova na

MS podlogama primetne i zavise od koncentracije NAA, dok na 1/2MS podlogama

gotovo da nema značajnih razlika između podloga bez NAA i podloga sa 0,27 µM NAA

i 0,54 µM NAA, a uočljivije razlike se javljaju tek pri koncentraciji 2,68 µM NAA

(tabela 122). Zbog različitog efekta NAA na podlogama sa MS i sa 1/2MS

koncentracijom soli, može se pretpostaviti da postoji interakcija između navedena dva

faktora, a analiza varijanse je pokazala da ta interakcija jeste statistički značajna (tabela

123).

Tabela 123 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj korenova D. serotinus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: NAA 514,238 128,48 0,0000

 B: tip eksplanta 14,69 3,67 0,0564

 C: koncentracija MS soli 121,68 91,20 0,0000

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 3,7125 0,31 0,9524

 AC 46,2425 11,55 0,0019

 BC 7,47 1,87 0,2057
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D. pinifolius

Prosečan broj korenova koji se formirao ožiljavanjem različitih eksplanata D.

pinifolius bio je relativno visok i iznosio je od 9,3 (nodusne reznice na 1/2MS podlozi

sa 0,27 µM NAA) do 17,1 (vršne reznice sa 4 - 6 nodusa na MS podlozi sa 2,68 µM

NAA) (tabela 124).

Tabela 124 Prosečan broj korenova D. pinifolius koji se razvio iz jednog eksplanta

Tip eksplanata
NAA

µM

Osnovna

podloga
nodusne

reznice

terminalni

pupoljci

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

0,0 MS 15,4a 16,2a 14,3a 13,5a

0,27 MS 17,8a 16,8a 15,6a 16,2a

0,54 MS 15,6a 15,0a 15,1a 16,5a

2,68 MS 15,9a 14,7a 16,8a 17,1a

0,0 1/2MS 10,1b 9,4b 10,3ab 9,6b

0,27 1/2MS 9,3b 10,1b 9,8ab 11,2ab

0,54 1/2MS 12,4ab 11,5ab 11,8ab 10,5ab

2,68 1/2MS 11,8ab 12,0ab 12,5a 11,5ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Interesantno je primetiti da dodavanje NAA u podlogu uopšte nije imalo uticaja

na broj korenova, štaviše na MS podlogama sve vrednosti, bez obzira na tip eksplanta

pripadaju jednoj homogenoj grupi, odnosno uopšte ne postoje statistički značajne

razlike između podloga sa različitim sadržajem NAA (tabela 124).

Takođe, može se uočiti da broj korenova koji se formira u fazi in vitro

ožiljavanja D. pinifolius ne zavisi ni od tipa eksplanta koji se koristi. Razlike između

korišćenih eksplanata su male i nema pravilnosti pa su na nekim podlogama najviše

vrednosti dobijene kod nodusnih reznica (npr. MS podloga bez NAA), na nekim kod

terminalnih pupoljaka (npr. MS podloga sa 0,27 µM NAA), ili kod vršnih reznica sa 2 -
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3 ili 4 - 6 nodusa (tabela 124). Zbog toga je bilo očekivano da višefaktorska analiza

varijanse potvrdi da ni tip eksplanta ni koncentracija NAA u podlozi statistički značajno

ne utiče na broj korenova koji će se formirati (tabela 125).

Međutim, u tabeli 124 može se jasno uočiti razlika između podloga sa MS i

1/2MS koncentracijom soli, na svim MS podlogama dobijene su više vrednosti nego na

1/2MS podlogama, a te razlike jesu statistički značajne (tabela 125).

Tabela 125 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj korenova D. pinifolius

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: NAA 12,0759 3,63 0,0578

 B: tip eksplanta 0,513437 0,15 0,9242

 C: koncentracija MS soli 193,553 174,58 0,0000

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 5,20031 0,52 0,8271

 AC 7,80844 2,35 0,1407

 BC 0,985937 0,30 0,8272

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus prosečan broj korenova je bio primetno

niži nego kod D. serotinus i D. pinifolius i iznosio je na MS podlogama od minimalnih

2,9 (terminalni pupoljci na podlozi bez hormona) do 4,6 (vršne reznice sa 1-3 nodusa na

podlozi sa 2,68 µM NAA) (tabela 126). Na 1/2MS podlogama broj korenova je bio

skoro dvostruko veći i bi je od 5,0 do 10,5 (tabela 126).
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Tabela 126 Prosečan broj korenova D. giganteiformis ssp. kladovanus koji se razvio iz

jednog eksplanta

Tip eksplanata
NAA

µM

Osnovna

podloga
nodusne

reznice

terminalni

pupoljci

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

0,0 MS 3,1b 2,9c 3,2b 3,1b

0,27 MS 2,8bc 3,2c 3,1b 3,5b

0,54 MS 3,5b 3,5c 3,8b 3,4b

2,68 MS 3,8b 3,3c 4,6b 4,2b

0,0 1/2MS 5,2a 5,0ab 8,9a 8,8a

0,27 1/2MS 5,0a 5,5a 9,1a 9,3a

0,54 1/2MS 5,5a 5,7a 9,6a 9,7a

2,68 1/2MS 6,3a 6,6a 10,2a 10,5a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Slika 21 Ožiljeni izdanci D. giganteiformis ssp. kladovanus
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Uticaj koncentracije NAA na broj korenova koji su se formirali kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus je prisutan, uprkos preklapanjima između homogenih

grupa i broj korenova se povećava sa povećanjem koncentracije ovog hormona (tabela

126). Sprovedena analiza varijanse je potvrdila da koncentracija NAA u podlozi

statisčki značajno utiče na broj korenova koji se formira tokom ožiljavanja ovog

taksona (tabela 127).

Pored uticaja koncentracije NAA, primetne su i razlike između MS i 1/2MS

podloga, pri čemu su povoljniji rezultati dobijeni na podlogama sa nižom

koncentracijom MS soli (tabela 126). Takođe, može se uočiti da broj formiranih

korenova zavisi i od tipa eksplanta, ali značajne razlike postoje samo na 1/2MS

podlogama, gde se nakon ožiljavanja vršnih reznica (slika 21) formiralo gotovo

dvostruko više korenova nego kod nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka (tabela

126).

Tabela 127 Analiza varijanse za uticaj sastava medijuma i tipa eksplanta na prosečan

broj korenova D. giganteiformis ssp. kladovanus

Suma kvadrata F-odnos P-vrednost

OSNOVNI FAKTORI

 A: NAA 6,42844 43,80 0,0000

 B: tip eksplanta 36,3534 247,69 0,0000

 C: koncentracija MS soli 135,713 2773,97 0,0000

INTERAKCIJE FAKTORA

 AB 0,562813 1,28 0,3603

 AC 0,290938 1,98 0,1873

 BC 25,5209 173,88 0,0000

Višefaktorska analiza varijanse je pokazala da i koncentracija MS soli i tip

eksplanta imaju statistički značajan uticaj na broj formiranih korenova, ali i da postoji

interakcija između navedenih faktora čime se mogu objasniti razlike između eksplanata
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koje se kao takve javljaju samo na 1/2MS podlogama (tabela 127). Pri tom, treba

napomenuti da se značajne razlike između različitih tipova eksplanata javljaju samo

između nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka s jedne strane i vršnih reznica (oba

tipa) s druge strane (tabela 128).

Tabela 128 Uticaj tipa eksplanta na broj korenova D. giganteiformis ssp. kladovanus -

metod najmanje značajne razlike

Tip eksplanta Homogene grupe

nodusne reznice X

terminalni pupoljci X

vršne reznice sa 1 - 3 nodusa    X

vršne reznice sa 4 - 6 nodusa    X

4.3.1.3. Dužina najdužeg korena

D. serotinus

Dužina najdužeg korena ožiljenih biljčica D. serotinus  se kretala od 11,3 mm do

17,2 mm (tabela 129). Pri tom, na prosečnu dužinu korena nije uticala ni sadržaj NAA u

podlozi, niti koncentracija MS soli jer posmatrajaći isti tip eksplanta nema statistički

značajnih razlika između dužine korenova formiranih na podlogama različitog sastava,

štaviše, uglavnom je formirana samo jedna homogena grupa (tabela 129).

Ako se posmatra prosečna dužina najdužeg korena na istoj hranljivoj podlozi,

kod različitih tipova eksplanata, može se uočiti da su razlike vrlo male, a razlika između

najniže i najviše vrednosti gotovo da nigde ne prelazi 2 mm, kao i da nema pravilnosti u

pogledu promene dužine zavisno od tipa eksplanta. Zbog toga se može zaključiti da ni

tip eksplanta nema uticaja na dužinu korenova koji se formiraju u fazi ožiljavanja in

vitro D. serotinus.
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Tabela 129 Dužina najdužeg korena ožiljenih in vitro biljaka D. serotinus

Tip eksplanata

NAA

µM

Osnovna

podloga

nodusne

reznice

(mm)

terminalni

pupoljci

(mm)

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

(mm)

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

(mm)

0,0 MS 17,2a 16,5a 16,8a 15,7a

0,27 MS 15,3a 16,1a 17,1a 15,2a

0,54 MS 14,1a 15,2a 14,8a 16,2a

2,68 MS 13,8a 14,2a 14,5a 14,0a

0,0 1/2MS 16,3a 15,1a 15,5a 14,2a

0,27 1/2MS 15,2a 15,4a 16,2a 15,9a

0,54 1/2MS 15,5a 13,2a 11,3ab 15,2a

2,68 1/2MS 12,8a 13,8a 12,8ab 13,6ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

D. pinifolius

Kod D. pinifolius prosečna dužina najdužeg korena bila je gotovo dvostruko

veća nego kod D. serotinus i vrednosti su iznosile od 20,8 mm do 38,2 mm, zavisno od

tipa eksplanata i sastava podloge (tabela 130).

Uticaji posmatranih faktora na dužinu najdužeg korena se različito ispoljavaju.

Tako, kod nodusnih reznica ni koncentracija MS soli u podlozi niti sadržaj NAA nisu

imali uticaja na prosečnu dužinu najdužeg korena (20,8 - 25,1 mm), sve vrednosti su

pripadale istoj homogenoj grupi (tabela 130).

Međutim, kod ostala tri tipa eksplanata statistički značajne razlike ne postoje na

MS podlogama, gde se kod svakog tipa eksplanta formira jedna homogena grupa, bez

obzira na prisustvo NAA, dok su na 1/2MS podlogama dobijene nešto niže vrednosti, s

tim da su minimalne dužine na podlogama bez NAA, pa se zatim sa povećanjem

koncentracije NAA neznatno povećava i dužina korenova, ali bez statistički značajnih
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razlika (tabela 130). Zbog toga se može pretpostaviti da koncentracija MS soli u podlozi

ima uticaja na dužinu korenova kod D. pinifolius, dok je uticaj NAA zanemarljiv.

Tabela 130 Dužina najdužeg korena ožiljenih in vitro biljaka D. pinifolius

Tip eksplanata

NAA

µM

Osnovna

podloga
nodusne

reznice

(mm)

terminalni

pupoljci

(mm)

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

(mm)

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

(mm)

0,0 MS 25,1a 30,5a 38,2a 37,6a

0,27 MS 20,8a 28,4a 36,2a 37,1a

0,54 MS 22,5a 32,4a 31,5a 35,2a

2,68 MS 23,5a 29,6a 33,5a 36,8a

0,0 1/2MS 23,5a 24,5ab 22,1b 24,1b

0,27 1/2MS 24,5a 23,6ab 26,4ab 25,6ab

0,54 1/2MS 21,8a 24,1ab 28,8ab 26,8ab

2,68 1/2MS 24,3a 23,6ab 27,0ab 25,6ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

D. giganteiformis ssp. kladovanus

U dosada sprovedenim eksperimentima pokazano je da podloge sa nižom

koncentracijom MS soli pogoduju razvoju kulture in vitro D. giganteiformis ssp.

kladovanus, pa tako je i tokom ožiljavanja prosečna dužina najdužeg korena bila

uglavnom veća na 1/2MS podlogama nego na MS podlogama. Međutim, te razlike

uglavnom nisu statistički značajne, štaviše kod nodusnih reznica i vršnih reznica sa 4 - 6

nodusa formirana je samo jedna homogena grupa, a kod terminalnih pupoljaka i vršnih

reznica sa 1 - 3 nodusa formirale su se dve homogene grupe, ali se javljaju preklapanja

između njih (tabela 131).
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Tabela 131 Dužina najdužeg korena ožiljenih in vitro biljaka D. giganteiformis ssp.

kladovanus

Tip eksplanata

NAA

µM

Osnovna

podloga
nodusne

reznice

(mm)

terminalni

pupoljci

(mm)

vršne reznice

sa 1 - 3 nodusa

(mm)

vršne reznice

sa 4 - 6 nodusa

(mm)

0,0 MS 12,1a 9,5ab 17,5ab 19,6a

0,27 MS 11,5a 9,3ab 16,2ab 19,3a

0,54 MS 10,3a 8,1ab 15,1ab 20,5a

2,68 MS 11,8a 10,5a 18,4a 21,2a

0,0 1/2MS 14,5a 15,2a 22,5a 22,3a

0,27 1/2MS 13,2a 14,3a 18,5a 21,1a

0,54 1/2MS 14,1a 14,7a 17,4ab 18,2a

2,68 1/2MS 12,8a 13,1a 19,0a 18,8a

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Ipak, prilikom ožiljavanja D. giganteiformis ssp. kladovanus, za razliku od

preostala dva ispitivana taksona, može se primetiti da tip eksplanata ima uticaja na

dužinu korenova. Naime, na svim podlogama dužina korenova vršnih reznica, bez

obzira na broj nodusa, veća je nego dužina korenova formiranih ožiljavanjem nodusnih

reznica i terminalnih pupoljaka. Međutim, između nodusnih reznica i terminalnih

pupoljaka nema značajnijih razlika u dužini korenova, slično kao što se i posmatrana

dva tipa vršnih reznica međusobno značajno ne razlikuju (tabela 131).

4.3.2. OŽILJAVANJE NA PODLOGAMA BEZ AGARA

Ožiljavanje na podlogama bez agara je dalo slabe rezultate i gotovo da se može

tvrditi da je bilo bezuspešno. Kod sva tri karanfila zabeležen je visok procenat nekroza

(slika 22) koji se javio kod više od polovine postavljenih eksplanata (od 100% do
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55,6%), što nije bio slučaj prilikom ožiljavanja na podlogama sa agarom, kada pojave

nekroze uopšte nije bilo, zbog čega je procenat nekrotiranih biljaka evidentiran i

prikazan kao posebna kategorija (tabele 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140,

141, 142 i 143).

