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Rezime. Procedura sterilizacije eksplantata, kao prva faza mikropropagacije je veoma vazna za uspesnost orga-
nogeneze, posebno ako se pocetni eksplantati uzimaju iz otvorenog polja, odnosno vocnjaka, ili iz staklara i mre-

zanika.

Standardna procedura povrSinske sterilizacije, vremenski modifikovana je primenjena na podlogama Gisela 5,
Pyrodwarf i Fereley Jaspi. Dve vrste eksplantata su koriScene: pupoljci sa grancica drzanih u laboratorijskim

uslovima i sa grancica poreklom iz mrezanika.

Najveci % indukovanih lisnih rozeta dobijen je uzimanjem eksplantata iz laboratorijskih uslova, posebno kod

podloge Gisela 5, 82,7%.

Kljuéne reci: nove podloge vocaka, procedura sterilizacije, vrsta eksplantata, indukcija lisne rozete

Uvod

Mikropropagacija je kao metoda vegetativhog raz-
mnoZzavanja, od svih in vitro tehnika, nasla najvisi ni-
vo prakticne primene u vocarstvu. Najdalji korak je
napravljen kod jagodastih vrsta vocaka i vegetativnih
podloga. Poslednjih godina u savremenom vocarstvu
sve se vise ide na gustu sadnju za koju se koriste sla-
bo bujne podloge, pa je tim pre opravdana primena
ove metode za brzo razmnozavanje i uvodenje u pro-
izvodnju zdravih i kvalitetnih podloga. U mnogim ra-
sadnicima Sirom sveta ova metoda je standardna meto-
da za razmnoZzavanje nekih vrsta vocaka. Tako, npr.,
vegetativna podloga za treSnju, Gisela 5, najaktuelnija
1 najviSe trazena na svetskom trzistu, se uglavnom raz-
mnozava ovom metodom (Ruzi¢ i Cerovic, 2003).
Primena ove metode u razmnoZavanju vegetativ-
nih podloga je inicirana 70-tih godina XX veka, upra-

vo na samom pocetku primene mikropropagacije. Sle-
decih 20-tak godina razvijen je veliki broj protokola za
razmnozavanje podloga za razliite kontinentalne vr-
ste vocaka, pa su sa uspehom in vitro razmnozene i ve-
getativne podloge za: tre$nju i visnju — Vladimir (Cos-
sio et al., 1981), Colt (Ruzic¢ i Cerovic, 1987), 11 eko-
tipova Prunus mahaleb (Dradi et al., 1996), Maxma-
14 (Hepaksoy, 2004), F12/1 (Grant i Hammatt, 1999),
Damil GM 61/1 (Ruzic et al., 2007); za §ljivu — Dama-
sco 1869, GF43, San Giuliano 655/2 (Zuccherelli,
1979), Pixy (P. insititia) (Jones i Hopgood, 1979), S1
klon (P. domestica) 1 S2 (P. insitita) (Rosati i Marino,
1980), dzanarika (Hammersschlag, 1982); za breskvu
— GF 677 (Ruzi€ et al., 1984) i mnogi dr.

Istrazivanja su prisutna i u novije vreme i najvise
su bazirana na izuc¢avanju uticaja hormonskog sastava
medijuma na faze mikropropagacije, ali i uticaja mine-
ralnog sastava medijuma, razlicitih vrsta i koncentra-
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cija ugljenih hidrata ili nekih alternativnih supstanci sa
citokininskom aktivno$cu, na mikropropagaciju pod-
loga za tre$nju Gisela 5, Inmil GM 9, Camil GM 79,
Damil i podloge za krusku Pyrodwarf (Ruzi¢ et al.,
2000; Ruzic i Cerovic, 2001; Ruzi€ et al., 2001; Ruzic¢
et al., 2003; Ruzic et al., 2004; Ruzic et al., 2008; Ru-
zi¢ et al., 2009).

