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Rezime. U radu je prikazan bilans kretanja azota izmedu medijuma i izdanaka podloge za tresnju Camil gaje-
ne in vitro. Utvrdene su relacije izmedu usvajanja i distribucije ovog esencijalnog elementa za rastenje i mul-
tiplikaciju in vitro kultura. Ova istraZivanja predstavljaju novi pristup u sagledavanju odnosa vezanih za mine-

ralnu ishranu in vitro.

Kljuéne reci: Camil, podloga za tre$nju, in vitro multiplikacija, azot, bilansi

Uvod

Kultura tkiva in vitro je podesna za pracenje mineral-
ne ishrane jer je metoda brza, lake su manipulacije,
biljke su uniformne u fizioloskom i genetskom smislu,
a mogucnost pojave bolesti je u ovom zatvorenom,
asepti¢nom sistemu eliminisana.

Rastenje biljaka in vitro je na prvom mestu pove-
zano sa sastavom medijuma na kome se gaje. Do da-
nas ne postoji univerzalni medijum za gajenje biljaka
in vitro. Naime, biljne vrste i sorte poseduju sortnu ili
genetsku specifisnost mineralne ishrane u odnosu na
razli¢ite komponente medijuma (koja ne ukljucuje sa-
mo organske supstance, ve¢ i mineralne elemente)
(Saric et al., 1995).

Dosadasnja proucavanja pokazuju da je mineral-
ni sastav mnogih medijuma deficitaran u nekim ma-
kroelementima, ili ih ima u visku, tako da prouzroku-
je abnormalan rast, hiperhidri¢nost i mnoge druge ne-
Zeljene efekte kod biljaka gajenih in vitro (Murashige

i Skoog, 1962; Nedelcheva, 1986; Lumsden et al.,
1990).

Mnogi medijumi u kulturi tkiva se baziraju na sa-
stavu Murashige 1 Skoog (MS) medijuma (Murashige
i Skoog, 1962) koji je dizajniran za celijske kulture Ni-
cotiana tabacum. Tako je MS medijum kori$cen u oko
25% sprovedenih istrazivanja iz kulture Celija i tkiva i
za viSe od 50% svih biljaka proizvedenih mikropropa-
gacijom (Leifert et al., 1995).

U eksperimentima sa vodenim i pes¢anim kultu-
rama, optimalne koncentracije mnogih elemenata za
biljke gajene u in vivo uslovima su manje nego kon-
centracije elemenata u medijumima kori$cenim za in
vitro razmnozavanje (Lumsden et al., 1990). Uloga
makroelemenata je veoma vazna kako za biljke gajene
in vivo, tako i za kulture in vitro, a posebno azota. U
uslovima in vitro azot se moZe primeniti u neorgan-
skoj i organskoj formi. Prema Murashige i Skoog-u
(1962) optimalna doza azota u medijumu za gajenje
kalusa duvana je 50 mM, pa je ¢ak zadovoljavajuci i
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veci nivo, 60 mM. Uticaj azota na organogenezu, mor-
fogenezu i embriogenezu je evidentan, bilo da je u pi-
tanju njegova forma, ili koncentracija (Quoirin i Lepo-
ivre, 1977; Driver i Kuniyuki, 1984; McCown i Sel-
Imer, 1987; Gomez i Segura, 1994 i dr.).

Smanjenje koli¢ine azota u medijumu ima poziti-
van, a u nekim slucajevima negativan efekat. Prema
Ruzic et al. (1997) pri potpunom iskljuenju azota iz
medijuma u fazi multiplikacije vegetativnih podloga
za treSnju, Gisela 5, Inmil i Camil, su ispoljile oStre
simptome nedostatka ovoga elementa kao: veoma jaka
hloroza ivica i celih listova koji su vremenom dobijali
narandzastu boju i otpadali pri dodiru.

Danas se sve vise koriste analiticke metode koje
nam omogucavaju da utvrdimo pristupacnost eleme-
nata u medijumu, mehanizme usvajanja, korelaciju iz-
medu koncentracije elemenata i stope rastenja in vitro.
Proucavanja hemijskih promena koje se javljaju u me-
dijumima pokazuju da oteZzano snabdevanje biljaka
mineralnim elementima moze nastati zbog razlicitih
faktora: dodate pocetne koli¢ine mineralnih elemena-
ta, njihove pristupac¢nosti u medijumu, usvajanja od
strane biljke, dejstva spoljnih faktora, odnosno faktora
koji deluju u mikroklimatu posuda za odgajivanje
(vlaga, aeracija...) (Kozai et al., 1991, 1992, 1995;
Williams, 1995).

