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ПРИМЕНА КУЛТУРЕ IN VITRO У 
РАЗМНОЖАВАЊУ КАРАНФИЛА

Извод: Култура in vitro je данас веома актуелна како у научном истраживању 
до сада недовољно истражених биљних врста тако и у комерцијалној 
производњи. У раду је дат осврт на историјат и методе културе in vitro. Дати 
су основни принципи и особине најчешће коришћених метода. Посебна 
пажња је посвећена примени различитих метода у размножавању каранфила 
(Dianthus L.). Издвојени су комерцијално значајни таксони, а дат је и приказ 
размножавања других врста каранфила који имају декоративна својства која 
их квалификују за примену у хортикултури. 
Кључне речи: микропропагација, Dianthus, култура ткива

THE USE OF IN VITRO CULTURE IN DIANTHUS PROPAGATION
Abstract: Today, in vitro culture is of the great importance in both scientific in-
vestigation of under-researched plant species and plant production. In this paper, 
a review of development and methods of in vitro culture is presented. The main 
principles are given and the most commonly used methods are described. Special 
attention was paid to the propagation of Dianthus spp. Tissue culture of commer-
cially important taxa is described in detail, and the review of propagation of other 
decorative Dianthus spp. that can be used as ornamental plants is also given. 
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1. УВОД

1.1. Појам културе in vitro

Култура биљних ћелија, ткива и органа in vitro, или краће - култура биља-
ка in vitro, представља гајење различитих биљних делова (експланата) одвојених 
од матичне биљке, на вештачкој хранљивој подлози (медијуму), у стерилним, 
контролисаним лабораторијским условима. Како су експланти изузетно малих 
димензија, размножавање биљака културом in vitro назива се још и микропропагација 
(P ie r i k , 1987, Ha r t m a n n  et al., 1990, G r b ić , 2004). Поједини аутори (Vi n t e rh a l -
t e r  и Vi n t e rh a l t e r, 1996, Ne škov ić  et al., 2003) размножавање биљака културом 
in vitro дефинишу као микропропагацију у ширем смислу, док сам термин 
микропропагација користе за културу пупољака (апикалних или аксиларних).

Први покушаји гајења биљног ткива на хранљивим подлогама рађени су 
почетком прошлог века. Истраживачи су пошли од претпоставке да је свака биљна 
ћелија, укључујући и соматске, аутономна и генетски способна да регенерише 
целу биљку (тотипотентност). Први успешан експеримент извршио је Hannig 
1904. године, гајећи незреле ембрионе неколико врста из породице Cruciferae 
(Br a s s ica c e a e). Све до открића ауксина (1928. год.), а потом и осталих биљних 
хормона (цитокинина, гиберелина и др.) успешних експеримената гајења биљних 
фрагмената било је мало. Након открића ауксина, током 1939., Gautheret, Nobécourt 
и White, независно један од другог, постигли су успех са гајењем биљног ткива 
(ћелије камбијума шаргарепе, Daucus carota L.) у култури. Њихови радови сматрају 
се првом правом културом ткива (P ie r i k , 1987).

У периоду који следи истраживања су била усмерена на индуковање 
ћелијских деоба, којима се најчешће добијало неиздиференцирано ткиво - калус, 
као и на одржавање добијеног калуса неограничено дуго у култури. Даљим 
истраживањима утврђено је да се, у одговарајућим условима, зависно од врсте, 
калус диференцира и поново регенерише биљне органе (органогенеза). Откриће 
биљних хормона, ауксина и цитокинина, као и откриће њиховог интерактивног 
дејства на диференцирање калуса представља прекретницу у развоју биљне 
културе in vitro. Данас постоји велики број синтетичких ауксина и цитокинина 
који налазе значајну примену не само у култури in vitro, већ и у производњи биљака 
генеративним путем (Đ u k ić , 1983, 1984, 1985, 1987, Đ u n i s i jev ić  et al., 2005, 2006, 
G r b ić  et al., 2005, Đ u k ić  et al., 2007).