Funkcija I faze mikropropagacije je uspostavlja-
nje asepticne, odnosno sterilne kulture in vitro. Prema
Hartmannu i Kesteru (1983) faktori koji utiCu na
uspeh ove faze su: izbor eksplantata, eliminacija kon-
taminacije eksplantata, odnosno sterilizacija eksplan-
tata, uslovi gajenja pocetnih kultura (svetlost, tempe-
ratura...).

S obzirom da je uspostavljanje sterilne kulture
veoma znacajna i najosetljivija faza mikropropagacije,
od cega zavisi i dalji uspeh metode, cilj rada je bio da
se razradi protokol za uspesnu povrsinsku sterilizaciju
aktuelnih vegetativnih podloga za tre$nju, krusku i
Sljivu.

Materijal i metode

Biljni materijal. Zbog svoje aktuelnosti u vocarstvu ko-
riScene su slabo bujne podloge za treSnju, Gisela 5
(148/2, interspecijes hibrid Prunus cerasus x Prunus
canescens); za krusku, Pyrodwarf (clone BU 5-18, Old
Home x Bonne Louise d’Avranches); i Sljivu Fereley
Jaspi (Prunus salicina ,,Methley“ x Prunus spinosa).
Vrsta ekplantata. Bezvirusne podloge su uvezene iz
Nemacke (Lodder, Unterlagen Ltd.) u okviru projekta
Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede
RS: ,,Uvodenje certifikacije u proizvodnju sadnog ma-
terijala vocaka (dobijanje osnovnog Stoka i zasnivanje
mati¢njaka sorti i podloga vocnih vrsta)“. Biljke su po-
sle testiranja na eventualno prisustvo virusa sadene u
sterilan supstrat i drZane u uslovima mrezanika (S1. 1
a). Kao pocetni eksplantati uzimani su pupoljci sa
grancica direktno sa ovih biljaka u mrezaniku, pocet-
kom maja meseca. Druga vrsta ekplantata (samo za
Giselu 5 i Pyrodwarf) je poreklom iz laboratorijskih
uslova, odnosno postavljane su grancice sa vegetativ-
nim pupoljcima u periodu dubokog zimskog mirovan-
ja (januar mesec) u posudu sa vodom u laboratorijskim
uslovima (prose¢na temperatura 20 °C), i po otvaran-
ju pupoljaka (februar mesec) uvodeni su u proceduru
sterilizacije.
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Povrsinska sterilizacija. KoriScena je standardna pro-
cedura sterilizacije koja je vremenski modifikovana.
Eksplantati su ispirani u proto¢noj vodi 1,5-2,0 casa,
zatim 1° 20”u 70% etanolu, 12 min u 10% ,,Varikini*
(komercijalni proizvod sa 4% aktivnog hlora) i 3 puta
ispirani sterilnom vodom.

Inicijacija rozete. Pupoljci veli¢ine 0,5-0,8 cm su po-
stavljani na medijum Murashige i Skoog (1962) (MS)
sa u mg I 6-benzil-aminopurin (BAP) 2,0; indol-B-
buterna kiselina (IBA) 0.5; giberelna kiselina (GA3)
0,1; agar i saharoza u koncentraciji od 7.000, odnosno
20.000 mg 1", resp.

Multiplikacija. Po uspostavljanju sterilne kulture inici-
rane lisne rozete su prenete na medijum za multiplika-
ciju koji je sadrzavao MS mineralne soli i organski
kompleks sa u mg 1I': BAP 1,0; IBA 0,1 i; GA; 0,1 (za
podloge Gisela 5 i Ferelay Jaspi), a BAP 0,5; a-naftil
sircetna kiselina (NAA) 0,1; i GA; 0,1 (za podlogu
Pyrodwarf).

Uslovi za gajenje kultura. Kulture su gajene u klimati-
zovanoj prostoriji sa kontrolisanom temperaturom (23
+ 1 °C), fotoperiodom (16/8 h, svetlost/mrak) i inten-
zitetom svetlosti na povrsini kultura od 8,83 Wm’,
obezbedenim sa belim fluorescentnim lampama, jaci-
ne 40 W, 6.500 K.