Slika 22 Eksplanti D. pinifolius ožiljavani u perlitu (levo) i eksplanti D. giganteiformis

ssp. kladovanus ožiljavani u pesku (desno)

D. serotinus

Rezultati dobijeni tokom ožiljavanja na podlogama bez agara kod D. serotinus

su bili nepovoljni. Procenat nekrotiranih nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka, bez

obzira na sastav hranljive podloge je prelazio 90% (tabele 132 i 133), dok je kod vršnih

reznica sa različitim brojem nodusa procenat nekroza bio niži, ali se ipak nije spuštao

ispod 65% (tabele 134 i 135).

Pored visokog procenta nekroza, jedan broj eksplanata je ostao nepromenjen, ali

procenat takvih eksplanata je bio nizak, kod nodusnih reznica nije prelazio 4,4%, kod
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terminalnih pupoljaka i kod vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa na podlogama sa perlitom je

bio niži od 7%, dok u ostalim slučajevima (vršne reznice sa 1 - 3 nodusa na podlogama

sa peskom i vršne reznice sa 4 - 6 nodusa na svim podlogama) je bio nešto viši, ali ne

prelazeći 20% (tabele 132, 133, 134 i 135).

Tabela 132 Procenat ožiljavanja nodusnih reznica D. serotinus na različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 100,0a 0,0a 0,0a 96,7a 3,3a 0,0a

0,27 MS 98,9a 1,1a 0,0a 96,7a 3,3a 0,0a

0,54 MS 100,0a 0,0a 0,0a 93,4a 4,4ab 2,2a

2,68 MS 96,7a 2,2a 1,1a 96,7a 2,2a 1,1a

0,0 1/2MS 97,8a 2,2a 0,0a 97,8a 2,2a 0,0a

0,27 1/2MS 96,7a 3,3a 0,0a 97,8a 2,2a 0,0a

0,54 1/2MS 95,6a 4,4ab 0,0a 96,7a 3,3a 0,0a

2,68 1/2MS 96,7a 3,3a 0,0a 98,9a 1,1a 0,0a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Procenat ožiljavanja nodusnih reznica na podlogama sa peskom ili perlitom je

bio zanemarljiv (1-2%), a reznice su se ožilile jedino na supstratima sa MS

koncentracijom soli i sa nešto višom koncentracijom NAA (0,54 µM ili 2,68 µM)

(tabela 132). Prilikom ožiljavanja terminalnih pupoljaka, rezultati su bili još slabiji, od

ukupno 720 terminalnih pupoljaka (30 pupoljaka × 3 ponavljanja × 8 tretmana) koren se

formirao samo kod jednog (na MS podlozi bez agara sa peskom i sa 2,68 µM NAA)

(tabela 133).
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Tabela 133 Procenat ožiljavanja terminalnih pupoljaka D. serotinus na različitim

podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 98,9a 1,1a 0,0a 96,7a 3,3a 0,0a

0,27 MS 98,9a 1,1a 0,0a 96,7a 3,3a 0,0a

0,54 MS 97,8a 2,2a 0,0a 95,6a 4,4a 0,0a

2,68 MS 98,9a 1,1a 0,0a 92,2a 6,7a 1,1a

0,0 1/2MS 96,7a 3,3a 0,0a 93,3a 6,7a 0,0a

0,27 1/2MS 96,7a 3,3a 0,0a 93,3a 6,7a 0,0a

0,54 1/2MS 95,6a 4,4a 0,0a 94,5a 5,5a 0,0a

2,68 1/2MS 96,7a 3,3a 0,0a 95,6a 4,4a 0,0a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Oba tipa vršnih reznica ožilila su se u većem procentu nego nodusne reznice i

terminalni pupoljci, ali je ipak procenat veoma nizak, ispod 20% (tabele 134 i 135).

Može se uočiti da je izostavljanje NAA u podlozi ili njegovo dodavanje u niskoj

koncentraciji imalo nepovoljan efekat na ožiljavanje, gotovo da nije bilo ožiljenih

reznica, dok vrednosti dobijene pri koncentracijama 0,54 i 2,68 µM NAA uglavnom

pripadaju istoj homogenoj grupi. Maksimalan procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 1 -

3 nodusa je iznosio 13,3% na podlogama i sa perlitom i sa peskom, sa MS

koncentracijom soli i dodatkom 2,68 µM NAA (tabela 134).

Uticaj koncentracije MS soli na ožiljavanje nije izražen, pri istoj koncentraciji

NAA, na podlogama sa istom potpornom komponentom, nema značajnijih razlika u

procentu ožiljavanja. Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 4 - 6 nodusa je nešto viši u

odnosu na vrednosti dobijene kod vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa, dostižući 23,3% na
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podlozi sa perlitom i MS mineralnim rastvorom soli uz dodatak 2,68 µM NAA. Sam

uticaj NAA na procenat ožiljavanja je prisutan, s tim da u ovom slučaju postoje

statistički značajne razlike između podloga sa 2,68 µM i 0,54 µM NAA, ali samo na pri

MS koncentraciji soli, dok na podlogama sa 1/2MS koncentracijom soli vrednosti

dobijene pri navedenim koncentracijama NAA pripadaju istoj homogenoj grupi (tabela

135).

Tabela 134 Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa D. serotinus na

različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 95,6a 4,4a 0,0b 83,4a 15,5a 1,1b

0,27 MS 95,6a 4,4a 0,0b 85,6a 13,3a 1,1b

0,54 MS 93,4a 5,5a 1,1b 74,5ab 13,3a 12,2a

2,68 MS 80,0b 6,7a 13,3a 70,0b 16,7a 13,3a

0,0 1/2MS 91,1a 6,7a 2,2b 85,5a 14,5a 0,0b

0,27 1/2MS 85,6ab 5,5a 8,9a 88,9a 11,1a 0,0b

0,54 1/2MS 82,3ab 4,4a 13,3a 77,8ab 13,3a 8,9a

2,68 1/2MS 82,3ab 5,5a 12,2a 78,9ab 14,4a 6,7a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Uticaj potporne komponente na procenat ožiljavanja se ne može uočiti jer su

razlike između procenta ožiljavanja na podlogama sa peskom i na podlogama sa

perlitom često male, u nekim slučajevima procenat ožiljavanja je viši na podlogama sa

perlitom, u nekim drugim, na podlogama sa peskom.
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Tabela 135 Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 4 - 6 nodusa D. serotinus na

različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 91,1a 8,9a 0,0c 81,1a 16,7a 2,2b

0,27 MS 90,0a 10,0a 0,0c 80,0a 18,9a 1,1b

0,54 MS 93,4a 5,5a 1,1c 78,9a 16,7a 4,4b

2,68 MS 65,6b 11,1a 23,3a 66,6ab 16,7a 16,7a

0,0 1/2MS 88,9a 8,9a 2,2c 85,5a 14,5a 0,0b

0,27 1/2MS 88,9a 6,7a 4,4c 86,7a 13,3a 0,0b

0,54 1/2MS 80,0a 6,7a 13,3ab 72,3ab 14,4a 13,3a

2,68 1/2MS 72,2ab 10,0a 17,8a 66,7ab 14,4a 18,9a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

D. pinifolius

Kod D. pinifolius, slično kao i kod D. serotinus, procenat ožiljavanja na

podlogama bez agara je bio nizak, naročito kod nodusnih reznica i kod terminalnih

pupoljaka i zavisio je od koncentracije NAA u podlozi (tabele 136 i 137). Ipak, u

poređenju sa D. serotinus, procenat ožiljavanja kod D. pinifolius je bio nešto viši. Kod

nodusnih reznica na MS podlozi sa peskom uz dodatak 2,68 µM NAA iznosio je 6,7%,

dok na 1/2MS podlogama nije bilo ni jedne ožiljene reznice (tabela 136).
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Tabela 136 Procenat ožiljavanja nodusnih reznica D. pinifolius na različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 96,7a 3,3a 0,0a 96,7a 3,3b 0,0b

0,27 MS 96,7a 3,3a 0,0a 86,7a 13,3a 0,0b

0,54 MS 92,3a 4,4a 3,3a 86,6a 6,7ab 6,7a

2,68 MS 87,8a 6,7a 5,5ab 81,1ab 12,2a 6,7a

0,0 1/2MS 97,8a 2,2a 0,0a 93,3a 6,7ab 0,0b

0,27 1/2MS 97,8a 2,2a 0,0a 91,1a 8,9ab 0,0b

0,54 1/2MS 96,7a 3,3a 0,0a 93,3a 6,7ab 0,0b

2,68 1/2MS 98,9a 1,1a 0,0a 85,6a 14,4a 0,0b

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Slično, prilikom ožiljavanja terminalnih pupoljaka, maksimalna vrednost

(12,2%) je postignuta na na MS podlozi sa 2,68 µM NAA, uz dodatak perlita kao

potporne komponente, dok se na 1/2MS podlogama ožilio samo jedan terminalni

pupoljak od postavljenih 360 (30 pupoljaka × 3 ponavljanja × 4 tretmana) (tabela 137).

U odnosu na nodusne reznice i terminalne pupoljke, ožiljavanje vršnih reznica je

bilo uspešnije (slika 23). Međutim, za razliku od D. serotinus, ožiljavanje vršnih reznica

sa 4 - 6 nodusa bilo je uspešnije, ožiljenih je bilo na svim podlogama, dok su se vršne

reznice sa 1 - 3 nodusa ožilile samo na podlogama sa 2,68 µM i 0,54 µM NAA (tabela

138). Maksimalan procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa postignut je pri

koncentraciji NAA od 2,68 µM, bio je jednak na podlogama sa perlitom i sa peskom, i

iznosio je 21,1% na MS podlogama i 12,2% na 1/2MS podlogama. Vršne reznice su se

ožilile u većem procentu, na 1/2MS podlogama maksimalna vrednost je dobijena pri

2,68 µM NAA i iznosila je 21,1% (jednako na pesku i perlitu), a na MS podlogama pri

istoj koncentraciji NAA, ožililo se 28,9% na perlitu i 25,5% na pesku (tabela 139).
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Tabela 137 Procenat ožiljavanja terminalnih pupoljaka D. pinifolius na različitim

podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % %

0,0 MS 86,7a 13,3a 0,0b 86,7a 13,3a 0,0b

0,27 MS 86,7a 13,3a 0,0b 84,4a 15,6a 0,0b

0,54 MS 82,3a 14,4a 3,3b 83,3a 10,0a 6,7a

2,68 MS 77,8ab 10,0a 12,2a 80,0ab 13,3a 6,7a

0,0 1/2MS 87,8a 12,2a 0,0b 83,3a 16,7a 0,0b

0,27 1/2MS 87,8a 12,2a 0,0b 81,1a 18,9a 0,0b

0,54 1/2MS 93,3a 6,7ab 0,0b 93,3a 6,7ab 0,0b

2,68 1/2MS 87,8a 11,1a 1,1b 85,6a 14,4a 0,0b

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Slika 23 Vršne reznice ožiljene u pesku, D. pinifolius (levo) i D. serotinus  (desno)
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Tabela 138 Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa D. pinifolius na

različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 86,7a 13,3ab 0,0b 85,6a 14,4ab 0,0b

0,27 MS 86,7a 13,3ab 0,0b 83,3b 16,7ab 0,0b

0,54 MS 62,3b 24,4a 13,3a 62,3b 24,4a 13,3a

2,68 MS 60,0b 18,9a 21,1a 61,7b 17,2ab 21,1a

0,0 1/2MS 84,5a 15,5ab 0,0b 84,5a 15,5ab 0,0b

0,27 1/2MS 87,8a 12,2ab 0,0b 87,8a 12,2ab 0,0b

0,54 1/2MS 90,0a 6,7b 3,3b 91,7a 5,0b 3,3b

2,68 1/2MS 76,7ab 11,1ab 12,2a 75,0ab 12,8ab 12,2a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Na osnovu dobijenih rezultata, možemo da zaključimo da potporna komponenta

(pesak ili perlit) nije imala uticaja na ožiljavanje eksplanata D. pinifolius. Uticaj

koncentracije MS soli je uočljiv, ali je slabo izražen, jer iako su više vrednosti dobijane

na MS podlogama, te razlike često nisu bile statistički značajne.

Najuočljiviji je uticaj koncentracije NAA, gde je uspešnost ožiljavanja direktno

zavisila od sadržaja NAA u podlogama, a najpovoljnije vrednosti su dobijene pri

najvišoj koncentraciji koja je testirana (2,68 µM).
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Tabela 139 Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 4 - 6 nodusa D. pinifolius na

različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 78,9a 18,9a 2,2bc 66,7ab 27,8a 5,5bc

0,27 MS 62,3ab 22,2a 3,3bc 70,0ab 21,1a 8,9b

0,54 MS 46,7b 24,4a 15,5ab 65,6ab 18,9ab 15,5ab

2,68 MS 80,0a 16,7a 28,9a 55,6b 18,9ab 25,5a

0,0 1/2MS 80,1a 14,4ab 5,5b 80,0a 16,7ab 3,3bc

0,27 1/2MS 82,2a 8,9b 8,9b 77,8a 12,2b 10,0b

0,54 1/2MS 74,5a 11,1b 14,4ab 72,3ab 12,2b 15,5ab

2,68 1/2MS 52,2b 26,7a 21,1a 53,4b 25,5a 21,1a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

D. giganteiformis ssp. kladovanus

Slično kao i kod prethodno ispitanih taksona, i kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus nodusne reznice i terminalni pupoljci su nekrotirali u visokom procentu koji

je na većini podloga prelazio 85%, dok procenat ožiljavanja nije prešao 10% ni na

jednoj podlozi (tabele 140 i 141).

Vršne reznice su se ožilile u nešto većem procentu, dostižući 15,5% (reznice sa

1 - 3 nodusa) i 23,3% (reznice sa 4 - 6 nodusa) (tabele 142 i 143). Ipak, i pored razlika u

procentu ožiljavanja, koncentracija MS soli je imala uticaja na ožiljavanje, pri čemu su

bolji rezultati dobijeni na podlogama sa 1/2MS koncentracijom soli.
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Tabela 140 Procenat ožiljavanja nodusnih reznica D. giganteiformis ssp. kladovanus na

različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 97,8a 2,2b 0,0b 94,5a 5,5ab 0,0b

0,27 MS 94,5a 5,5ab 0,0b 98,9a 1,1b 0,0b

0,54 MS 95,6a 4,4b 0,0b 95,6a 3,3b 1,1b

2,68 MS 87,8a 6,7ab 5,5ab 93,4a 3,3b 3,3b

0,0 1/2MS 84,4ab 8,9a 6,7a 85,6ab 8,9a 5,5ab

0,27 1/2MS 81,1ab 10,0a 8,9a 85,6ab 8,9a 5,5ab

0,54 1/2MS 81,1ab 10,0a 8,9a 82,2ab 11,1a 6,7a

2,68 1/2MS 78,9b 11,1a 10,0a 81,1b 10,0a 8,9a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Kod sva 4 ispitivana tipa eksplanata na MS podlogama bez NAA ili sa niskom

koncentracijom NAA (0,27 µM) nije bilo ni jednog ožiljenog eksplanta, dok pri višoj

koncentraciji NAA procenat ožiljavanja nije prešao 4,4% (tabele 140, 141, 142 i 143).

