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Plant regeneration of wild carnation, Dianthus petraeus subsp.
noeanis using meristem (clone ,,DP”) and stem segement cultures (clone
LDPS”) was nhiamcd Meristems were cultivated on medium Ay = Ao +
IBA (0.02mgL") + NAA (0.2 mgl. 1) + Kin (1.0 mgl.) and leaf roscttes
were pmdnud Stem segment cultures were initiated on medium Az =
Ag + 24-D + Kin (1.0 mgl” ! each) + I-prolin (250 mgl 1."") on which
organogenic calli were formed. Adventitious buds were ohsc rved after
transfer of organogenic callus to A1 medium. Shoots multiplication were
acieved for clones ,,DP” dnd LDPS” on media Aj dnd Az = Ao+ IBA(0.02
mgl. l) + NAA ((.2 mgl. ) + BAP (1.0 mgl. ) Vitrification of shoots
were observed on medium with BAP. Shoots gl)l both clones were rooted
onmedia Aq and As = Ao +IBA (0.5-1.0mglL.", respectively) + Kin (0.0
mg],[l). Plantlets were successfully adapted and grown in the greenhouse
until flowering.
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UvoD

Dianthus petraews Waldst. et Kit. subsp. noeanus (fam. Caryophyllaceae), divlji
karantil, je ¢ndemit Balkanskog poluostrva, koji prlpd(la submezijskom flornom ele-
mentu. Ova podvrsta, razredena do gusto buscnasta, vise godisnja biljka je rasprostra-
njena u [stocnoj Srbiji.

Rod Dianthus ima oko 300 vrsta, a samo izvesne vrste koje su znacajne za
cvecarstvo su uvedene u kulturu in vitro (Spinski. Beck & McCrown, 1974
Crouch & van Staden, 1993). NajéeSce proucavana vrsta je Dianthus caryo-
phyllus 1. Prviput, S tone (1963) je umnozavao D. caryophyllus kulturom meristema,
koju su primcnjivali idrugiautori (Davis, Baker & Hanan, 1977, Shabde
& Murashige, 1977). Regeneracija “!ll}dk a hortikulturnog Karantfila je dobijena u
kulturi SLUandtd stabla (Roest & Bokelmann, 1981; Radojevid,
Dordevi¢ & Petrovidé, 1990), kao i u kulturi listova 1 razli¢itih delova cveta
(Miller etal, 1991, Messcguer, Arconada & Mele, 1993).

Prema dostupnoj literaturi, nema podataka da je D. pefraens gajen u kulturu in
vitro. Cilj naSeg rada je bio da se primeni kultura én vifro radi oCuvanja genofonda ove
vrste u prirodnom stanidtu, kao i moguénost umnozavanja divljeg karanfila u hortikul-
turne svrhe.

P ovom radu, su prvi put predstavljeni rezultati in vitro vegetativnog,
razmnoZavanja D, petraeus primenjujuci dve tehnike: 1 kulturu meristema i 2. kulturu
scgmenata stabla.

MATERIJAL 1 METODE

Mati¢ne biljke Dianthus petraews Waldst. et Kit. subsp. noeanus (velicine do 30
cm) sa lokalitata Jelasicike klisure su koriS¢ene za uspostavljanje kulture in vitro.
Pojedinacni izdanci su izdvojeni iz busena, a potom su sterilisani u 4% vodenom
rastvoru varikine prema prethodno opisanoj proceduri (Radojevi¢ etal, 1990). A.
Meristemi sa dve lisne primordije (0,5 mm) su bili gajeni na Ay hranljivoj p()dl()/l 74
mikropropagaciju, dok su B. segmenti stabla (1-2 mm) bili kultivisani na Az podlozi za
mdukugu kalusa. Sve hranljive p()dl()oc su sadrZale MS mineralni rastvor (Mu -

rashige iSkoog, 1962), 2% saharozu, 0.6% agar i (u mgl’ l) nikotinska kiselina
1 0; pdmou nska kiselina 0.5; vitamin By 1.0; biotin 0.1; llh()ﬂdVln 0.1; folna 0,01;
askorbinska kisclina 10,0 i kazein hidrolizat 100 (podloga Av).