U radu su praceni parametri uspesnosti uspostav-
ljanja asepti¢ne kulture: procenat pocCetnih eksplantata
koji je kontaminiran, nekrotirao i inicirao lisnu rozetu,
kao i1 indeks multiplikacije, duzina osovinskog i boc-
nih izdanaka u prvoj supkulturi.

Za obradu podataka koriScena je analiza varijan-
se (ANOVA), kao i pojedinac¢ni Dankanov visestruki
test intervala, za p < 0,05.

Rezultati i diskusija

Faza uspostavljanja asepticne kulture je jedna od naj-
osetljivijih i najtezih faza u proceduri mikropropagaci-
je. Uglavnom se pocetni eksplantati uzimaju iz polja u
pocetku i u toku vegetacije, pa je procenat zarazenosti
takvog materijala veoma veliki. Zbog toga se cesto
mati¢ne/donor biljke sa kojih se uzimaju eksplantati
gaje u staklarama, plastenicima ili mrezanicima, gde
se kontrolisano tretiraju pesticidima. Medutim, i pored
kontrolisanog gajenja takvih biljaka procenat kontemi-
nacije moZze biti veliki.
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Prema Hartmannu i Kesteru (1983) postoje eks-
terni patogeni koji su prisutni na eksplantatima i inter-
ni patogeni koji su endogeni i prisutni u eksplantatima.
Eksterna kontaminacija ukljucuje gljive, bakterije i dr.
mikroorganizme i oni se mogu kontrolisati dezinfekci-
jom eksplantata i radnog prostora. Medutim, interni
patogeni su prisutni u tkivu eksplantata i teze se od-
stranjuju u Sta spadaju virusi, organizmi sli¢ni virusi-
ma, ali 1 gljive i bakterije.

Murashige (1974) je izmedu mnogih faktora koji
imaju uticaja na uspostavljanje asepti¢ne kulture, apo-
strofirao sezonu uzimanja eksplantata kao veoma va-
Znu, kao i vrstu ekplantata, veli¢inu i kvalitet cele do-
nor biljke. Kontaminacije su uglavnom na povrsini bi-
ljnih delova pa je zato vazno poreklo i mesto gajenja
donor biljke. Poznata je Cinjenica da biljke koje rastu
u humidnoj atmosferi, omogucavaju micelijama gljiva
da prodru u unutrasnjost tkiva i tako postanu problem
za sterilnost eksplantata. Generalno, donor biljke koje
su rasle u zasticenom prostoru u staklarama ili mreza-
nicima su mnogo bolji izvor eksplantata od onih
gajenihh u polju, odnosno zasadima vocaka. Hartmann
i Kester (1983) jo$ preporucuju da se u staklara-
ma/mrezZanicima izbegava svako prskanje, odnosno
vlaZenje oko donor biljke i ¢ak obezbedenje suvljih
uslova do 3 nedelje, kako bi se kontaminacije smanji-
le, a kod onih gajenih na otvorenom, pokrivanje gran-
Cica sa plasti¢nim kesama i tretiranje fungicidima.

Da kvalitet, odnosno zaraZenost donor biljke ima
uticaja na uspostavljenje sterilne kulture pokazali su i
dobijeni rezultati (Tab. 1). Kod podloge Gisela 5 i
Pyrodwarf, koje su imale i komparativni ogled, znatno
bolji rezultati su dobijeni sa eksplantatima poreklom

Tab. 1. Uspostavljanje asepticne kulture
Establishement of aseptic culture

sa grancica iz laboratorijskih uslova. Tako je, kod pod-
loge Gisela 5 dobijen i najveci % iniciranih lisnih ro-
zeta, ¢ak 82,7% od eksplantata upravo poreklom iz la-
boratorijskih uslova, $to je znatno bolje u poredenju sa
koriScenjem eksplantata iz mrezanika (28,3% inicira-
nih rozeta) (Tab. 1). Promena, t.j. kori§c¢enje dezinfek-
tanta kao Sto je DICA, kod istog genotipa, nije dalo
bolje rezultate (42,9% indukovalo rozetu, 28,6% kon-
taminiranih i 28,6% potamnelih eksplantata) (Osterc
et al., 2004). Podloga Fereley Jaspi, kod koje su eks-
plantati uzimani samo iz mrezanika, dala je zadovolja-
vajuci % iniciranih rozeta, 46,9% (Tab. 1).