S druge strane, na svim podlogama sa 1/2MS koncentracijom soli bilo je

ožiljenih eksplantata, s tim da se njihov broj uglavnom povećavao sa povećanjem

koncentracije NAA. Međutim, iako su razlike između 1/2MS podloga sa i bez NAA

uočljive, javljaju se preklapanja između homogenih grupa, pa tako kod nodusnih reznica

nema statistički značajnih razlika između podloga sa različitim sadržajem NAA, mada

su maksimalne vrednosti dobijene na podlogama sa najvećom koncentracijom NAA

(tabela 140).
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Tabela 141 Procenat ožiljavanja terminalnih pupoljaka D. giganteiformis ssp.

kladovanus na različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % %

0,0 MS 95,6a 4,4b 0,0b 96,7a 3,3b 0,0b

0,27 MS 96,7a 3,3b 0,0b 97,8a 2,2b 0,0b

0,54 MS 94,5a 5,5ab 0,0b 95,6a 3,3b 1,1b

2,68 MS 91,2a 4,4b 4,4b 90,0a 6,7ab 3,3ab

0,0 1/2MS 93,4a 4,4b 2,2b 92,3a 5,5b 2,2b

0,27 1/2MS 87,8a 8,9a 3,3b 84,5ab 11,1a 4,4ab

0,54 1/2MS 84,4ab 8,9a 6,7ab 83,4ab 13,3a 3,3ab

2,68 1/2MS 77,8b 13,3a 8,9a 77,8b 15,5a 6,7a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Kod terminalnih pupoljaka i vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa statistički značajne

razlike se javljaju jedino između podloga bez NAA i podloga sa maksimalnom

koncentracijom NAA (2,68 µM) (tabele 141 i 142), a kod vršnih reznica sa 4 - 6 nodusa

ne samo da vrednosti dobijene na podlogama sa različitim koncentracijama NAA

pripadaju istoj homogenoj grupi, nego je na podlogama sa peskom (slike 24 i 25)

najveći procenat ožiljenih reznica dobijen pri nižoj koncentraciji NAA (0,54 µM)

(tabela 143).

Uticaj potporne komponente u podlogama za ožiljavanje (pesak ili perlit) ni kod

D. giganteiformis ssp. kladovanus nije bio izražen, a razlike u procentu ožiljavanja,

posmatrano kod istog tipa eksplanta, pri istoj koncentraciji MS soli i NAA su neznatne.
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Tabela 142 Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 1 - 3 nodusa D. giganteiformis ssp.

kladovanus na različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 90,0a 10,0b 0,0b 90,0a 10,0ab 0,0b

0,27 MS 84,4a 15,6ab 0,0b 87,8a 12,2ab 0,0b

0,54 MS 83,3a 16,7ab 0,0b 85,6a 13,3ab 1,1b

2,68 MS 80,0ab 15,6ab 4,4b 90,0a 6,7b 3,3b

0,0 1/2MS 76,6ab 16,7ab 6,7ab 81,1ab 12,2ab 6,7ab

0,27 1/2MS 71,1ab 20,0a 8,9ab 73,3ab 20,0a 6,7ab

0,54 1/2MS 71,1ab 22,2a 6,7ab 73,4ab 13,3ab 13,3a

2,68 1/2MS 63,4b 24,4a 12,2a 65,6b 18,9a 15,5a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Slika 24  Ožiljavanje izdanaka D. giganteiformis ssp. kladovanus u pesku



DOKTORSKA DISERTACIJA

224

Slika 25  Izdanci D. giganteiformis ssp. kladovanus ožiljavani u pesku

Tabela 143 Procenat ožiljavanja vršnih reznica sa 4 - 6 nodusa D. giganteiformis ssp.

kladovanus na različitim podlogama

perlit pesak

nekrotirane
bez

promene
ožiljene nekrotirane

bez

promene
ožiljene

NAA

µM

*Osnovna

podloga

% % % % % %

0,0 MS 81,1a 18,9a 0,0b 80,0a 20,0a 0,0b

0,27 MS 84,4a 15,6ab 0,0b 87,8a 12,2ab 0,0b

0,54 MS 87,8a 12,2ab 0,0b 85,6a 13,3ab 1,1b

2,68 MS 76,7ab 18,9a 4,4b 80,0a 17,8a 2,2b

0,0 1/2MS 71,1ab 18,9a 10,0ab 68,9b 22,2a 8,9ab

0,27 1/2MS 61,1b 20,0a 18,9a 63,3b 20,0a 16,7a

0,54 1/2MS 62,2b 21,1a 16,7a 63,4b 13,3ab 23,3a

2,68 1/2MS 55,6b 25,5a 18,9a 63,4b 21,1a 15,5a

*U podlogama MS i 1/2MS je tokom ovog eksperimenta izostavljen agar

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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4.4. FAZA AKLIMATIZACIJE BILJAKA DOBIJENIH IN VITRO

D. serotinus

Vodeći se rezultatima ogleda vezanog za ožiljavanje in vitro za aklimatizaciju su

odabrane samo biljčice koje su ožiljene na MS podlozi sa 2,68 µM NAA. To je urađeno

u cilju eliminacije mogućeg uticaja sastava podloge za ožiljavanje na aklimatizaciju.

Visok procenat ožiljavanja kod ove vrste je bio zabeležen i na 1/2MS podlozi sa istom

koncentracijom NAA, međutim na MS podlozi se formirao znatno veći broj korenova.

Tabela 144 Procenat aklimatizacije ožiljenih biljaka D. serotinus na različitim

supstratima

Ožiljene biljke poreklom od:

Supstrat nodusnih

reznica

terminalnih

pupoljaka

vršnih reznica

sa 1-3 nodusa

vršnih reznica

sa 4-6 nodusa

treset : pesak - 1 : 1 77,7b 78,8ab 82,2ab 83,3ab

treset : pesak - 4 : 1 86,7a 83,3a 88,9a 86,7a

treset : pesak : baštenska

zemlja : pregoreli stajnjak -

2 : 2 : 2 : 1

80,0ab 77,7ab 80,0ab 82,2ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Procenat aklimatizacije ožiljenih in vitro biljčica D. serotinus je relativno visok i

kreće se od 77,7% do 88,9% (tabela 144) (slika 26). Na procenat aklimatizacije je uticao

sastav supstrata, ali se prilikom primene metode najmanje značajne razlike i analize

višestrukih opsega javljaju preklapanja između homogenh grupa zbog čega su dobijene

razlike manjeg značaja (tabela 144). Međutim, multinominalna logistička regresija je

potvrdila da uticaj sastava supstrata na aklimatizaciju jeste statistički značajan (tabela
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145). U tabeli 144 može se uočiti da je najpovoljniji supstrat za aklimatizaciju ožiljenih

biljčica ove vrste sastavljen iz treseta i peska u odnosu 4 : 1, gde su kod svih tipova

ožiljenih biljaka dobijene najviše vrednosti procenta aklimatizacije, dok je na mešavini

treseta i peska u odnosu 1 : 1 i na mešavini treseta, peska, baštenske zemlje i pregorelog

stajnjaka (2 : 2 : 2 : 1) aklimatizacija bila nešto slabija.

Tabela 145 Značajnost uticaja različitih faktora na aklimatizaciju ožiljenih biljčica D.

serotinus na različitim supstratima

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

supstrat 6,52774 0,0382

tip eksplanta 2,1093 0,5500

supstrat × tip eksplanta 0,907292 0,9889

Slika 26 Aklimatizovane biljčice D. serotinus
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Takođe, iako ima razlika u procentu aklimatizacije biljaka poreklom od vršnih

reznica sa različitim brojem nodusa i biljaka poreklom od nodusnih reznica ili

terminalnih pupoljaka (tabela 144), one su male i zanemarljive, zbog čega se može

smatrati da tip eksplanta iz kog se razvila ožiljena in vitro biljka ne utiče na

aklimatizaciju vrste D. serotinus što je potvrdila i sprovedena multinominalna logistička

regresija (tabela 145).

D. pinifolius

Kod D. pinifolius, takođe su za aklimatizaciju iskorišćene biljke poreklom sa

MS podloge koja je sadržala 2,68 µM NAA (slika 27). Na toj podlozi je bio najveći

procenat ožiljavanja, a i prosečan broj korenova je bio visok.

Slika 27 Aklimatizovane biljčice D. pinifolius
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Tabela 146 Procenat aklimatizacije ožiljenih biljaka D. pinifolius

Ožiljene biljke poreklom od:

Supstrat nodusnih

reznica

terminalnih

pupoljaka

vršnih reznica

sa 1-3 nodusa

vršnih reznica

sa 4-6  nodusa

treset : pesak - 1 : 1 87,8ab 86,7ab 88,9ab 88,9ab

treset : pesak - 4 : 1 91,1a 90,0a 94,4a 95,5a

treset : pesak : baštenska

zemlja : pregoreli stajnjak -

2 : 2 : 2 : 1

86,7ab 85,5ab 88,9ab 90,0ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)

Slično kao i kod D. serotinus najpovoljnija mešavina supstrata se sastojala iz

treseta i peska u odnosu 4 : 1, gde se aklimatizovalo preko 90% ožiljenih in vitro

biljčica D. pinifolius (tabela 146). Posmatrajući razlike u aklimatizaciji prisutna su

preklapanja između homogenih grupa, ali ipak uticaj sastava supstrata na stepen

aklimatizacije jeste statistički značajan (tabela 147).

Tip eksplanta iz kog se razvila ožiljena biljčica je imao uticaja na aklimatizaciju

i procenat aklimatizacije izdanaka sa različitim brojem nodusa je nešto viši nego kod

ožiljenih biljčica poreklom iz nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka na sve tri

mešavine supstrata (tabela 146). Međutim, te razlike su male i uticaj tipa eksplanta na

aklimatizaciju nije statistički značajan (tabela 147).

Tabela 147 Značajnost uticaja različitih faktora na aklimatizaciju ožiljenih biljčica D.

pinifolius na različitim supstratima

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

supstrat 6,34008 0,0420

tip eksplanta 3,10892 0,3751

supstrat × tip eksplanta 1,03619 0,9842
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D. giganteiformis ssp. kladovanus

Za razliku od D. serotinus i D. pinifolius, za aklimatizaciju ožiljenih biljčica D.

giganteiformis ssp. kladovanus iskorišćene su one poreklom sa 1/2MS podloge sa

dodatkom 2,68 µM NAA, jer je na toj podlozi bio najviši procenat ožiljavanja, kao i

najviši prosečan broj korenova koji se formirao po postavljenom eksplantu.

Aklimatizacija je bila uspešna (slika 28), a najpovoljniji rezultati su kao i kod

prethodno ispitanih taksona dobijeni na mešavini supstrata koja se sastojala iz treseta i

peska u odnosu 4 : 1 (85,5-90,0%) (tabela 148), a sam uticaj supstrata na aklimatizaciju

je statistički značajan (tabela 149).

Posmatrajući poreklo ožiljenih in vitro biljaka, najslabije su se aklimatizovale

biljčice koje su se razvile iz nodusnih reznica, neznatno više one poreklom iz

terminalnih pupoljaka, a najviše biljke poreklom iz vršnih reznica sa različitim brojem

nodusa (tabela 148). Međutim, dobijene razlike su male i nemaju značaja (tabela 149).

Tabela 148 Procenat aklimatizacije ožiljenih biljaka D. giganteiformis ssp. kladovanus

Ožiljene biljke poreklom od:

Supstrat nodusnih

reznica

terminalnih

pupoljaka

vršnih reznica

sa 1-3 nodusa

vršnih reznica

sa 4-6  nodusa

treset : pesak - 1 : 1 78,9ab 80,0ab 83,3ab 82,2ab

treset : pesak - 4 : 1 85,5a 85,5a 88,9a 90,0a

treset : pesak : baštenska

zemlja : pregoreli stajnjak -

2 : 2 : 2 : 1

77,8ab 81,1ab 82,2ab 84,4ab

Napomena: Vrednosti koje su označene istim slovom se statistički značajno ne

razlikuju (P < 0,05)
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Slika 28 Aklimatizovane biljčice D. giganteiformis ssp. kladovanus

Tabela 149 Značajnost uticaja različitih faktora na aklimatizaciju ožiljenih biljčica D.

giganteiformis ssp. kladovanus na različitim supstratima

Faktor Hi- kvadrat P-vrednost

supstrat 7,01855 0,0299

tip eksplanta 2,93202 0,4022

supstrat × tip eksplanta 0,462229 0,9983

Nakon aklimatizacije, dobijene biljke su presađene na stalno mesto gde su

prezimele i naredne godine (2010.) cvetale (slike 29, 30, 31, 32 i 33). Biljke dobijene u

sprovedenim istraživanjima, nakon aklimatizacije, posađene su u peripanonskom

pojasu, u podnožju planine Kosmaj, na južnoj ekspoziciji, u istoj klimatskoj zoni (6)

kao i lokaliteti sa kojih je sakupljeno seme. Prvenstveni cilj sadnje i daljeg praćenja

razvoja posađenih biljaka je bio da se utvrdi vitalnost (klijavost) semena koje produkuju

ove biljke dobijene in vitro.
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Slika 29 D. serotinus (april, 2010.)

Slika 30 D. pinifolius (april, 2010.)

Posađene biljke su cvetale, plodonosile, a klijavost semena u prvoj godini,

neposredno nakon sakupljanja je iznosila 94,3% za D. serotinus, 72% za D. pinifolius i

68% za D. giganteiformis ssp. kladovanus. Dobijene vrednosti su pokazatelji vitalnosti

biljaka dobijenih mikropropagacijom, međutim, ne treba zaboraviti da se za potrebe

reintrodukcije moraju sprovesti istraživanja na lokalitetima koja bi utvrdila stepen
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plodonošenja i klijavost in situ, kao i zabeležiti prisustvo štetočina semena i njihov

uticaj na obnavljanje posmatranih populacija.

Slika 31 D. giganteiformis ssp. kladovanus (april, 2010.)