Cilj ovoga rada je da se utvrdi odnos izmedu me-
dijuma sa razli¢itim koncentracijama makroelemenata
i biljaka/izdanaka u fazi multiplikacije u in vitro uslo-
vima i posebno prikaze preko koli¢ine azota i formi-
ranja bilansa, odnosno kretanja ovog esencijalnog ele-
menta.

Materijal i metode

Biljni materijal. Perspektivna slabo bujna podloga za
tresnju Camil GM 79, koja je selekcionisana kao klon
Prunus canescens, koriscena je kao biljni materijal za
ova istrazivanja. Eksplantati ovog genotipova su pre
postavljanja u ogled gajeni na Murashige i Skoog
(1962) medijumu, sa variranjem koncentracija citoki-
nina 6-benzil-adenina (BA), giberelne kiseline (GAj),
auksina, o-naftil-sircetne kiseline (NAA) i indol-3 bu-
terne kiseline (IBA), dok nije dobijena optimalana
multiplikacija sa dovoljnim brojem izdanaka za ova is-
traZivanja.
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U svakoj posudi za gajenje kultura (Erlenmeyer

posude od 100 ml) postavljano je po 5 uniformnih iz-
danaka. Po svakom tretmanu postavljano je 25 posuda
x 5 izdanaka x 2 ponavljanja za 20. i ista koli¢ina za
40. dan gajenja. Ovako veliki broj izdanaka (500 izda-
naka po tretmanu x 5 medijuma = 2.500 izdanaka) je
bio potreban zbog prikupljanja dovoljne koli¢ine bi-
ljnog materijala za hemijske analize.
Hranljive podloge — medijumi. Kulture su gajene na
Murashige i Skoog (1962) medijumu (MS), na MS 2x
uvecana koli¢ina makroelemenata, na MS medijumu
sa smanjenim sadrZajem makroelemenata na Y2 i Y
(MS %2 1 MS %). Kontrolni medijum sadrzavao je de-
jonizovanu vodu i agar. Provodljivost vode za pripre-
mu medijuma je bila 0,8 S, a pH vrednost medijuma,
5,78. Medijumi su sterilisani u autoklavu 20 minuta,
na 120°C.

Svi medijumi sadrZavali su agar (Agar-agar; Gum

agar, A-9915, SIGMA) u koncentraciji 7 g [, i saharo-
zu (NO- S-8501, SIGMA), 20 g I'. Od hormona u svim
tretmanima, osim u kontroli, korisceni su BA (1,0 mg
"), NAA (0,1 mg I'") i GA; (0,1 mg I').
Parametri multiplikacije. ProuCavani parametri su me-
reni nultog dana (kod medijuma — posle autoklavira-
nja, kod eksplantata — dan postavljanja u kulturu), 20.
1 40. dana gajenja.

Parametri multiplikacije su odredivani standard-

nom morfometrijom. Izdanci manji od 0,5 cm nisu
uzimani u razmatranje.
Hemijske analize medijuma i biljnog materijala. Za
utvrdivanje sadrzaja azota (N) je uziman uzorak medi-
juma od 10 g, a za biljni materijal 0,2 g uzorka (u 3 po-
navljanja) i dalje su sprovedene analize po standardnoj
metodi Kjeldahl.

Uzorci su analizirani nultog, 20. i 40. dana gaje-
nja, pa je ukupno usvajanje elemenata od strane bilja-
ka kalkulisano iz te razlike.

Nacin na koji je pravljen bilans kretanja sadrZaja
N izmedu medijuma i izdanaka/eksplantata.
Korekcija za medijume
C - koncentracija N u medijumu (%)

m - masa, koli¢ina medijuma (g)
Q,, - koli¢ina supstance u (g) u masi medijuma, pri da-
toj koncentraciji

Co x my = Qo
Cypx my = Qo
Cypx my = Qg
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Korekcija za izdanke

C, x My, = x5
Cy x my, = x5 2Qg
Cy x my, = x5
Cy x My = x5
Cyp x  mp, = x5 2Q
Cyp X My = x5
Cyp X My, = X5
Cp x my = X5 2Q 4

*k - kalus; s - stablo; 1 - list; iz - izdanak; mnozi se sa
5, jer 5 izdanaka bilo zastupljeno po posudi za gajenje.
Posle korekcija za medijume i eksplantate formiran je
bilans:

BILANS=Q +Qoi; =Qma +Q i
=Qmao + Q 40i

2.5

0.5

0
Kontrola/Control MS 2x MS

Graf. 1. Indeks multiplikacije genotipa Camil
Multiplication index of Camil genotype