A Podloge 7a kulturu meristema

Podloga za formiranje lisnih rozeta u kulturi meriste ma sa dve lisnc primordije
je bila At = Ag + IBA (0,02 mgl.!) + NAA (0.2 mglh) + Kin (1.0 mglh).
UmnoZavanje izdanaka preko aksilarnih Pupnlml\d (1\1()11 ,,DP”) je proucavano ha
podlozi Ar i/ili Az = Ao + IBA (0,02 mgL.") + NAA (0,2 mgL ) + BAP (1,0 mgl h.
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B Podloge za kulturu segmenata stabla

Podloga A3 = Ao + 2,4-D (1,0 mgL™}) + Kin (1,0 mgL™") + I-prolin (250 mgL."!)
je upotrebljena za indukciju kalusa u kulturi segmenata stabla. Radi diferencijacije i
razvi¢a adventivnih pupoljaka (AP), kalusi su sukcesivno gajeni na Aj podlozi. Izdanci
klona ,,DPS”, dobijeni organogenezom, su umnoZavani na A1 i/ili Az podlozi.

C Podloge za oZiljavanje izdanka

[zdanci l\lona ,DP” 1, DPS” vellcmc 2-3 cm, su oZiljavani na podlozi A4 = Ao +
IBA (0,5 mgl” ) + Kin (0,05 mgL” )1As Ao+ IBA (1,0 mgL") + Kin (0,05 mgl” )

Pre autoklaviranja, svim hranljivim podlogama pH = 5,8 je bio regulisan sa IN
NaOH. Kulture su rasle na 25+2°C, pri fotoperiodu od 16 h dan/8 h mrak (Fluores-
centne lampe , Tesla”, Pantevo, 65W, 4500K).

Biljke su sadene u me$avinu treseta i perlita (3:1) i gajene u stal\larl do potpune
fizioloske zrelosti.

REZULTATI I DISKUSIJA

Meristemi sa dve lisne primordije Dianthus petraeys su formirali lisne rozete na
podlozi A; = Ap + IBA (0,02 mgL’l) + NAA (0,2 mgL'l) + Kin (1,0 mgL!) posle tri
nedelje u kulturi. Od ukupno kultivisanih eksplantata, 30% meristema je formiralo
lisne rozete, prosecne velicine do 1 cm, koje su pokazivale tendenciju umnoZavanja jos
u ranoj fazi kulture. Umn()/avan]emllsmh rozeta na Ay i/ili A2 podlozi preko aksilarnih
pupoljaka formiran je klon ,,DP” (Figs. LA i 3). Za mikropropagaciju D. caryophyllus,
najcesce kori§éeni auksini su IAA ili NAA, a od citokinina, Kin ili BAP. Davis etal.
(197 1) su objavili da je pajbolje umnoZavanje izdanaka bilo na podlozi sa NAA (0,2
mgl ") + Kin (1 mgl’ 1) Kombmauja od dva auksina (IBA 1 NAA), koja je bila
upotrebljena u podlozi za umnozavanje kod dvanaest sorata hortikulturnog karanfila
(Radojevic¢ et al, 1990, 1994) primenjena je i za umnoZavanje izdanaka divljeg
karanfila.

Posle 15 dana u kulturi segmenata stabla divljeg karanfila, 41% eksplantata su
formirali organoge -ni Kalus sa zelenim nodulama na podlozi Az = Ao + 24-D + Kin
(1,0 mgL svaki) + l-prolin (250 mgl."). Na organogenom kalusu koji je gajen na
podlozi A1 primecena je diferencijacija 1 formiranje AP posle 60 dana gajenja. Ovi
rezultati su bili u saglasnosti sa rezultatima, Earle & Langhans, (1972) koji su
koristili 2,4-D za indukciju kalusa D. caryophylius, ali adventivni izdanci su se formirali
posle prenoSenja kalusa na podlogu sa NAA. Dalje razvice i umnoZzavanje AP u zelene
1izdanke po'stlgnuto je subkulturom na Aj podlozi (Fig. 2A) i/ili na A2 podlozi (Fig. 21B),
$to je oznaceno kao klon ,,DPS”.