Slika 32 D. pinifolius u cvetu (jun, 2010.)
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Slika 33 D. serotinus i D. pinifolius (avgust, 2010.)
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5. DISKUSIJA

5.1. Uspostavljanje sterilne kulture

Sterilna kultura in vitro je uspešno uspostavljena kod sva tri karanfila, a klijavost

semena u in vitro uslovima je bila visoka, od 88% (D. giganteiformis ssp. kladovanus),

92% (D. pinifolius) do 96% (D. serotinus). Dobijeni rezultati su delom bili očekivani jer

tokom preliminarnih istraživanja mogućnosti mikropropagacije D. giganteiformis ssp.

kladovanus (M a r k ov i ć  et al., 2006) i D. serotinus (M a r ko v i ć  et al., 2007) inicijalna

kultura je bila uspostavljena iz semena i dobijene su slične vrednosti klijavosti, a način

sterilizacije je bio identičan kao i tokom ovih istraživanja.

Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus klijavost je bila identična (88%), ali se

razlikuje procenat kontaminacija jer je u radu M a r ko v i ć  et al. (2006) kontaminiralo

8,3%, a tokom ovih istraživanja 5% od ukupnog broja postavljenih semena. Klijavost

vrste D. serotinus (96%) je neznatno niža u odnosu na rezultate koje su dobili

M a r ko v i ć  et al. (2007) - 97%. U poređenju sa navedena dva taksona, očekivala se i

visoka klijavost semena D. pinifolius što i jeste bio slučaj (92%). Međutim, treba istaći

da kod nekih vrsta karanfila klijavost semena u uslovima in vitro može biti znatno niža.

Tako je kod vrste D. deltoides klijavost iznosila svega 58% (M a r k ov ić , 2008), što se

objašnjava činjenicom da je u navedenom radu postupak sterilizacije bio nešto drugačiji.

Naime, sterilizacija D. deltoides izvršena je 2% rastvorom NaOCl tokom 10 minuta,

dok je tokom ovih istraživanja sterilizacija vršena 4% NaOCl tokom 20 minuta. S

obzirom da je poznato da kod nekih vrsta oksidanti, među kojima je i NaOCl,

prekidajući dormantnost ili ubrzavajući klijanje kod nedormantnog semena, povećavaju

procenat klijavosti (Be w l e y  i B l a c k , 1994, N e š ko v i ć  et al., 2003), moguće je da je
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veći procenat klijavosti posledica povećanja koncentracije NaOCl i produženja trajanja

sterilizacije. Tome u prilog ide i podatak da je klijavost semena vrste D. zeyheri Sond.

ssp. natalensis S. S. Hooper prilikom sterilizacije u 3.5% rastvoru NaOCl u trajanju od

15 minuta bila veća nego kod D. deltoides, a niža nego kod vrsta karanfila koji su bili

predmet ovog rada (C r o u ch  i v a n S t ad e n , 1993). Naravno, tumačenje prikazanih

rezultata se može okvirno prihvatiti jer su u pitanju različite vrste karanfila i klijavost

zavisi pre svega od same posmatrane vrste kao i od godine uroda. Tako, na primer,

klijavost vrste D. ciliatus ssp. dalmaticus je iznosila 70%, a D. giganteus ssp. croaticus

svega 42% (R a d o j ev i ć  et al., 2010).

Konkretan uticaj NaOCl na klijanje semena je istraživan, ali ne kod Dianthus

spp., a dobijeni rezultati se razlikuju pre svega zavisno od ispitivane vrste, zatim od

koncentracije rastvora, kao i od dužine tretiranja semena. Na primer, kod ispitivanja

klijavosti 11 meseci starog semena Sorghastrum nutans (L.) Nash. prilikom potapanja

semena u 5,25% NaOCl tokom 20 minuta klijavost je iznosila 53%, potapanjem tokom

60 minuta smanjila se na 51%, dok je bez tretmana sa NaOCl iznosila 47%

(W at k i ns on  i P i l l , 1998). Takođe, dodavanje giberelinske kiseline (GA3) je

pozitivno uticalo na klijavost S. nutans (67%), ali je najefikasnija bila kombinacija

tretmana 20 minuta NaOCl i zatim GA3 (71%). Kod vrste Capsicum annuum L.

potapanje semena u rastvor 1% ili 3% NaOCl tokom 5 ili 40 minuta nije pokazalo

značajan uticaj na klijanje tek sakupljenog semena u poređenju sa kontrolom (bez

NaOCl) (K h a h  i P a s s am , 1992), čak nisu bile prisutne razlike zavisno od

koncentracije ili dužine tretiranja, izuzev kod potapanja semena 40 minuta u 3% rastvor

gde je klijavost znatno opala. Međutim, nakon skladištenja semena C. annuum na

sobnoj temperaturi tokom 10 meseci, potapanje semena u 3% rastvor NaOCl je

inhibitorno delovao na klijanje i sa povećanjem vremena potapanja (5, 10, 20 minuta)

procenat klijavosti je značajno opadao (K h a h  i Pa ss am , 1992). Uopšteno

posmatrajući, pozitivan efekat NaOCl se ogleda u prekidanju dormantnosti semena

rastvaranjem i oksidacijom inhibitora klijanja (F r a n k  i  La r s o n , 1970, M i y o s h i  i

M i i , 1995, 1998), ali i u delimičnoj degradaciji semenjače čime se podstiče klijanje

kod vrsta sa egzogenom dormantnošću vezanom za nepropustljivu semenjaču (Le e  e t

a l . , 2007). Međutim, ne treba zaboraviti da NaOCl može imati i toksično dejstvo na

biljno tkivo. Tako je A b du l - Ba k i  (1974) pokazao da NaOCl koji je zaostao na
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površini semena nakon ispiranja utiče na ugrađivanje aminokiselina u proteine, pri

čemu efekat NaOCl zavisi od intenziteta ispiranja semena nakon sterilizacije, s tim da je

njegovo prisustvo detektovano čak i kada je seme 8 puta isprano sterilnom

destilovanom vodom.

5.2. Faza multiplikacije

5.2.1. Uticaj balansa hormona na razvoj izdanaka

Regeneracija izdanaka u fazi multiplikacije je bila relativno uspešna, ali su se

dobijeni rezultati značajno razlikovali zavisno od tipa eksplanta, sastava podloge i vrste

karanfila.

Kod D. serotinus regeneracija na MS podlogama je bila najuspešnija uz

prisustvo 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA (od 65% kod nodusnih reznica do 83% kod

vršnih reznica), na 1/2MS podlogama je procenat regeneracije bio veći (od 87% kod

nodusnih reznica do 100% kod vršnih reznica), takođe na podlogama sa 0,44 µM BAP i

0,54 µM NAA (tabele 6 i 7).

Regeneracija izdanaka kod D. pinifolius i D. giganteiformis ssp. kladovanus je

takođe bila najuspešnija na podlogama sa najnižom koncentracijom fitohormona (0,44

µM BAP i 0,54 µM NAA). Na tim podlogama, kod D. pinifolius iz svih postavljenih

eksplanata (100%) su se regenerisali pravilno razvijeni izdanci, bez obzira na tip

eksplanta i koncentraciju mineralnih soli (1/2MS ili MS) (grafik 2), a kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus procenat regeneracije se kretao od 98% (nodusne

reznice) do 100% (terminalni pupoljci i vršne reznice) na 1/2MS i MS podlogama

(tabele 16 i 17).

Uticaj ispitivanih faktora na regeneraciju pravilno razvijenih izdanaka se

različito manifestvovao kod ispitanih taksona. Multinominalna logistička regresija je

pokazala da su na procenat pravilno razvijenih izdanaka kod D. pinifolius statistički

značajan uticaj imale koncentracije i BAP i NAA, dok je kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus značajan uticaj imao samo BAP, ali i tip eksplanata. Međutim, regeneracija

pravilno razvijenih izdanaka D. serotinus je znatno složenija, pri čemu su, osim

koncentracije BAP, značajan uticaj imali i koncentracija MS soli u podlogama, tip



MIKROPROPAGACIJA D. SEROTINUS, D. PINIFOLIUS, D. GIGANTEIFORMIS SSP. KLADOVANUS

237

eksplanta, ali i interakcija između koncentracije MS soli i tipa eksplanta, kao i

interakcija između balansa dodatih hormona i koncentracije MS soli (tabele 10, 11, 14 i

15).

Vitrifikacija je bila prisutna jedino kod D. serotinus, a procenat vitrifikovanih

eksplanata je bio relativno visok, prelazeći u pojedinim slučajevima 20%. To je ujedno i

jedan od razloga nižeg procenta pravilno regenerisanih eksplanta kod D. serotinus u

odnosu na D. pinifolius i D. giganteiformis ssp. kladovanus. Mnogi autori

(V i n t e rh a l t e r  i V in t e r h a l t e r , 1996, Be n so n  et al., 2000, J a in  et al., 2001,

F r a ga  et al., 2004, v a n  S t a d e n  et al., 2008) navode da citokinini (BAP) izazivaju

pojavu vitrifikovanih eksplanta, naročito pri višim koncentracijama, što se kod D.

serotinus i pokazalo jer se visok procenat vitrifikovanih eksplanta češće javljao na

podlogama sa višim koncentracijama BAP, slično kao i prilikom mikropropagacije vrste

D. deltoides (M a rk ov ić , 2008) gde je procenat vitrifikacije prelazio 40%. Međutim,

uticaj odnosa koncentracija BAP i NAA nije prisutan, za razliku od rezultata koje je

dobila M a rk ov i ć  (2008) kod D. deltoides gde je pri istoj koncentraciji BAP

vitrifikacija bila veća na nižoj koncentraciji NAA, čak sam uticaj koncentracije NAA na

vitrifikaciju izdanaka D. serotinus nije statistički značajan. Takođe, treba imati u vidu

da pojava vitrifikacije zavisi i od vrste citokinina koji se dodaje u podlogu za

multiplikaciju izdanaka. Tako R a d o je v i ć  et al. (1997) radeći sa D. petraeus ssp.

noeanus navode da je vitrifikovanih eksplanta bilo na podlozi sa BAP, a ne i sa

kinetinom, ali je BAP efikasnije uticao na multiplikaciju izdanaka. Slične rezultate

dobili su i Miš i ć  et al. (2005a) prilikom mikropropagacije vrste Nepeta rtanjensis gde

se BAP takođe pokazao efikasnijim od kinetina u fazi multiplikacije, s tim da su veće

koncentracije oba citokinina prouzrokovale pojavu vitrifikovanih biljaka.

Na procenat vitrifikacije D. serotinus statistički značajno je uticao i tip eksplanta

(tabela 10), a vitrifikacija se najčešće javljala kod nodusnih reznica (16,5-21,7% na MS

podlogama), a najređe kod vršnih reznica (1,7 - 8,0% na MS podlogama; 0,0-1,7% na

1/2MS podlogama). Uticaj tipa eksplanta na vitrifikaciju primećen je i prilikom

mikropropagacije drugih karanfila, D. deltoides i D. gratianopolitanus (F r a ga  et al.,

2004, M a r ko v i ć , 2008, P op ov i ć  et al., 2008) ali je kod pomenutih vrsta procenat

vitrifikacije bio znatno viši prilikom gajenja terminalnih pupoljaka nego nodusnih

reznica, za razliku od D. serotinus. Međutim, istraživanja P o po v i ć  et al. (2008) su
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pokazala da se odgovarajućim izborom tipa eksplanta vitrifikacija značajno može

redukovati, pa se korišćenjem vršnih reznica umesto terminalnih pupoljaka i nodusnih

reznica vitrifikacija može smanjiti sa 40-50% na čak manje od 4%.

Pored uticaja tipa eksplanta, uočljiv je uticaj koncentracije MS soli na

vitrifikaciju (tabela 10), gde je na MS podlogama bilo gotovo dvostruko više

vitrifikovanih izdanaka nego na podlogama sa 1/2MS koncentracijom soli, pri istoj

koncentraciji fitohormona, posmatrajući isti tip eksplanta (tabele 8 i 9). U literaturi se

pominje da prisustvo i koncentracija jona određenih makroelemenata može uticati na

pojavu vitrifikacije kod vrste D. caryophyllus (D a n t a s  et al., 2001, Ke v e r s  et al.,

2004, S ah e r  et al., 2004). Na primer, G e o r ge  i de Kl e rk  (2008) navode da se

vitrifikacija može pojaviti kao posledica suviše visokih koncentracija amonijum jona

(NH4
+) u medijumu, ali se u tom slučaju negativan efekat može "popraviti"

prebacivanjem izdanaka na medijum samo sa nitratnim jonima (NO3
-) tokom određenog

perioda. Slično, Y a d a v  et al. (2003) su modifikovali sastav podloge tako što su menjali

koncentracije Mg2+ i Fe2+ jona i na taj način značajno smanjili broj vitrifikovanih

eksplanata D. caryophyllus, ali se optimalna koncentracija jona razlikovala zavisno od

kultivara koji je ispitivan.

Na ovaj način se dobijene razlike u procentu vitrifikacije između 1/2MS i MS

podloga mogu objasniti, ali s obzirom da su sasvim zadovoljavajući rezultati postignuti

na 1/2MS podlogama gde je vitrifikacija iznosila 0,0 - 3,4% suvišno je sprovoditi

analizu uticaja pojedinih jona sadržanih u MS kompleksu soli na vitrifikaciju D.

serotinus.

Prosečan broj izdanaka po eksplantu se kretao kod D. serotinus od 3,6 - 10,1

(MS podloge), 3,6 - 7,2 (1/2MS podloge), kod D. pinifolius od 3,1 - 15,4 (MS podloge),

2,5 - 10,3 (1/2MS podloge) i kod D. giganteiformis ssp. kladovanus od 1,7 do 4,6 (MS

podloge) i od 1,7 do 4,4 (1/2MS podloge) (tabele 20, 22, 25).

Broj izdanaka kod sva tri ispitivana taksona je bio varijabilan, zbog čega javlja

preklapanje između homogenih grupa i dobijene razlike na različitim hranljivim

podlogama često nisu statistički značajne. Jedan od uzroka varijablinosti broja izdanaka

je neravnomeran razvoj aksilarnih pupoljaka jer nodusne reznice i izdanci sa jednim

nodusom sadrže aksilarne pupoljke čijom proliferacijom se formiraju novi izdanci, a
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dosadašnja istraživanja su pokazala da aksilarni pupoljci karanfila mogu biti različitog

stepena razvijenosti (v an A l tv o rs t  et al., 1995, M a r ko v i ć , 2008).