2.5

Kontrola/Control MS 2x MS

Graf. 2. Duzina osovinskog izdanka (cm)
Length of axial shoot (cm)

Rezultati i diskusija

Determinisanjem osnovnih parametara multiplikacije,
indeksa multiplikacije, duZine osovinskog i bo¢nih iz-
danaka uocava se da ovom genotipu viSe odgovaraju
hranljive podloge sa manjim sadrZajem istih (Graf. 1,
21 3). Iako je standardni MS medijum najpovoljniji za
ovaj genotip, MS %2 je pokazao veoma dobar uticaj na
duzinu boc¢nih izdanaka koja je vazan parametar za
dalje supkultivisanje, a MS % na indeks multiplikaci-
je, posebno 40. dana gajenja. Da je ovo genotipska
specifi¢nost mineralne ishrane ukazuje i ¢injenica da
su podloge Gisela 5 i Inmil u istim uslovima gajenja
imale/dale bolji odgovor na MS i MS 2x medijumima
za sve parametre multiplikacije (Ruzic et al., 2000;
2001; 2003/4).

|

O 0 dan/day
[ 20. dan/day

W 40. dan/day

MS 1/2 MS 1/4
[0 dan/day
[20. dan/day
W 40. dan/day
MS 1/2 MS 1/4
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1.2
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Kontrola/Control MS 2x MS

Graf. 3. Duzina bo¢nih izdanka (cm)
Length of lateral shoots (cm)

U mikroklimatu posuda za gajenje ispitivanih ge-
notipova uspostavljeni su priblizno fotomiksotrofni
uslovi. Tako se koncentracija N i ostalih makroeleme-
nata u medijumima povecavala daljim gajenjem eks-
plantata, zbog isparavanja vode iz medijuma, transpi-
racije i drugih fizickih i fizioloskih procesa koji su vla-
dali u mikroklimatu, odnosno koli¢ina medijuma se
smanjila. Poznato je da se smanjenjem koli¢ine nekog
rastvora, odnosno supstrata, koncentracija njegovih
konstituenata povecava. Medutim, koli¢ina konstitu-
enta ostaje ista u masi medijuma, pri datoj koncentra-
ciji. Zbog toga je koli¢ina azota uzeta kao validnije

Tab. 1. Bilans kretanja N izmedu MS 2x medijuma i izdanaka
Balances of nitrogen movement between MS 2x medium and shoots

[ 20. dan/day

W 40. dan/day

MS 1/2 MS 1/4

merilo za njegovo kvantitativno prikazivanje u medi-
jumima i izdancima, u odnosu na koncentraciju.

Na osnovu sacinjenih bilansa ne samo Sto je pri-
kazan sadrzaj N u odredenoj koli¢ini medijuma, pri
datoj koncentraciji, vec ovaj nacin predstavlja i prove-
ru tacnosti hemijskih analiza medijuma i biljnog mate-
rijala.

Bilansi kretanja azota izmedu medijuma i izdana-
ka genotipa Camil su dati u tabelama 1-4. Na osnovu
ovako prikazanog sadrZaja N vidi se da on linearno
opada u medijumima, a raste u delovima izdanka. Naj-
veca akumulacija je postignuta 40. dana u izdancima

Uzorak Dani Kone. N Masa Usvojeno Bilans
Sample Days Concentr. of N Weight Uptaken Balance
(%) (9] (%)
Medijum 0 0,14 5,15 - Pocetna koncentracija N u MS 2x
Medium 20 0,14 4,10 20,39 Initial concentration of N in MS 2x
40 0.13 3,28 36,31 (0,17%)

Izdanak S 0 11,38 0,151
Shoot L 9,04 0,41%0,92
Izdanak K 8,50 0,13 5,15+0,92 =4,10 + 2,08 =
Shoot S 20 11,10 0,56 =328 +3,12

L 9,25 1,39%2,08 6,07 = 6,18 = 6,40
Izdanak K 8,00 0,20
Shoot S 40 10,68 1,07

L 9,24 1,85%3,12

*K - kalus/callus; S - stablo/stem; L - list/leaf
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Tab. 2. Bilans kretanja N izmedu MS medijuma i izdanaka
Balances of nitrogen movement between MS medium and shoots

Uzorak Dani Konc. N Masa Usvojeno Bilans
Sample Days Concentr. of N Weight Uptaken Balance
(%) (9] (%)
Medijum 0 0,79 2,92 - Pocetna koncentracija N u MS
Medium 20 0,057 1,56 46,58 Initial concentration of N in MS
40 0,034 0,59 79,79 (0,085%)