Prema radovima Miller et al (1991) i Woo & Park, (1993), umesto
kinetina koriS¢en je BAP (0,5-5 mgL ) u podlogama za umnoZavanje izdanaka. U
naSem radu, proucavali smo umnoZavanje izdanaka oba klona divljeg karanfila sa
kinetinom (podlogd Ay; Figs. 1Ai 2A) i BAP (podloga Az; Figs. 1B i 2B). Rezultati
prikazani u Tab. 1 su pOl\dZdll da je umnoZavanje bilo efll\asmje u prisustvu BAP za
klon ,,DPS”sa indeksom umnoZavanja 4,93, dok za klon ,,DP” nije bilo razlike u indeksn
umnoZavanja sa Kin (2,66) odnosno BAP (2,95).
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Tab. 1. — Uticaj auksina i citokinina na wmnoZavanje izdanaka klona, ,DP”i ,DPS™
Dianthus petraeus
Effectol auxins and cytokinins on shoots multiplication ol Dianthus petraeus, clone ,,DP” i DPS”

Klon Hranljiva NY Indeks
podloga kultivisanih  novoformiranih  umnoZavanje
(hormoni izdanaka
u mgL'l)
Clone Medium N Multiplication
(hormones cultivated de novo formed index
in mgl ) shoots. .
Al 103 275 2,66+0,33*
"Dp"
A2 156 401 2,95+0,07
Ay 152 454 2,98+0,41
"DpS"
A2 08 533 4.93+0,68

A1 = Ao + IBA (0,02) + NAA (0,2) + Kiu (1,0)
Az = Ag + IBA (0,02) + NAA (0,2) + BAP (1,0)

*Prosecna vrednost na osnovu Cetiri ponavljanja; standardna greska na nivou znacajnosti p < 0,05.
*Average value for four replicates; standard error at significance p < 0.05.

U izvesnim kulturama, kod oba klona, BAP (1.0 mgL'l) je uticao na pojavu
vitrifikovanih izdanaka (Fig. 4), $to nije utvrdeno kod kultura gajenih na podlozisa Kin.
Pojava vitrifikacije je poznata u literaturi kod izvesnih hortikulturnih sorata karanfila
(Rocest & Bokelmann, 198]). Prema rezultatima Messeguer etal, (1993)
koncentracija BAP veda od 1 mgl.™ je povecavala broj vitrifikovanih izdanaka.

Tab. 2. - Uticaj indol-3-buterne kiseline i kinetina na oZiljavanje izdanaka D. petraeus
(klon ,,DPS")

Influence of indole-3-butyric acid and kinetine on shoots rooting of D. petracus (clone ,DPS™)

Hranljiva N % N Prosecna vrednost

podloga izdanaka  oZiljenih  analiziranih  duZina N duZina(cm)

(hormoni na izdanaka oZiljenih biljke koren/biljci
u mgL‘l) oZiljavanju biljaka (cm)

Medium N % N Average
(hormones shoots on rooted analyzed plant N°  length (cm)
in mgL"l) rooling shoots rooted length root/plant

, plants {cm)
Ay 63 .70 60 642 176 1.40
_As 89 _ 91 87 7.88 3.30 1.80

As = Ao+ IBA (0.5) + Kin (0,05)
As = Ag + IBA (1.0) + Kin (0,05)



IFigs. 1-6. — Mikropropagacija Dianthus petraeus. Vig. 1. —1zdanci klona ,.DP” u ranoj
fazi umnozavanja na podlozi Ap (Fig. 1 A)i Az (Fig. 1 B); Fig. 2. - UmnoZavanje
LDPS” na podlozi A (Fig. 2 A) i podlozi Az (Fig. 2 B); Fig. 3. - Izdanci klona ,[DI”
u kasnijoj lazi umnozavanja na podlozi Ay; Fig. 4. — Vitrifikovani izdanci, (strelica)
klona ,,DPS” na podlozi Ay; Fig. 5. - Oziljene biljtice klona ,DPS” sa Ag (Fig. S A) i
As podloge (Fig. 5 B); Iig. 6. - Biljke karanfila klona ,DP” i .DPS” u kasnoj fazi ak-
limatizacije.