Varijabilan broj izdanaka po eksplantu je bio i prilikom mikropropagacije D.

deltoides (M a r ko v i ć , 2008), sa velikim preklapanjima između homogenih grupa i bez

uočljive pravilnosti u pogledu uticaja sastava medijuma na broj izdanaka, izuzev uticaja

visoke koncentracije BAP, 13,32 µM i u manjoj meri 8,88 µM, na smanjenje

multiplikacije izdanaka, što su i drugi autori zabeleželi (V in t e rh a l t e r  i

V i n t e r h a l t e r , 1996, P r e v a l e k -Koz l in a  et al., 1997, Ev e no r  i Re uv e n i , 2004).

Međutim, iz nodusnih reznica vrste D. serotinus na MS podlozi sa 8,88 µM BAP i 5,37

µM NAA formirao se veći broj izdanaka (8,8) nego na MS podlogama sa nižim

koncentracijama hormona (4,2 - 8,3 izdanaka) što kod terminalnih pupoljaka i vršnih

reznica nije bio slučaj. S druge strane, poznato je da dodavanje citokinina u medijum, u

ovom slučaju BAP, stimuliše razvoj bočnih pupoljaka i sa povećanjem njegove

koncentracije trebalo bi da se poveća broj izdanaka po eksplantu. Na primer, prilikom

mikropropagacije D. gratianopolitanus (F r a ga  et al., 2004) uticaj citokinina na

povećanje broja izdanaka po eksplantu bio je izražen i to pri nivou značajnosti od p ≤

0,001, a uticaj interakcije koncentracija citokinina i auksina pri p ≤ 0,01.

Međutim, rezultati dobijeni tokom ovih istraživanja pokazuju da uticaj različitih

činilaca na broj formiranih izdanaka se znatno razlikuje zavisno od posmatranog

taksona. Tako na osnovu rezultata dobijenih višefaktorskom analizom varijanse,

pokazano je da ni jedan od ispitivanih faktora nema statistički značajan uticaj na broj

izdanaka kod D. giganteiformis ssp. kladovanus, dok kod D. pinifolius ne samo da su

svi posmatrani faktori - tip eksplanta, koncentracija MS soli i tip hormona značajno

uticali na prosečan broj izdanaka, već je i interakcija imeđu balansa fitohormona i tipa

eksplanta bila statistički značajna. S druge strane, kod D. serotinus broj izdanaka se nije

značajno razlikovao zavisno od tipa eksplanata, ali je zato postojala statistički značajna

interakcija između tipa eksplanta i koncentracije MS soli u podlozi. Kod D. deltoides

takođe nije bilo značajne razlike u broju izdanaka između vršnih i nodusnih reznica

(M a r ko v i ć , 2008), ali prilikom razmnožavanja vrste D. gratianopolitanus jeste

(F r a g a  et. al., 2004).

Rezultati dobijeni kod sva tri ispitivana taksona: D. serotinus, D. pinifolius i D.

giganteiformis ssp. kladovanus, slično kao i rezultati mikropropagacije D. deltoides
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(M a r ko v i ć , 2008) pokazuju da nema pravilnosti u pogledu uticaja promene

koncentracije BAP pri konstantnoj koncentraciji NAA i obrnuto, kao i uticaja odnosa

BAP i NAA (1 : 1; 2 : 1, itd.) na broj formiranih izdanaka.

Posmatarajući dužinu izdanaka, na svim hranljivim podlogama, kod sva tri

karanfila, dominiraju izdanci kraći od 10 mm (tabele 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 i 35).

Izuzetak jedino predstavljaju podloge sa niskom koncentracijom fitohormona, 0,44 µM

BAP i 0,54 µM NAA, gde je uglavnom manje od 50% izdanaka bilo kraće od 10 mm.

Takav rezultat je i očekivan jer više koncentracije citokinina (BAP) utiču na smanjenje

dužine izdanaka, dok dodavanje auksina (NAA) utiče na izduživanje izdanaka

(V i n t e rh a l t e r  i Vi n t e r h a l t e r , 1996, G rb ić , 2004, M a c h ak ov a  et al., 2008,

v a n S ta d en  et al., 2008). Takođe, procenat izdanaka koji pripadaju kategoriji dužine

veće od 20 mm bio je veći kod terminalnih pupoljaka nego kod nodusnih reznica, što je

bio slučaj i prilikom mikropropagacije D. deltoides (M a r ko v i ć , 2008).

Uticaj koncentracije mineralnih soli u podlozi uočljiv je jedino kod vrste D.

serotinus, gde su izdanci koji su se razvili na 1/2MS podlogama bili kraći od izdanaka

na podlogama MS.

Prosečan broj nodusa se kod D. serotinus kretao od 2,6 do 15,3, kod D.

pinifolius je bio nešto niži, od 1,0 do 9,7, a kod D. giganteiformis ssp. kladovanus od

2,7 do 12,5 (tabele 36, 39 i 41). Uprkos tome što je kod sva tri ispitivana taksona

prosečan broj nodusa prilično varijabilan, uglavnom nema univerzalne pravilnosti u

pogledu uticaja različitih faktora na broj nodusa, već se uticaj sastava podloge i tipa

eksplanta manifestvuje različito. Tako, kod D. serotinus, na prosečan broj nodusa

značajno je uticao balans BAP i NAA, ali i tip eksplanta, kod D. pinifolius sadržaj

fitohormona u podlozi nije imao statistički značajan uticaj na prosečan broj nodusa, ali

koncentracija MS soli u podlozi jeste, dok kod D. giganteiformis ssp. kladovanus ni

jedan od ispitivanih faktora nije značajno uticao na prosečan broj nodusa.

Slično, kod D. deltoides nije bio izražen uticaj balansa hormona u podlozi na

broj nodusa jer se javljalo veliko preklapanje između homogenih grupa (M a r ko v i ć ,

2008), a ni prilikom mikropropagacije vrste Nepeta rtanjensis prosečan broj aksilarnih

pupoljaka (= nodusa) nije se značajno menjao sa povećanjem koncentracije BAP od

0,2 µM do 4,44 µM (Miš i ć , 2004, M iš i ć  et al., 2005a).
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Međutim, treba istaći činjenicu da je tokom ovih istraživanja dobijen veći broj

nodusa po eksplantu D. giganteiformis ssp. kladovanus nego što je to bio slučaj tokom

preliminarnih istraživanja mikropropagacije ove vrste (M a r k o v i ć  et al., 2006), gde se

broj nodusa kretao od 3,5 do 7,6. To je posledica ispitivanja uticaja većeg broja

hranljivih podloga na razvoj i multiplikaciju izdanaka kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus jer su najpovoljniji rezultati upravo dobijeni na podlogama koje nisu bile

korišćene u istraživanjima M a r k ov i ć  et al. (2006). Broj nodusa kod D. serotinus se

nije značajno razlikovao u odnosu na preliminarna istraživanja (M a r k o v i ć  et al.,

2007), odnosno dobijeni rezultati su potvrdili rezultate preliminarnih istraživanja, a na

novim podlogama koje su testirane nisu dobijeni značajno bolji rezultati.

Prosečna dužina internodija se kretala od 1,7 do 4,2 mm kod sva tri ispitivana

karanfila (tabele 43, 46 i 48), a uticaj koncentracije MS soli i tipa eksplanta nije bio

izražen (tabele 44, 47 i 49). Prosečna dužina internodija je prvenstveno zavisila od

koncentracija BAP i NAA i najkraće su bile na podlogama sa visokom koncentracijom

BAP (8,88 µM), ili na podlogama sa niskom koncentracijom NAA (0,54 µM) i višom

koncentracijom BAP (2,22 µM i 4,44 µM). Na podlogama sa višim koncentracijama

NAA (2,68 µM) ili sa niskom koncentracijom oba hormona (0,44 µM BAP i 0,54 µM

NAA) internodije su bile duže. Shodno tome, sasvim je bilo očekivano da uticaj balansa

hormona bude statistički značajan što je i potvrđeno na osnovu višefaktorske analize

varijanse kod sva tri ispitivana taksona. Pored toga, kod D. serotinus i D. giganteiformis

ssp. kladovanus na dužinu internodija značajno je uticao i tip eksplanta. Prilikom

mikropropagacije D. gratianopolitanus statistički značajan uticaj je imala samo

koncentracija citokinina u podlogama, dok se dejstvo auksina na izduživanje internodija

nije ispoljilo (F r a ga  et al., 2004).

5.2.2. Uticaj pH vrednosti hranljive podloge na razvoj izdanaka

Stepen regeneracije eksplanta kod D. serotinus kretao se od 65% do 99%, a

najpovoljnijim su se pokazale 1/2MS podloge čija je pH vrednost iznosila 5,8 i 6,8

(tabela 51). Međutim, na podlogama sa pH vrednošću 6,8 je procenat vitrifikacije bio

viši u odnosu na podloge čija je pH iznosila 7,8, ali je zato na tim podlogama

nekrotiralo više od polovine postavljenih eksplanta. Dejstvo različitih faktora na
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regeneraciju i pojavu vitrifikacije kod D. serotinus je prilično kompleksno, jer je uticaj

svih ispitivanih faktora (tip eksplanta, pH vrednost podloge, koncentracija MS soli)

statistički značajan, a prisutna je i značajna interakcija između njih (tabela 52).

Vitrifikacija se javila u veoma malom procentu i kod D. pinifolius (do 8,3%) i D.

giganteiformis ssp. kladovanus (do 3,3%), ali samo na podlogama sa višom pH

vrednošću (6,8 i 7,4) gde je uticaj pH vrednosti bio statistički značajan kod oba taksona

(tabele 54, 56, 57 i 59) što ukazuje da na pojavu vitrifikacije može da utiče i povećana

pH vrednost podloge, što navode i G e o r ge  i de K l e rk  (2008). Pored toga, G e o r ge  i

de K l e r k  (2008) takođe navode da nedostatak Ca2+ u podlozi izaziva u nekim

slučajevima apikalnu nekrozu koja se često javlja sa vitrifikacijom, ali ovde apikalna

nekroza nije zabeležena.

Značaj pH vrednosti medijuma za razvoj biljaka u kulturi in vitro je već poznat

(Le i f e r t  et al., 1992; H a r b a ge , S t im a r t , 1996, T o d o r o v i c  et al., 2006). Kod

Maranta leuconeura 'Kerchoviana' različita pH vrednost medijuma nije značajno uticala

na razvoj kultura, uglavnom nije bilo statistički značajnih razlika u procentu ožiljavanja,

prosečnom broju listova po izdanku ili dužini izdanaka, jedino su uočljive razlike u

broju izdanaka po eksplantu (E b r a h im , Ib r a h im , 2000). Međutim, Bh a t i a  i

A s hw a th  (2005) su pokazali da promena pH vrednost medijuma značajno ne utiče na

broj formiranih izdanaka po eksplantu Solanum lycopersicum 'Red Coat', ali utiče na

njihovu dužinu. Takođe, O s t ro lu ck a  et al. (2004) su pokazali da acidofilnoj

Vaccinium corymbosum 'Duke' znatno više pogoduje niža pH vrednost 5.0 nego 5.5,

dok su istraživanja uticaja pH vrednosti na proliferaciju bočnih izdanaka kod Vaccinium

vitis-idaea L. pokazala da se optimalna pH vrednost kreće u rasponu od 4.0 do 5.5

zavisno od kultivara (O s t r o lu c k a  et al., 2010). S druge strane, istraživanja M i š i ć  et

al. (2005a) su pokazala da kalcifilnoj vrsti Nepeta rtanjensis najviše odgovara visoka

pH vrednost 7.0 - 7.2 za proliferaciju bočnih pupoljaka i ožiljavanje izdanaka. Međutim,

uprkos očekivanjima, naša istraživanja pokazuju da vrsti D. serotinus najviše odgovara

pH vrednost u rasponu 5,8 - 6,8, dok pri višoj pH vrednosti, razvoj izdanaka u kulturi in

vitro znatno opada.

Kod vrste D. pinifolius najveći procenat regeneracije eksplanta (100%) bio je na

podlogama čija je pH vrednost iznosila 5,8 (tabela 54), što je bilo i očekivano s obzirom

da je u pitanju vrsta koja na svom prirodnom staništu raste na zemljištu čija je reakcija
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slabo kisela do neutralna jer je u pitanju silikatna geološka podloga (T o m ov ić  et al.,

2003, B l až e n č i ć  et al., 2005, M i l os av l j ev i ć  et al., 2005).

D. giganteiformis ssp. kladovanus na svom prirodnom staništu raste na pesku

neutralne do alkalne reakcije (B l a ž en č i ć  et al., 2005, D i k l i ć et al., 1999) zbog čega

je očekivano povoljno dejstvo više pH vrednosti podloge. Međutim, najpovoljnijim su

se pokazale podloge sa relativno nižom pH vrednošću - 5,8 i 6,3, gde gotovo da nije bilo

razlike u procentu regeneracije (96%).

Posmatrajući ostale parametre kojima se definiše uspešnost multiplikacije

izdanaka (broj izdanaka, broj nodusa, dužina izdanaka), može se uočiti da su kod vrste

D. serotinus najpovoljnije bile podloge sa pH vrednošću 5,8 i 6,8, s tim da su prisutna

preklapanja između homogenih grupa i da su samo na pojedinim podlogama, kod

pojedinih tipova eksplanta dobijeni bolji rezultati na podlogama pH vrednosti 6,8 u

odnosu na 5,8 (tabela 51). Slično, i kod D. giganteiformis ssp. kladovanus najpovoljnije

su bile podloge sa pH vrednošću 5,8 i 6,3, pri čemu su neznatno bolji rezultati

postignuti na podlogama sa pH 6,3 (tabela 57). Kod D. pinifolius najbolji razvoj

izdanaka je bio na podlogama čija je pH iznosila 5,8, što je i bilo očekivano (tabela 53).

Statistički značajan uticaj pH vrednosti na broj izdanaka, kao i na broj nodusa, nije bio

zabeležen kod D. serotinus, već samo kod D. pinifolius i D. giganteiformis ssp.

kladovanus. Pored toga, uočljiv je bio uticaj više pH vrednosti na smanjenje dužine

izdanaka. Međutim, nije bilo u pitanju samo skraćivanje internodija već je sam razvoj i

porast izdanaka bio slabiji, što se manifestvovalo većim udelom izdanaka dužine do 10

mm, i smanjenjem procenta izdanaka dužine preko 20 mm. Ova pojava je bila naročito

izražena kod D. giganteiformis ssp. kladovanus, taksona koji se uspešno može gajiti na

podlogama čija je pH vrednost 6,3, ali se sasvim zadovoljavajući rezultati mogu postići

i na podlozi pH vrednosti 5,8, koja se smatra standarnom za veliki broj vrsta (P i e r ik ,

1987, T h or p e  et al., 2008).