Izdanak S 0 7,24 0,18
Shoot L 5,53 0,1720,35
Izdanak K 6,93 0,17 292+035=156+1,70 =
Shoot S 20 7,31 0,73 =0,59 + 2,76

L 5,34 0,80%1,70 3,27 =3,26 = 3,35
Izdanak K 5,77 0,58
Shoot S 40 6,80 0,68

L 6,0 1,50%2,76

Tab. 3. Bilans kretanja N izmedu MS %2 medijuma i izdanaka
Balances of nitrogen movement between MS %2 medium and shoots

Uzorak Dani Konc. N Masa Usvojeno Bilans
Sample Days Concentr. of N Weight Uptaken Balance
(%) © (%)
Medijum 0 0,043 1,48 - Pocetna koncentracija N u MS Y2
Medium 20 0,011 0,28 81,08 Initial concentration of N in MS V>
40 0,007 0,14 90,54 (0,042%)

Izdanak S 0 3,0 0,045
Shoot L 4,44 0,13X0,18
Izdanak K 3,62 0,05 1,48 +0,18=028 + 1,11 =
Shoot S 20 4,69 0,23 =0,14 + 1,40

L 4,17 0,83%1,11 1,66 = 1,39 = 1,54
Izdanak K 2,62 0,13
Shoot S 40 341 0,17

L 3,68 1,1021,40

Tab. 4. Bilans kretanja N izmedu MS % medijuma i izdanaka
Balances of nitrogen movement between MS Y medium and shoots

Uzorak Dani Konc. N Masa Usvojeno Bilans
Sample Days Concentr. of N Weight Uptaken Balance
(%) (9] (%)
Medijum 0 0,022 0,84 - Pocetna koncentracija N u MS Y
Medium 20 0,012 0,34 59,52 Initial concentration of N in MS %4
40 0,009 0,17 79,76 (0,021%)

Izdanak S 0 4,71 0,09
Shoot L 4,50 0,0920,18
Izdanak K 3,36 0,08 0,84 + 0,18 = 0,34 + 0,63 =
Shoot S 20 4,00 0,20 =0,17 + 0,93

L 3,53 0,35%0,63 1,02 =0,97 = 1,10
Izdanak K 1,96 0,20
Shoot S 40 2,74 0,14

L 2,94 0,5920,93
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gajenim na MS 2x (krupni izdanci sa velikim listovi-
ma). Do sli¢nih rezultata su dosli i Abu-Qaoud et al.
(1991) koji su utvrdili da u regenerisanim izdancima
kruske (Pyrus communis L.) cvs Louise Panachee i
Seckel, ukupna koli¢ina azota varira u zavisnosti od
ukupne koli¢ine azota u medijumu.

Istrazivanja Williams-a (1991) su pokazala da
usvajanje mineralnih elemenata od strane biljke zavisi
od nivoa snabdevenosti, ali usvajanje nije proporcio-
nalno nivou snabdevenosti. Obi¢no iskoriscenost mi-
neralnih elemenata ima suprotan efekat na viSem ni-
vou snabdevenosti elementima, a moze zavisiti od ni-
voa elemenata u biljnom tkivu. Najvece usvajanje N je
bilo od strane izdanaka gajenih na MS %2 medijumu
gde su dobijeni najkvalitetniji izdanci za dalje supkul-
tivisanje (90,54% — 40. dana).

Tako je u funkciji vremena supkultivisanja de-
terminisano, kako usvajanje, tako i smanjenje, odno-
sno potro$nja ukupnog N iz medijuma, kao i odnos iz-
medu usvajanja i porasta biljaka, tj. uticaja na fazu
multiplikacije. Ovakav nacin pristupa pokazao je da je
i najveca akumulacija N bila upravo u listovima izda-
naka. Mezzetti et al. (1991) su takode proucavali rast
kultura Actinidia deliciosa C.F. Liang, cv Hayward i
promene mineralne kompozicije medijuma, u funkciji
vremena supkultivisanja. Autori su konstatovali da ve-
lika koli¢ina N u MS medijumu garantuje dobru snab-
devenost ovih kultura u prvom mesecu gajenja, odno-
sno u medijumu je ostalo 16,5% N. Na kraju 45. dana

Tab. 5. Bilans kretanja N izmedu kontrolnog medijuma i izdanaka

supkultivisanja, ostalo je u medijumu 19,8% N, a na
kraju perioda gajenja, 60. dana, svega 5% N u odnosu
na pocetnu koli¢inu, Sto ukazuje na esencijalnu va-
Znost ovog elementa.