Sve inicirane lisne rozete su bili dobro razvijene i
sa poCetnom multiplikacijom (SI. 1 b, c, d). Sa ovom
kompozicijom/sastavom medijuma dobijeni su brojni,
veoma dobri rezultati u iniciranju lisnih rozeta razlici-
tih vrsta vocaka u laboratoriji za kulturu tkiva in vitro
Instituta za vocarstvo u Cacku.

Za dezinfekciju in vitro se koriste hemijska sred-
stva koja su toksi¢na za mikroorganizme, ali relativno
netoksic¢na za biljni materijal. Najcesce se koristi kal-
cijum hipohlorit [Ca(ClO),] i natrijum hipohlorit (Na-
OCl, kao komercijalni proizvod sa 4% aktivnog hlo-
ra). Medutim kod nekih kultura sterilizacija je radena
i sa drugim dezinfektantima, kao npr. rastvorom Zivi-
nog hlorida (HgCl,) i Tween-a, kod borovnice, brusni-
ce i maline (Gajdosova et al., 2006), ili Na, soli diclo-
roisocyanuric kiseline (DICA) kod nekih vrsta Pru-
nus-a (Osterc et al., 2004), sa manje ili viSe uspeha.

Medutim i vreme drzanja eksplantata u tim dezin-
fektantima je vazno za oStecenje Zivih tkiva, pa se mo-
ra iznaci najpogodniji tretman, ¢esto za svaku kulturu
posebno. Zato i tretiranje eksplantata sa alkoholom

Kontaminirano Potamnelo Inicijacija rozete
eksplantata eksplantata Initiation of

Genotip Vrsta eksplantata Infected explants Browned explants rosette
Genotype Type of explants (%) (%) (%)
Gisela 5 Iz mrezanika/From the screen house 71,7 a - 283d

Sa grancica iz lab./From the lab 12,0d 53b 82,7 a
Pyrodwarf 1z mrezanika/From the screen house 542 b - 458 ¢

Sa granCica iz lab./From the lab 250¢c 12,5a 60.4 b
Fereley Jaspi Iz mrezanika/From the screen house 48,1 b 49b 46,9 ¢
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SI. 1. Bezvirusne sadnice (donor biljke) podloga za tre$nju, krusku i §ljivu u mrezaniku Instituta za vocarstvo u Cacku (a); uspostavljanje asep-
ticne kulture — inicijacija rozete: podloge za tresnju Gisela 5 (b); za kruSku Pyrodwarf (c) i; ljivu Fereley Jaspi (d)

Virus free nursery stock (donor fruits) of rootstocks for cherry, pear and plum in screen house of Fruit Research Institute, Cacak (a); establis-
hement of aseptic culture — initiation of rozette: rootstock for cherry, Gisela S (b); for pear, Pyrodwarf (c); and for plum, Fereley Jaspi (d)
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kratko traje, jer duZe tretiranje deluje toksi¢no na biljni
materijal. Kod ove tri podloge dobro je izbalansirano
vreme tretiranja ekplantata, kako poreklom iz labora-
torijskih uslova, tako i iz mrezanika, jer je utvrden ve-
oma mali % potamnelih izdanaka (Tab. 1).

Formirane rozete po prenosenju na medijume za
multuplikaciju su se razvijale i multiplicirale, kako u
prvoj supkulturi, tako i daljim supkultivisanjem.