Micropropagation of Dianthus petraeus Fig, 1. - Shoots of clone ,,]DP™ in carly multiplication phase on Aj
(I'ig. T A) and A2 medium (Fig. I B); Fig. 2. - Shoot multiplication of clone ,,DPS™ on A1 (Fig. 2 A) and
A2 medium (Fig. 2 B); Fig. 3. - Shoots of clone ,DP” in later multiplication phase in A} medium;

Fig. 4. — Shoots vitrification, (arrow) of , DPS” clone on A2 medium; Fig. 5. -~ Rooted plants of ,DPS™
clone from A4 (Fig. 5 A) and A5 medium (Fig. 5 B); Fig. 6. — Plants of carnation ¢lone ,,DP™ and ,,DPS™
in greenhouse during acclimatization.
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Izdanci karanfila, u kulturi in vitro, se najéesée oziljavaju na podlogama bez
hormona (Leshem, 1986) ili sa auksinima (Petru & Landa, 1974). Izdanci
divljeg karanfila, su oZiljavani na podlozi As i As = Ao + IBA (0,5-1,0 mg[fl.
respekiivno) + Kin (0,05 mgL"L). Oziljavanje izdanaka (7 i 27%) klona ,DP” je bilo
slabije, nego kod izdanaka klona ,DPS” (701 91%, Tab. 2). Kod oba klona, procenat
oziljavanja je bio vedi pri IBA (1,0 mgl_fl), Pored toga, kod klona ,,DPS”, 1BA je
povecavala duzinu i brojkorenova i velicinu biljke (Tab. 2, Fig. 5). Ovi rezultati su slicni
rezultatima oZiljavanja kod cvs. D. caryophyllus (Radojevié etal, 1990; 1994).

Aklimatizovane biljke klona ,.DP” (90%) i ,,DPS” (100%) su odgajanc u staklari
do potpune lizioloske zrelosti i imale su sli¢nu Zbunastu formu i boju evetova kao biljke
iz prirodnog stanista (Fig. 6).

Nasi rezultati pokazuju da se ove dve tehnike in vitro mogu uspesno koristiti za
vegetativno razmnozZavanje divljeg karanfila, jer se regeneracija izdanaka odvijala brzo.
slican morfogenctski odgovor divljeg karanfila u kulturi in vitro u odnosu na odgovore
sorata hortikulturnogkarantila, nam ukazuje dase idruge znacajne spp. Dianthis mogu
vegelativno razmnoZzavati po jednom od ovih protokola.
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Summary

LJILJANA RADOJEVIC, NEVENA MARINKOVIC, SLADANA JEVREMOVIC

VEGETATIVE PROPAGATION FROM MERISTEM AND STEM SEGMENT
CULTURES OF DIANTHUS PETRAEUS WALDST. ET KIT. SUBSP. NOEANUS

Institute for Biological Research ,Sinida Stankovic,” Belgrade

Plant regeneration of Dianthus petraeus subsp. noeanus was achicved through
micropropagation from meristem culture (clone ,DP”) and from adventitious buds
regenerated from organogenic calli in stemsegments culture (clone ,DPS”). Meristems
consisting, of two lelr primordia formed numerous leaf rosettes on medium A = Ag
+ IBA (0.02 mgl.”) + NAA (0.2 mgl. ) + Kin (1.0 rng,l ). Stem segments wulc
cultivated on Az = Ag + 2,4-D (1.0 mgl, ) + Kin (1.0 mgl.” ) + l-prolin (250 mgl.
on which they subsequently formed organogenic calli. After transfer of urgdnugcmu
calli on Aj medium adventitious buds were observed. Multiplication of shoots, of clone

.DP” and ,,I)P'i” were achieved on "ncdia Aj and/or A2 = Ap + IBA (0.02 mgl.") +
NAA (0.2 mgl” ) + BAP (1.0 mgL.™). Shoots of both clone were rooted on media Aq
and As = Ao + IBA (0.5-1.0mgL ", respectively) + Kin (0.05 mglL. ™). Rooting for clone

-DP” (7 and 27%) and ,,DPS” (70 and 91%) depended on the concentration of IBA
(ﬂ_ﬁ L0, respectively). Carnation plantlets were grown in the greenhouse until flower-
ing.