Na rast kultura na kontrolnom medijumu, odno-
sno odrZivost kultura verovatno su uticale unutrasnje
rezerve mineralnih elemenata u biljkama u prvim da-
nima gajenja, jer je kontrolni medijum sadrZavao samo
agar i vodu velike provodljivosti. Poznato je da gelira-
juci agensi, osim §to sluze za podrzavanje biljaka in vi-
tro, mogu uticati na dodavanje elemenata u medijume.
Sadrzaj mineralnih elemenata u gelirajucim agensima
varira u zavisnosti od porekla proizvoda. Tako Sigma
agar A 9915, koji je koris¢en u nasem radu, a koga su
analizirali Seingre et al. (1991) sadrZi (u mg kg"): K,
548; P, 590; Mg, 613; Ca, 188; ukupni N, 2.710. Pre-
ma istim autorima kada se ovaj agar ekstrahuje sa vo-
dom, menja se jonska pristupacnost, tako da su samo
pristupacne male koli¢ine elemenata, npr. 0,05 mM [’
Mg i 0,08 mM [’ Ca. Azot nije detektovan u kontrol-
nom medijumu u naSem radu, ukazujuci da su to ne-
merljive koli¢ine (Tab. 5).

Opste je miSljenje da je uticaj elemenata koji su
uglavnom najviSe zastupljeni u agarima, vazZniji za
osobine gela, usvajanje vode i drugih elemenata od
strane eksplantata, nego za zadovoljavanje potreba bi-
ljaka za mineralnim elementima.

Bez obzira na brojna istraZivanja u ovoj oblasti,
jos uvek nisu dobijeni kompletni odgovori na neka

Balances of nitrogen movement between control medium and shoots

Uzorak Dani Kone. N Masa Usvojeno Bilans
Sample Days Concentr. of N Weight Uptaken Balance
(%) (€9) (%)
Medijum 0 0 0 - Pocetna koncentracija N
Medium 20 0 0 - u kontrolnom medijumu
40 0 0 - Initial concentration of N in
control medium (0%)

Izdanak S 1,07 0,02
Shoot L 0 4,20 0,1320,15
Izdanak K 0 0 0+0,15=0+0,18 =
Shoot S 20 0,92 0,024 =0+022

L 3,38 0,1520,18 0,15 =018 = 0,22
Izdanak K 0 0
Shoot S 40 1,49 0,05

L 2,66 0,1720,22
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kljucna pitanja koje je joS 1993. godine postavio Wil-
liams (1993): ,,Poznato je koje supstance medijumi sa-
drze, ali koliko je od toga pristupacno i iskorisceno od
biljaka? U kom opsegu usvajanje diktira asimilaciju i
rast, i kako radi transportni sistem? Sistem je dinami-
can: kako se menja pristupacnost elemenata za vreme
perioda gajenja?”

Zakljucak

Ovakav nacin proucavanja mineralne ishrane in vitro
predstavlja novi pristup i daje doprinos rasvetljavanju
kompleksnih problema u in vitro sistemu. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti:

— Sadrzaj N tokom supkultivisanja linearno opa-
da u medijumima, a raste u delovima izdanka;

— Najveca akumulacija N je postignuta 40. dana u
izdancima gajenim na MS 2x medijumu, §to ukazuje
da je na njegov sadrzaj najveci uticaj imala koncentra-
cija u medijumu;

— Listovi su organi sa najvecom akumulacijom N;

— Usvajanje mineralnih elemenata iz medijuma in
vitro od strane izdanka/biljke zavisi od nivoa snabde-
venosti, ali usvajanje nije proporcionalno nivou snab-
devenosti;

— Najveca iskoriscenost N pracena kvalitetnim iz-
dancima za dalje supkultivisanje je dobijena na medi-
jumu MS Va;

— Reakcija ovog genotipa na mineralni sastav me-
dijuma ukazuju na postojanje dejstva genetickog fak-
tora na mineralnu ishranu in vitro.
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Abstract

The paper presents the balances of nitrogen movement approach in interpretation of relations relative to the
between media and shoots of Camil sweet cherry root- mineral nutrition in vitro.

stock grown in vitro. The relation between shoots

uptake and distribution of this element which is essen- Key words: Camil, sweet cherry rootstock, in vitro
tial for growth and multiplication of in vitro grown multiplication, nitrogen, balance

cultures was identified. These studies represent a new
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