Kada je u pitanju D. serotinus, uzimajući u obzir dobijene rezultate može se

zaključiti da je najpovoljnija pH vrednost podloge iznosi 5,8, iako je bilo očekivano da

veća pH vrednost medijuma bude povoljnija, jer zemljišta na prirodnom staništu ove

vrste imaju pH 7,00 - 8,10 (Bo ž a , 1999). Kod vrste Nepeta rtanjensis optimalna pH

vrednost medijuma iznosi 7,00, ali je ipak u pitanju izrazito kalcifilna vrsta (M i š i ć ,

2004). Inače u literaturi se navodi da za većinu biljnih vrsta najpovoljnija pH vrednost
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se kreće u opsegu od 5,0 - 6,5, dok pH niži od 4,5 i viši od 7,0 uglavnom zaustavljaju

rast i razvoj biljaka in vitro (P i e r i k , 1987, Th o rp e  et al., 2008), što se prilikom

razmnožavanja D. serotinus, uprkos očekivanjima i pokazalo.

Osnovni cilj sprovedenih ekperimenata bio je da se izvrši optimizacija pH

vrednosti podloge kako bi razmnožavanje ispitanih taksona bilo što efikasnije, što je i

izvršeno. Međutim, diskusija mehanizma uticaja pH vrednosti podloge na razvoj

izdanaka u kulturi in vitro, čime bi se mogli objanisti i rezultati dobijeni sa vrstom D.

serotinus, je vrlo složena. Samo dejstvo pH vrednosti je veoma kompleksno, između

ostalog kiselost podloge utiče na selektivno usvajanje jona. Na primer, usvajanje NH4
+

jona je intenzivnije u alkalnoj i slabo kiseloj sredini, pri čemu dolazi do zakišeljavanja

podloge, dok se NO3
- intenzivnije usvajaju u kiseloj sredini, pri čemu hranljiva podloga

postaje alkalnija (T h o r p e  et al., 2008). Na taj način intenzivnije usvajanje jednog od

dva navedena jona menja pH vrednost medijuma u pravcu koji više odgovara drugom

jonu. Pored navedenog dejstva, pH vrednost podloge utiče i na dostupnost i intenzitet

usvajanja drugih jona u podlozi (Th o rp e  et al., 2008). Takođe, pH vrednost podloge

ima uticaja na organogenezu i embriogenezu kod pojedinih vrsta. Tako, na primer

prilikom gajenja kulture sočnih listova lukovica ljiljana Lilium auratum Lindl. i L.

speciosum Thunb. pH vrednost podloge je značajno uticala i na formiranje malih,

adventivnih lukovica, ali i na formiranje korenova u fazi ožiljavanja (T a k a ya m a  i

M is a w a , 1979).

5.2.3. Uticaj koncentracije i vrste šećera na razvoj izdanaka

Posmatrajući regeneraciju izdanaka iz postavljenih eksplanta D. serotinus

uočavamo da regeneracija eksplanta na MS podlogama zavisi pre svega od vrste šećera

u podlozi, a mnogo manje od njegove koncentracije (tabele 85 i 86). Jedini izuzetak su

podloge sa fruktozom gde su više koncentracije imale nepovoljno dejstvo na

regeneraciju izdanaka D. serotinus. Pri tom, podloge sa saharozom su imale značajno

veći procenat regeneracije izdanaka od podloga sa drugim vrstama šećera.

Međutim, uočljivo je da dejstvo šećera u podlozi zavisi od koncentracije

mineralnih soli jer na MS podlogama razlike između podloga sa saharozom, glukozom i
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sa nižim koncentracijama glukoze su veoma male, a na 1/2MS podlogama su te razlike

mnogo izraženije (grafik 7).

Na osnovu multinominalne logističke regresije može se zaključiti da je promena

koncentracije svakog ispitivanog šećera imala značajnog uticaja na procenat

regeneracije pravilno razvijenih izdanaka sa izuzetkom saharoze kod D. pinifolius, gde

se procenat regeneracije nije značajno menjao sa promenom koncentracije u podlozi

(95-100%). Razlike u regeneraciji eksplanta u odnosu na koncentraciju mineralnih soli

su slabo prisutne kod D. pinifolius, gotovo da ne postoje, ali je zato uočljiv uticaj vrste

šećera na regeneraciju izdanaka, a u manjoj meri se uočava i uticaj koncentracije šećera

(tabele 89, 90 i 91). Nepovoljan uticaj su imale podloge sa višim koncentracijama

fruktoze (50 gL-1 i 70 gL-1) gde je procenat pravilno regenerisanih eksplanta bio

najmanji. Takođe, visoka koncentracija fruktoze nije pogodovala ni regeneraciji i

razvoju eksplanta D. giganteiformis ssp. kladovanus, ali su kod ovog taksona

nepovoljne bile i podloge sa višom koncentracijom drugih šećera (saharoze i glukoze).

Posmatrajući pojavu vitrifikacije, ona je pre svega zavisila od posmatranog

taksona. Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus vitrifikacije nije bilo ni na jednoj

podlozi, kod D. serotinus se javljala na podlogama sa fruktozom, ali nije bilo statistički

značajnih razlika zavisno od koncentracije fruktoze u podlozi, dok je kod D. pinifolius

koncentracija šećera imala uticaja na pojavu vitrifikacije. Međutim, za razliku od D.

pinifolius gde sa povećanjem koncentracije fruktoze povećao broj vitrifikovanih

eksplanata, kod nekih vrsta, kao što su badem (Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb.) ili

maslina (Olea europaea L.) dodavanjem fruktoze u medijum se značajno smanjio

procenat vitrifikacije (R u g i n i  et al., 1987).

Prilikom ispitivanja uticaja koncentracije i vrste šećera na razvoj i organogenezu

u kulturi in vitro vrste Rindera umbellata (Waldst. et Kit.) Bunge najveći stepen

formiranja adventivnih pupoljaka na segmentima stabljika postignut je na podlozi sa

0,06M saharoze (≈ 20 gL-1), ali najviše vrednosti sveže i suve mase bile su na

podlogama sa sa 0,1M (≈ 34 gL-1) saharoze (P e r i ć  et al., 2012). Nasuprot tome,

glukoza je imala najpovoljniji uticaj na rast i morfogenezu izdanaka vrste Nepeta

rtanjensis u odnosu na saharozu i fruktozu (M i š i ć  et al., 2005a). U fazi umnožavanja

izdanaka Fagus sylvatica L. i F. orientalis Lipsky na podlogama sa glukozom (3-4%)

broj izdanaka po eksplantu je bio veći nego na podlogama sa saharozom ili fruktozom,
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ali se zato uticaj vrste šećera na dužinu izdanaka razlikovao zavisno od klona koji je

gajen (C u e n c a , Vi e i t e z  2000). Slično, prilikom mikropropagacije različitih kultivara

i klonova Vaccinium vitis-idaea razlikovalo se i dejstvo vrste i koncentracije dodatih

šećera (D e b n a th , 2005). Prisustvo ugljenih hidrata u medijumu, saharoze, glukoze ili

fruktoze je povoljno uticalo i na klijanje zigotskih embriona Pinus heldreichii H.

Christ., gde je procenat klijanja pri koncentraciji 10 - 30 gL-1 odgovarajućeg šećera bio

viši u odnosu na podloge bez ugljenih hidrata, međutim, više koncentracije šećera su

imale inhibitorni efekat i klijavost je bila niža u odnosu na kontrolu (S t o j i č i ć  et al.,

2008). Takođe, dodavanje maltoze u podlogu je imalo negativan efekat na klijavost

embriona P. heldreichii.

Generalno, saharoza i glukoza su jednako povoljne za regeneraciju izdanaka kod

sva tri karanfila, izuzev na MS podlogama kod D. serotinus.

Posmatrajući broj izdanaka koji se formira iz postavljenog eksplanta uočljivo je

da značajan uticaj imaju i vrsta i koncentracija šećera, što je naročito izraženo kod D.

serotinus (tabela 95). Međutim, najpovoljnije vrednosti kod sva tri karanfila su dobijene

na podlogama koje sadrže saharozu (30 gL-1) i glukozu (30 gL-1), a kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus zadovoljavjući rezultati su dobijeni i na podlogama sa

30 gL-1 fruktoze.

Slično, na podlogama sa saharozom i glukozom su se formirali i najduži izdanci,

a najpovoljniji uticaj na izduživanje izdanaka kod sva tri karanfila su imale

koncentracije 30 gL-1, s tim da je visok procenat izdanaka dužih od 20 mm kod D.

serotinus bio i na podlogama sa 50 gL-1 saharoze i glukoze, a kod D. pinifolius i D.

giganteiformis ssp. kladovanus na podlogama sa 10 gL-1 pomenutih šećera. Međutim,

prilikom mikropropagacije N. rtanjensis dužina izdanaka na medijumima sa najmanjom

koncentracijom šećera je mala i povećava se sa rastom koncentracije šećera (M i š i ć ,

2004).

Prosečan broj nodusa kod D. serotinus i D. giganteiformis ssp. kladovanus je bio

visok na podlogama sa 30 gL-1 saharoze, a kod D. pinifolius, pored saharoze i na

podlogama sa 30 gL-1 glukozom, dok su kod sva tri karanfila izrazito nepovoljan efekat

imale podloge sa visokom koncentracijom šećera (70 gL-1), bez obzira na njegovu vrstu.
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Nepovoljno dejstvo niže koncentracije šećera (10 gL-1) na razvoj izdanaka je

bilo očekivano i može se objasniti ograničenom fotosintetičkom aktivnošću u in vitro

uslovima. Sa jedne strane, za pravilan razvoj kulture u uslovima in vitro neophodno je

dodavanje izvora ugljenika u podlogu. Kao što je već rečeno, saharoza je najčešće

korišćeni šećer, međutim, njeno prisustvo deluje inhibirajuće na fotosintezu (T h o r p e

et al., 2008). Smanjivanjem koncentracije saharoze u podlozi moguće je povećati

intenzitet fotosinteze (La n g f o r d  i  W a i n w r i g h t , 1987), ali se time usporava rast

kultura. Sposobnost fotosinteze u kulturi in vitro je ograničena i niskim koncentracijama

ugljendioksida (V i n t e rh a l t e r  i  V in t e r h a l t e r , 1996, G e o r ge  i  D av i es ,  2008).

Zbog svega toga danas se sve više sprovode istraživanja vezana za fotoautotrofnu

metodu mikropropagacije gde se u kulture dodaje CO2, a redukuje ili potpuno eliminiše

šećer iz hranljivih podloga (Kozai, 1991, Cristea, 2010).

Ipak, visoke koncentracije šećera mogu biti nepovoljne za razvoj kultura. Tako,

kod sva tri ispitana taksona, sa porastom koncentracije šećera na 50 gL-1 razvoj

eksplanta je i dalje bio uspešan, međutim na koncentracijama od 70 gL-1 došlo je do

inhibiranja rasta, što prema navođenju T h o rpe  et al (2008) može biti i posledica

visokog osmotskog pritiska hranljive podloge, jer tada dolazi do otežanog usvajanja

vode iz hranljive podloge i rezultat ovakvih uslova jeste smanjen intenzitetet rasta i

deoba ćelija, što generalno dovodi do redukovanog rasta biljaka (K o z a i  i Ku bo t a ,

2005, T h or p e  et al., 2008).

Na podlogama sa fruktozom kod sva tri karanfila razvoj eksplanta je bio slab,

što je zabeleženo i pri mikropropagaciji vrste Nepeta rtanjensis gde je fruktoza pokazala

daleko slabije rezultate u pogledu rasta i razvoja eksplanata u odnosu na iste

koncentracije saharoze i glukoze (M i š i ć , 2004). V i n t e r ha l t e r  i Vin t e r h a l t e r

(1996) navode da prilikom autoklaviranja fruktoza značajno snižava pH vrednost

medijuma što se potvrdilo i našim istraživanjima, a niska pH vrednost može

prouzrokovati da se medijum ne stegne nakon autoklaviranja, što je takođe potvrđeno u

ovom radu. Medijumi sa većom koncentracijom šećera su bili ređi i eksplanti su na njih

znatno teže postavljani. Prema T h or p e  e t  a l  (2008) razmekšavanje hranljive podloge

je takođe i posledica veće hidrosolubilnosti fruktoze u odnosu na druge šećere.

Usvajanje hranljivih supstanci iz ovakvih podloga je otežano. Još jedan od uzroka

kontradiktornih rezultata pri korišćenju fruktoze jeste i različita osetljivost biljnih tkiva
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na furfural i metil – furfural. Ove toksične supstance nastaju tokom autoklaviranja

hranljivih podloga, a naročito kad su one snabdevene fruktozom (T h o r p e  et al., 2008).

Rešenje problema sa povećanjem kiselosti podloge nakon autoklaviranja bi se moglo

potražiti u povećanju pH vrednosti medijuma, tako da se medijumima sa višim

koncentracijama šećera pH vrednost pre autoklaviranja poveća i to je i urađeno prilikom

postavljanja ogleda, pH vrednost je podešena na 6,3, ali uprkos tome na podlogama sa

fruktozom su zabeleženi najslabiji rezultati. Međutim, prilikom mikropropagacije

paprati Nephrolepis biserrata (Sw.) Schott. istraživana je veza između pH vrednosti

medijuma i različitih koncentracija šećera, u ovom slučaju saharoze. Najbolji rezultati

su postignuti na pH vrednosti 7, čak i u slučaju visokih koncentracija šećera

(A m b ro s i o , de M el o , 2004).

Prilikom ispitivanja promene pH vrednosti podloge nakon autoklaviranja i

nakon gajenja kulture D. serotinus konstatovano je da su na opadanje pH vrednosti

podloge uticali i tip šećera i njegova koncentracija (tabela 115). Podloge sa fruktozom

su nakon autoklaviranja bile kiselije (3,5-4,2) od podloga koje su sadržale saharozu

(5,0-5,6) ili glukozu (4,4-5,4). Takođe, što je veća koncentracija šećera bila u podlozi, to

je pH vrednost više opala nakon autoklaviranja. Treba istaći i činjenicu da i sama biljka

tokom kultivisanja može značajno promeniti pH podloge na kojoj raste (Skirvin et al.,

1986), diferencijalnim usvajanjem azota u vidu nitrata ili amonijuma. Pošto asimilacija

NH4+ rezultuje stvaranjem efluksa H+ jona, koji se izlučuju u hranljivu podlogu, dolazi

do zakišeljavanja podloge (T h o r pe  et al., 2008, G e o r ge  i d e Kle r k , 2008).