Najbolji indeks multiplikacije u prvoj supkulturi
dobijen je kod podloge Fereley Jaspi, a duzina osovin-
skog i bo¢nih izdanaka, kod podloge Pyrodwarf, §to se
moze tumaciti postojanjem genetipske, ili sortne spe-
cificnosti koja postoji i u in vitro uslovima (Graf. 1).

2]M
aLas
=LLS

Gigela § Pyrodwarf Fereley Jasp1

Genotipovi Podloge
Genotvpes Rootstocks

Graf. 1. Parametri multiplikacije u prvoj supkulturi (prosek)
Multiplication parameters in the first subculture (average)
IM — Indeks multiplikacije/Multiplication index

LAS - Duzina osovinskog izdanka/Lenght of axial shoot
LLS — Duzina lateralnih izdanaka/Lenght of lateral shoots

Modifikovana metoda sterilizacije i nacina uzi-
manja pocetnih eksplantata u ovom radu, koja je Siro-
ko primenjena u laboratoriji za kulturu tkiva Instituta
za vocarstvo i kod drugih vrsta vocaka, je verifikova-
na na Nauc¢nom vecu Instituta u kategoriji ,,Bitno po-
boljsan postojeci proizvod ili tehnologija; poboljsan
tehnoloski postupak* i prikazana kao rezultat u izve-
Staju za 2008. godinu za projekat ev. br. 20013. — Stva-
ranje 1 proucavanje novih genotipova vocaka i uvo-
denje savremenih biotehnologija gajenja i prerade vo-
ca.

Regenerisani izdanci ovih podloga su daljim sup-
kultivisanjem umnozeni i korisceni za dalja in vitro is-

trazivanja (Vujovic et al., 2007; Ruzic et al., 2008; Ru-
zic et al., 2009 i dr.)

Zakljucak

Vreme i nacin uzimanja pocetnih eksplantata su modi-
fikovani u laboratoriji za kulturu tkiva Instituta za vo-
Carstvo u Cacku.

Postavljanje grancica sa vegetativnim pupoljcima
u periodu dubokog zimskog mirovanja u posudu sa
vodom u laboratorijskim uslovima i veoma brzo otva-
ranje pupoljaka, omogucili su visok procenat inicijaci-
je lisnih rozeta, kod tri aktuelne vegetativne podloge
za treSnju, krusku i Sljivu.

Osim tipa i nacina uzimanja eksplantata na uspe-
Snost uspostavljanja sterilne kulture uticala je i vre-
menski modifikovana metoda povrsinske sterilizacije.

Faza uspostavljanja asepticne kulture je, ne samo
primena odredenog protokola, vec i iskustveni postu-
pak, poseban i modifikovan u mnogim laboratorijama
za mikropropagaciju, ali svaka inovacija predstavlja i
veoma vazan doprinos uspesnosti ove savremene me-
tode razmnoZavanja biljaka/vocaka i moze imati Siru
primenu u komercijalnim laboratorijama.
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Abstract

Explant sterilization procedure, the initial phase of
micropropagation, is very important for the successful
organogenesis outcome, especially when initial ex-
plants are collected from open field (a planting) or
glass house/screen house.

Standard procedure of surface sterilization, modi-
fied in terms of time, has been applied on Gisela,
Pyrodward and Fereley Jaspi rootstocks. Two types of
explants were used: buds taken from twigs maintained
in laboratory, and from those maintained in a screen
house.

The highest rate (%) of induced leaf rosettes was
obtained from laboratory explants of Gisela 5 (82.7%).
Besides type and method of taking explants, which are

major factors of successful establishment of sterile
culture, the method of surface strilization, modified in
terms of time, has also proved a significant segment.

In the procedure of establishment of aseptic cul-
ture experience plays an important role. It varies
among laboratories, as each micropropagation labora-
tory introduces new modifications. Nevertheless, any
innovation represents a very important contribution to
the success of this modern method of plant/fruit propa-
gation which can be widely applied, particularly in
commercial laboratories.
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