Pokazano je da korišćenjem hranljive podloge sa NH4+ kao jedinim izvorom azota, pH

vrednost hranljive podloge može da se spusti ispod 4.0 (Vin t e r h a l t e r  i

V i n t e r h a l t e r , 1996). To se tokom naših istraživanja i pokazalo jer je nakon 25 dana

gajenja kulture D. serotinus pH vrednost podloga sa saharozom i glukozom dodatno

opala, ali je na podlogama sa fruktozom, koje su ujedno bile i najkiselije, pH vrednost

neznatno porasla. To može da bude posledica asimilacije NO3ˉ jona nakon čega se

stvara višak OHˉ, pa dolazi do povećanja pH vrednosti podloge. Početni pH hranljive

podloge određuje da li će doći do usvajanja azota u obliku NO3ˉ ili NH4+ (P as qu a  et

al., 1991). Pored navedenog, na promenu pH vrednosti podloge mogu uticati i dužina i

uslovi njenog skladištenja, pri čemu do sniženja pH vrednosti dolazi i nakon dužeg
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čuvanja podloge ili njenog skladištenja na sobnoj temperaturi na osvetljenom mestu

(S k i r v in  et al., 1986, Ow e n  et al., 1991).

Preliminarno ispitivanje uticaja dodavanja šećernog alkohola sorbitola na razvoj

kultura D. serotinus dalo je različite rezultate, zavisno od tipa eksplanta i koncentracije

fruktoze u podlozi. Osnovno dejstvo sorbitola se ogleda u modifikaciji vodnog

potencijala medijuma, pri čemu je sorbitol higroskopan element koji stvara osmotski

stres. Njegovo dodavanje ima značaja u indukciji kalusa, a pre svega za indukciju

somatske embriogeneze (Be n k i r a ne  et al., 2000, R a sh id  et al., 2002, H a s s an  et al.,

2009), ali se dejstvo razlikuje zavisno od ispitivane vrste i dok se u nekim slučajevima

može koristiti čak i kao jedini izvor ugljenika, uz potpuno izostavljanje šećera u

medijumu (S w ed lu nd  i  Lo c y , 1993), u drugim situacijama nema nikakvog efekta

(T r a o r e  i  Gu i l t i n an , 2006). Pored značaja u indukciji somatske embriogeneze,

sorbitol može imati pozitivno dejstvo u mikropropagaciji nekih vrsta (M a r i no  et al.,

1991, Pu a  i  C ho n g , 1983, 1985). Na primer, prilikom mikropropagacije Pyrus

pyrifolia ‘Hosui' proliferacija bočnih izbojaka bila je najbolja na podlozi sa sorbitolom

(u poređenju sa podlogama sa saharozom, fruktozom, laktozom, glukozom, maltozom i

manitolom), a dodavanje sorbitola je imalo pozitivnog efekta i na ožiljavanje izdanaka

ovog kultivara (K a d o t a  i  N i mi i , 2004).

Pozitivno dejstvo sorbitola u mikropropagaciji pojedinih vrsta i kultivara može

biti posledica prisustva enzima sorbitol oksidaze ili sorbitol dehidrogenaze kojima se

sorbitol prevodi u glukozu, odnosno u fruktozu, čime se omogućuje njegovo dalje

metabolisanje (M a r in o  et al., 1991, K a do t a  i  N imi i , 2004). Ipak, i pored toga,

mora se obratiti pažnja na činjenicu da dugotrajno gajenje kultura na podlogama samo

sa sorbitolom (više uzastopnih subkultura) može dovesti do nedostatka bora jer se mogu

stvoriti kompleksna jedinjenja koja vezuju bor i čine ga nedostupnim za biljke

(G e o r ge  i d e K l e r k , 2008). S obzirom da bor utiče na nivo endogene IAA i na njenu

translokaciju u biljkama, nedostatak bora se manifestvuje zadržavanjem IAA na mestu

sinteze, zbog čega biljke imaju slabo razvijen korenov sistem.

Tokom naših istraživanja nije se ispoljilo negativno dejstvo sorbitola na razvoj

izdanaka D. serotinus, međutim, da bi se utvrdilo da li sorbitol može da se koristi kao

izvor energije prilikom mikropropagacije ove vrste, a ne samo kao osmotikum, potrebno

je sprovesti dodatna detaljna istraživanja.
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5.3. Ožiljavanje

5.3.1. Ožiljavanje na podlogama sa agarom

Ožiljavanje je uspešno sprovedeno, a procenat ožiljavanja je zavisio od sastava

hranljive podloge, tipa eksplanta, kao i od posmatranog taksona. Kod D. serotinus

najbolji rezultati su dobijeni na 1/2MS podlozi sa 2,68 µM NAA gde se ožililo 75,0 -

86,7% postavljenih eksplanata (tabela 116). Na procenat ožiljavanja kod ove vrste

značajno je uticao tip eksplanta (tabela 117), pa je procenat ožiljenih nodusnih reznica i

terminalnih pupoljaka (85,0 - 86,7%) bio znatno viši nego kod vršnih reznica sa

različitim brojem nodusa (75,0-76,7%).

Na 1/2MS podlogama procenat ožiljavanja D. serotinus i D. giganteiformis ssp.

kladovanus je bio veći nego na MS podlogama sa istom koncentracijom NAA.

Međutim, ožiljavanje D. pinifolius je bilo uspešnije na MS podlogama (88,3% do

96,7%) nego na 1/2MS podlogama (75-86,7%).

Kod D. pinifolius nije bilo značajnih razlika između različitih tipova eksplanta,

procenat ožiljavanje je slabo varirao, od 95,0 do 96,7%, a kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus veći procenat ožiljavanja su vršne reznice (93,4-95,0%) nego terminalni

pupoljci (88,3%) i nodusne reznice (76,7%). Visok procenat ožiljavanja zabeležen je i

kod karanfila - D. superbus ssp. superbus - 100 % (M i k u l i k , 1999), D. deltoides -

100% (M a r k ov ić , 2008) i D. petraeus ssp. noeanus - 91 % (R a d o j e v i ć  et al., 1997).

Nešto niže vrednosti, slično kao i kod D. serotinus tokom naših istraživanja, su

zabeležene prilikom ožiljavanja D. arenarius ssp. bohemicus - 85 % (K o v a č , 1995), D.

gratianopolitanus 'Spotti' - 80 % (F r a ga  et al., 2004), D. gratianopolitanus 'Frosty

Fire' - 70 % (F r a ga  et al., 2004), i D. caryophyllus (62 - 80 %), zavisno od kultivara

(R a do j ev i c  et al., 1990).

Kod sva tri karanfila sa povećanjem koncentracije NAA, povećavao se i broj

ožiljenih biljčica, a najveći procenat ožiljavanja zabeležen je na podlogama sa 2,68 µM

NAA, s tim da je kod D. giganteiformis ssp. kladovanus uticaj koncentracije NAA slabo

izražen.

Prosečan broj korenova koji se formirao po eksplantu se razlikovao u zavisnosti

od koncentracije MS soli u podlozi, koncentracije NAA i tipa eksplanta. Kod D.

serotinus i D. pinifolius veći broj korenova se obrazovao na MS podlogama (tabele 122
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i 124), a tip eksplanta nije imao uticaja na broj korenova (tabele 123 i 125). Kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus prosečan broj korenova je bio gotovo dvostruko veći na

1/2MS podlogama (tabela 126).

Povećanje koncentracije NAA je imalo uticaja na povećanje broja korenova D.

giganteiformis ssp. kladovanus, ali je to slabije izraženo nego kod D. serotinus gde je

znatno veći broj korenova obrazovan na podlogama sa višom koncentracijom NAA,

formirajući pri tom prosečno između 15 - 20 korenova po eksplantu. Kod D. pinifolius

koncentracija NAA nije uticala na broj korenova i on se na MS podlogama uglavnom

kretao između 13 i 18. Takav broj korenova je relativno visok i zabeležen je i kod vrste

D. deltoides (M a r k o v ić , 2008). Međutim, prilikom ožiljavanja D. giganteiformis ssp.

kladovanus prosečan broj korenova je iznosio najviše 6,3 - 10,5 zavisno od tipa

eksplanta, što odgovara rezultatima dobijenim sa D. gratianopolitanus i D. petraeus ssp.

noeanus, koji su imali prosečno 1 - 7 korenova po eksplantu (R ad o j e v i ć  et al., 1997,

Fraga et al., 2004), kao i D. ciliatus ssp. dalmaticus (7,5 korenova) i D. giganteus ssp.

croaticus (7,8 korenova) (R a do j ev i ć  et al., 2010).

Kod D. serotinus najduži korenovi su obrazovani na podlogama sa nižom

koncentracijom NAA, a tip eksplanta i koncentracija MS soli nisu imali uticaja.

Međutim, kod D. pinifolius prosečna dužina najdužeg korena nije zavisila od

koncentracije NAA, već od tipa eksplanta i duži korenovi su se formirali ožiljavanjem

izdanaka sa različitim brojem nodusa. Jedino je kod D. giganteiformis ssp. kladovanus

bio izražen uticaj koncentracije MS soli i na 1/2MS podlogama formirani su duži

korenovi, a sama koncentracija NAA nije imala značajnijeg uticaja.

U literaturi je poznato da sa porastom koncentracije auksina obično broj

korenova po eksplantu raste, a njihova dužina opada (V i n t e r h a l t e r  i Vin t e r h a l t e r ,

1996), što se kod D. serotinus i pokazalo, ali ne i kod D. pinifolius. Slično, ni prilikom

ožiljavanja D. deltoides koncentracija NAA nije imala uticaja na broj i dužinu korenova

(M a r ko v i ć , 2008). Takođe, pri ožiljavanju D. gratianopolitanus dodavanje različitih

koncentracija auksina - NAA, IBA i IAA (0,5 i 1 mgL-1) nije značajno uticalo na broj

formiranih korenova (F r a ga  et al., 2004).
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5.3.2. Ožiljavanje na podlogama bez agara

Može se reći da je ožiljavanje na podlogama bez agara, sa peskom i perlitom

bilo gotovo bezuspešno, sa velikim brojem nekrotiranih biljaka (55,6% - 100%). Iako su

više koncentracije NAA (2,68 µM) imale povoljnije dejstvo, ni u tom slučaju procenat

ožiljavanja nije prešao 25% ni kod jedne vrste karanfila, a uglavnom je bio znatno niži.

Pretpostavlja se da jedan od uzroka viskog procenta nekroza visok sadržaj vlage

u podlozi, odnosno nedostatak aeracije, što nije pogodovalo eksplantima, naročito

onima manjih dimenzija (nodusne i vršne reznice). Sama metoda ožiljavanja je bila vrlo

specifična. Kao što je već navedeno, korišćen je klasičan supstrat tretiran MS rastvorom

bez agara i prvih 10 dana kulture su gajene u sterilnim uslovima, nakon čega je

uklonjena aluminijumska folija na zatvaraču i istovremeno sa ožiljvanjem vršena je

aklimatizacija. Međutim, kako je MS podloga bila tečna, prvih 10 dana kulture, i pored

dodavanja potporne komponente, po svojim karakteristikama odgovara kulturi in vitro

na tečnoj podlozi, a kod takvih kultura aeracija podloga je veoma važna (G e o r g e ,

2008). Međutim, sličan metod ožiljavanja istovremeno sa aklimatizacijom su prilično

uspešno primenili Be nso n  et al. (2000) prilikom mikropropagacije Primula scotica,

koristeći perlit, vermikulit, treset i komercijalno proizveden kompost koje su

autoklavirali i tretirali sterilnim MS mineralnim rastvorom. Ipak, u njihovom radu nije

precizirana količina supstrata, ni količina mineralnog rastvora, odnosno nije poznat

odnos tečne i čvrste komponente, zbog čega se rezultati dobijeni u našim istraživanjima

ne mogu adekvatno uporediti sa rezultatima koje su dobili Be ns on  et al. (2000).

Takođe, istraživanja B e n so n  et al. (2000) su pokazala da aklimatizacija

značajno zavisi od tipa supstrata koji je korišćen, najpovoljnije rezultate su dobili

koristeći treset, komercijalni kompost i perlit, a najslabije koristeći vermikulit, dok u

našem radu su bolji rezultati postignuti korišćenjem peska u odnosu na perlit. Međutim,

prilikom ožiljavanja izdanaka D. arenarius ssp. bohemicus u uslovima ex vitro bolji

rezultati su postignuti korišćenjem perlita jer se u mešavini perlita i peska (1 : 2) ožililo

65 %, a u perlitu 73 % izdanaka (K o v a č , 1995). Uticaj sastava supstrata na intenzitet

ožiljavanja u uslovima ex vitro izdanaka bio je prisutan i kod vrste D. deltoides

(M a r ko v i ć , 2008).
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5.4. Aklimatizacija

Ožiljene biljčice sva tri karanfila su uspešno aklimatizovane, a procenat

aklimatizacije se kod D. serotinus kretao od 77,7% do 88,9%, kod D. pinifolius od 90,0

do 95,5% i kod D. giganteiformis ssp. kladovanus od 85,5 do 90,0%, zavisno od tipa

eksplanta iz kog se obrazovala ožiljena biljčica (tabele 144, 146 i 148). Visok procenat

aklimatizacije je zabeležen i kod drugih vrsta karanfila: D. arenarius ssp. bohemicus -

85 %, D. gratianopolitanus - preko 99%, D. petraeus ssp. noeanus - 100% i D.

deltoides - 100% (K o v a c , 1995, R ad o j e v i ć  et al., 1997, F r a ga  et al. 2004,

M a r ko v i ć , 2008).

Kod sva tri karanfila najveći procenat aklimatizacije bio je na supstratu koji se

sastojao iz treseta i peska u odnosu 4 : 1. Slični rezultati su zabeleženi i kod vrste D.

deltoides (M a r ko v i ć , 2008) gde je na istoj mešavini supstrata koja je ujedno imala i

najmanji procenat peska bila najuspešnija aklimatizacija. Međutim, tokom ovih

istraživanja korišćene su mešavina treseta i peska u odnosu 1 : 1 i mešavina treseta,

peska, baštenske zemlje i pregorelog stajnjaka (2 : 2 : 2 : 1), koje su po svom sastavu

različite, ali između njih uglavnom nije bilo statistički značajne razlike u procentu

aklimatizacije posađenih biljaka. Značajan uticaj sastava supstrata na aklimatizaciju

ustanovljen je i prilikom mikropropagacije drugih vrsta (K o v a c , 1995, Be n so n  et al.,

2000).

Tip eksplanta iz kog se razvila ožiljena in vitro biljka nije uticao na

aklimatizaciju vrste D. serotinus, ali je imao uticaja kod D. pinifolius i D.

giganteiformis ssp. kladovanus u korist ožiljenica poreklom od izdanaka sa različitim

brojem nodusa u odnosu na one koje su se razvile iz nodusnih i vršnih reznica. Uticaj

porekla ožiljenica na aklimatizaciju može da se tumači veličinom i razvijenošću ožiljene

biljčice, ali ne i brojem korenova, jer se broj korenova kod D. pinifolius nije značajno

razlikovao zavisno od tipa eksplanta, a aklimatizacija jeste. Tome u prilog idu i

istraživanja M a r ko v i ć  et al. (2012) kojima je ustanovljeno da na aklimatizaciju D.

deltoides ne utiče broj korenova, nego razgranatost korenovog sistema.
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6. ZAKLJUČCI
Osnovni cilj preduzetih istraživanja, iznalaženje optimalnih uslova

mikropropagacije ugoženih taksona D. serotinus, D. pinifolius i D. giganteiformis ssp.

kladovanus, je postignut. Protokol prikazan u ovom radu se može koristiti za

mikropropagaciju ovih taksona, koja je uspešno sprovedena, a kao potvrda toga je i

činjenica da su, i nakon aklimatizacije, sledeće godine, dobijene biljke cvetale. Pored

toga faza multiplikacije obezbeđuje masovno razmnožavanje ovih ugroženih vrsta, što

je presudno za njihovu reintrodukciju.

Sterilna kultura in vitro je uspešno uspostavljena kod sva tri ispitivana taksona.

Za dobijanje primarnih eksplanata poslužilo je seme što je opravdano s obzirom da je

neophodno očuvati genetsku varijabilnost pri razmnožavanju biljaka koje će biti vraćene

na prirodna staništa. Klijavost semena je bila visoka, 88% - D. giganteiformis ssp.

kladovanus, 92% - D. pinifolius i 96% - D. serotinus. Uspešna sterilizacija je postignuta

korišćenjem 4% rastvora NaOCl tokom 20 minuta, koji je kao jako oksidativno sredstvo

ujedno uticao i na povećanje klijavosti.

Kod sva tri ispitivana taksona najuspešnija regeneracija izdanaka je bila na

podlogama sa niskom koncentracijom hormona: 0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA,

razlikujući se zavisno od tipa eksplanta i koncentracije MS soli u podlozi. Tako, kod D.

serotinus procenat pravilno regenerisanih izdanaka na MS podlogama bio je od 65%

(nodusne reznice) do 83% (vršne reznice), a na 1/2MS podlogama od 87% (nodusne

reznice) do 100% (vršne reznice); kod D. giganteiformis ssp. kladovanus od 98%

(nodusne reznice) do 100% (terminalni pupoljci i vršne reznice) i na 1/2MS i na MS

podlogama; a kod D. pinifolius iz svih postavljenih eksplanata (100%) su se regenerisali

pravilno razvijeni izdanci, bez obzira na tip eksplanta i koncentraciju mineralnih soli

(1/2MS ili MS).
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Vrsta D. serotinus je podložna vitrifikaciji, a procenat vitrifikovanih eksplanata

je prelazio 20% u pojedinim slučajevima. Međutim, vitrifikacija kod ove vrste se može

uspešno redukovati korišćenjem niskih koncentracija fitohormona (0,44 µM BAP i 0,54

µM NAA), dodavanjem MS soli u upola manjoj koncentraciji (1/2MS podloga) i

gajenjem vršnih reznica umesto terminalnih pupoljaka i nodusnih reznica.

Prosečan broj izdanaka u fazi multiplikacije je bio prilično varijabilan i bio je

kod D. serotinus od 3,6 - 10,1 (MS podloge) i od 3,6 - 7,2 (1/2MS podloge); kod D.

pinifolius od 3,1 - 15,4 (MS podloge) i od 2,5 - 10,3 (1/2MS podloge), a kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus od 1,7 do 4,6 (MS podloge) i od 1,7 do 4,4 (1/2MS

podloge). Pri tom, uticaj ispitivanih faktora, koncentracije hormona, koncentracije MS

soli i uticaj tipa eksplanta su se različito manifestvovali zavisno od posmatranog

taksona. Kod D. pinifolius su svi posmatrani faktori značajno uticali na prosečan broj

izdanaka, za razliku od D. giganteiformis ssp. kladovanus gde ni jedan od ispitivanih

faktora nije imao statistički značajan uticaj na broj izdanaka. Međutim, kod D. serotinus

broj izdanaka se nije značajno razlikovao zavisno od tipa eksplanata, ali je zato postojao

statistički značajan uticaj koncentracije hormona i koncentracije MS soli u podlozi.

Posmatarajući dužinu izdanaka, na većini hranljivih podloga, kod sva tri

taksona, dominiraju izdanci kraći od 10 mm, a izuzetak predstavljaju podloge sa niskom

koncentracijom fitohormona (0,44 µM BAP i 0,54 µM NAA), gde je uglavnom manje

od 50% izdanaka bilo kraće od 10 mm. Uticaj koncentracije mineralnih soli u podlozi

uočljiv je jedino kod D. serotinus, gde su izdanci koji su se razvili na 1/2MS podlogama

bili kraći od izdanaka obrazovanih na MS podlogama. Slično i prosečna dužina

internodija je prvenstveno zavisila od koncentracija BAP i NAA i kod sva tri ispitivana

taksona je bila od 1,7 do 4,2 mm. Najkraće internodije su bile na podlogama sa visokom

koncentracijom BAP (8,88 µM), ili na podlogama sa niskom koncentracijom NAA

(0,54 µM) i višom koncentracijom BAP (2,22 µM i 4,44 µM), najduže internodije su

formirane na podlogama sa niskim koncentarcijama hormona (0,44 µM BAP i 0,54 µM

NAA).

Prosečan broj nodusa je bio varijabilan i kod D. serotinus je iznosio od 2,6 do

15,3, kod D. pinifolius je bio nešto niži, od 1,0 do 9,7, a kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus od 2,7 do 12,5.
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Prilikom ispitivanja uticaja pH vrednosti podloge na razvoj izdanaka u fazi

multiplikacije, posmatrajući stepen regeneracije normalno razvijenih izdanaka i ostale

parametre kojima se definiše uspešnost multiplikacije izdanaka (broj izdanaka, broj

nodusa, dužina izdanaka), pokazano je da optimalna pH vrednost za D. pinifolius iznosi

5,8, a D. giganteiformis ssp. kladovanus se uspešno može gajiti na podlogama čija je pH

vrednost 5,8 ili 6,3. Takođe, iako D. serotinus na svom prirodnom staništu raste na

alkalnom zemljištu (pH = 8,0) optimalna pH vrednost podloge je 5,8, a zadovoljavajući

rezultati se postižu i na 6,8, dok dalje povećanje pH vrednosti inhibira rast izdanaka i

dovodi do pojave nekroza i vitrifikacija. Pored uticaja na razvoj izdanaka, povećavanje

pH vrednosti podloge dovelo je do povećanja broja vitrifikovanih izdanaka kod vrste D.

serotinus, odnosno do pojave vitrifikacije kod D. pinifolius i D. giganteiformis ssp.

kladovanus.

Kao izvor ugljenika u podlogama za umnožavanje izdanaka najpovoljnijom se

pokazala saharoza u koncentraciji 30 gL-1 kod sva tri ispitivana karanfila, a

zadovoljavajući rezultati su dobijeni i korišćenjem 30 gL-1 glukoze, dok fruktozu treba

izbegavati. Nakon autoklaviranja pH vrednost podloge opada, a stepen zakišeljavanja

zavisi od vrste i koncentracije šećera: najmanje opada kada se koristi saharoza, a najviše

ukoliko je u podlozi fruktoza. Takođe, povećanje koncentracije šećera u hranljivoj

podlozi dovodi do većeg zakišeljavanja podloge nakon autoklaviranja, tako da se

nepovoljan uticaj viših koncentracija šećera ispoljava i zbog suviše kisele podloge, kao i

zbog suviše visokog osmotskog pritiska podloge.

Preliminarno ispitivanje uticaja dodavanja šećernog alkohola sorbitola na razvoj

kultura D. serotinus dalo je različite rezultate, zavisno od tipa eksplanta i koncentracije

fruktoze u podlozi, ali se nije ispoljilo negativno dejstvo sorbitola na razvoj izdanaka.

Međutim, da bi se utvrdilo da li sorbitol može da se koristi kao izvor energije prilikom

mikropropagacije karanfila, potrebno je sprovesti dodatna detaljnija istraživanja.

Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da optimalna podloga za

multiplikaciju D. serotinus sadrži 1/2MS koncentraciju mineralnih soli, 0,44 µM BAP i

0,54 µM NAA, a kao eksplante treba koristiti vršne reznice. U tom, slučaju faktor

multiplikacije iznosi 9,5, procenat pravilno razvijenih izdanaka je najveći, a vitrifikacija

je svedena na minimum. Na taj način bi se za samo 6 subkultura (150 dana) od jedne

vršne reznice D. serotinus dobilo 77378 novih.
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Hranljiva podloga za D. pinifolius treba da sadrži MS koncentraciju mineralnih

soli, 2,22 µM BAP i 0,54 µM NAA, jer je na toj podlozi procenat regeneracije pravilno

razvijenih izdanaka bio maksimalan (100%), a faktor multiplikacije najviši (15,4)

korišćenjem vršnih reznica. Za 6 subkultura (150 dana) bi se od jedne vršne reznice

dobilo 866171 novih.

Za razmnožavanje D. giganteiformis ssp. kladovanus treba koristiti vršne

reznice, a optimalna podloga u tom slučaju sadrži 1/2MS mineralne soli, 2,22 µM BAP i

0,54 µM NAA. Kako je procenat regeneracije pravilno razvijenih izdanaka iznosio 98,3,

faktor multiplikacije u tom slučaju je 4,0, stoga se za 6 subkultura (150 dana) od jednog

početnog eksplnta može dobititi 1024 novih vršnih reznica.

Za ožiljavanje eksplanta sva tri ispitivana taksona potrebno je koristiti podloge

sa 2,68 µM NAA. Međutim, D. serotinus treba ožiljavati na 1/2MS podlogama, a kao

eksplante koristiti nodusne reznice i terminalne pupoljke jer se oni ožiljavaju u većem

procentu (85 - 86%) od vršnih reznica (75 - 76%). D. pinifolius treba ožiljavati na MS

podlogama (ožiljavanje 95,0-96,0%), a uspešno se mogu koristiti svi tipovi eksplanata

(nodusne i vršne reznice i terminalni pupoljci). Kod D. giganteiformis ssp. kladovanus

ožiljavanje treba vršiti na 1/2MS podlogama, pri tom koristiti vršne reznice (93-95%

ožiljenih), a izbegavati korišćenje nodusnih reznica i terminalnih pupoljaka.

Prosečan broj korenova koji se formira tokom in vitro ožiljavanja ispitanih

taksona ne zavisi od tipa eksplanta već od koncentracije MS soli u podlozi, i kod D.

serotinus i D. pinifolius je veći na MS podlogama, a kod D. giganteiformis ssp.

kladovanus na podlogama 1/2MS podlogama. Uticaj povećanja koncentracije NAA na

formiranje većeg broja korenova je bio prisutan kod D. serotinus i D. giganteiformis

ssp. kladovanus, ali ne i kod D. pinifolius. Koncentracija NAA je uticala i na dužinu

korenova kod D. serotinus, formirani su duži korenovi na podlogama sa nižom

koncentracijom NAA. Kod D. pinifolius i D. giganteiformis ssp. kladovanus na dužinu

korenova NAA nije imala uticaja, ali tip eksplanta jeste i duži korenovi su formirani kod

vršnih reznica, nego kod nosdusnih reznica i terminalnih pupoljaka.

Aklimatizacija ispitivanih karanfila je bila uspešna, a procenat aklimatizacije je

prelazio 88% kod D. serotinus, 95% kod D. pinifolius i dostigao 90% kod D.

giganteiformis ssp. kladovanus. Procenat aklimatizacije karanfila zavisio je od vrste

supstrata koji se koristi, a kod sva tri taksona najpovoljniji rezultati su dobijeni
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korišćenjem mešavine treseta i peska u odnosu 4 : 1. Takođe, tip eksplanta iz kog se

razvila ožiljena in vitro biljka je imao uticaja na aklimatizaciju D. pinifolius i D.

giganteiformis ssp. kladovanus, gde za aklimatizaciju treba koristiti ožiljene vršne

reznice, dok kod D. serotinus poreklo ožiljenih biljčica nije imalo uticaja na

aklimatizaciju.

Ožiljavanje na podlogama bez agara istovremeno sa aklimatizacijom, uz dodatak

sterilnog peska ili perlita kao potporne komponente se ne preporučuje ni kod jednog od

ispitivanih karanfila zbog velikog procenta nekrotiranih izdanaka. Stoga se preporučuje

ispitivanje primene autotrofnog sistema mikropropagacije (photoautotrophic

micropropagation system - PMS) u razmnožavanju karanfila.

Promenom preporučenog protokola, ukoliko bi se sterilna kultura uspostavila u

leto, neposredno po sakupljanju semena, nakon 6 subkultura u fazi multiplikcije,

ožiljavanja in vitro i aklimatizacije dobijenih biljaka koja bi se u tom slučaju okončala u

proleće naredne godine, dobilo bi se od samo jednog klijavca 115757 novih biljaka D.

serotinus, 1645725 biljaka D. pinifolius i 876 novih biljaka D. giganteiformis ssp.

kladovanus.

Sadni materijal dobijen tokom ovih istraživanja je vitalan i može se koristiti za

ispitivanje mogućnosti i postupka razmožavanja ovih vrsta klasičnim metodama, što

potvrđuje visoko preživljavanje biljaka u preliminarnim ogledima za reintrodukciju u

podnožju Kosmaja. Na taj način bi se obezbedila dovoljna količina za sadnju na

prirodnom staništu, kao i za obogaćenje asortimana karanfila na našem tržištu.

Međutim, za pravilno sprovedenu i uspešnu ex situ i in situ konzervaciju, neophodno je

sprovesti detaljna istraživanja genetičke strukture populacija ovih karanfila, kao i

detaljna istraživanja ekologije i stepena ugroženosti drugih vrsta na staništima

istraživanih karanfila. Takođe, treba razmotriti faktore koji deluju na njihovom staništu,

a naročito na lokalitetima gde se preporučuje reintrodukcija ovih taksona i neophodno je

napraviti predviđanje promene dejstva i interakcije spoljašnjih faktora na tim staništima

kako bi reintrodukcija bila dugoročno uspešna. Protokol razmnožavanja prikazan u

ovom radu je samo jedan korak ka multidisciplinarnom pristupu neophodnom za

uspešnu konzervaciju ovih taksona.
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