У зависности од концентрације, али и међусобног односа ових хормона, 
индуковани су различити биљни органи. Тако је створена могућност контроле 
oрганогенезе калуса, који може да се усмери у правцу регенерације изданака или 
коренова, а тиме и нове биљке. Такође, зависно од типа експланата и услова гајења 
(концентрација и врста хормона, састав подлоге - концентрације микро и макро 
елемената, витамина и др.), нови биљни органи могу се образовати из пупољака, 
врхова изданака, меристема, листова и др., без формирања калуса. 
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Због чињенице да је култура in vitro првобитно подразумевала добијање 
неиздиференцираног ткива (калуса) и његово даље гајење у култури, размножавање 
биљака у условима in vitro често се назива и размножавање културом ткива, што 
и није у потпуности адекватно јер биљке могу да се размножавају и културом 
различитих биљних органа (пупољци, листови, оваријуми, антере), културом 
ембриона, сетвом семена и др., при чему се калус често уопште и не формира. 

Већ половином двадесетог века, истраживања се усмеравају на могућности 
примене културе in vitro у масовном размножавању биљака. Резултати добијени за 
поједине културе доводе до отварања првих комерцијалних лабораторија у којима 
се биљни материјал производи коришћењем одговарајућих техника културе in 
vitro што је значајно унапредило производњу појединих таксона. На пример, већ 
шездесетих година прошлог века микропропагација се користи у вегетативном 
размножавању орхидеја које се традиционалним методама размножавају веома 
тешко и споро, због чега су орхидеје, пре примене микропропагације, биле изузетно 
скупе и доступне само малом броју потенцијалних купаца (P ie r i k , 1987).

1.1. Класификација метода културе in vitro

Најпознатија класификација биљне културе in vitro извршена је према типу 
експланата. P ie r i k  (1987) издваја шест основних група. То су:

• култура интактне биљке (сетва семена in vitro)
• култура ембриона (изолованих из семена)
• култура органа (пупољци, корен, изданци, антере итд.)
• култура калуса (најчешће настаје дедиференцирањем различитог ткива)
• култура ћелија (гајење појединачних ћелија добијених из калуса или из 

диференцираног ткива)
• култура протопласта (добијеног дигестијом ћелијског зида).
Наведене методе размножавања се, међутим, често међусобно комбинују, 

односно културе засноване једном методом касније се гаје применом неке друге. 
Тако се, на пример, културом ембриона добија неконтаминирани клијавац који 
се потом размножава одговарајућом методом културе органа (котиледони, 
апикални меристем, итд.) при чему се користи боља експресија тотипотентности 
код ембрионалних ткива. Такође, диференцирањем ћелија калуса могу се добити 
ембриони (соматска ембриогенеза) или различити органи (изданци, коренови), који 
се даље гаје применом неког другог метода културе in vitro. 

Поред наведене класификације, често се помињу и друге које се делимично 
разликују, према различитим ауторима, али свака од њих обухвата исте методе 
које су различито груписане (P ie r i k , 1987, Ha r t m a n n  et al., 1990, Ne škov ić , 
1986, Ne škov ić  et al., 2003). Зависно од врсте експланта и услова његовог гајења, 
регенерација може бити директна, без формирања калуса, и индиректна, када се 
најпре формира калус који се потом наново диференцира. 
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Тако Ha r t m a n n  et al. (1990) помиње пет основних типова регенерације 
вегетативних органа:

• култура врхова меристема,
• пролиферација бочних изданака,
• индуковање адвентивних изданака,
• органогенеза,
• соматска ембриогенеза.
У култури врхова меристема најчешће се као експланти користе само 

вегетационе купе са 2 - 3 лисне примордије, чијим растом се могу добити изданци 
који су ослобођени вируса, и након ожиљавања здраве, безвирусне биљке. 

Пролиферација бочних изданака настаје спречавањем доминације апикалног 
меристема и развојем бочних (пазушних или аксиларних) пупољака, при чему се 
као експланти користе изданци или нодусне резнице. 

Термин органогенеза Ha r t m a n n  et al. (1990) искључиво користе за регенера-
цију биљних органа из калуса, док Ne škov ić  et al. (2003) под појам органогенезе 
сврставају и директно формирање адвентивних изданака на површини постављеног 
експланта, јер се у оба случаја вегетативни органи формирају de novo, док културу 
врхова меристема и пролиферацију бочних изданака издвајају као групу метода 
којима се подстиче развој већ формираних зачетака органа. 

Под соматском ембриогенезом подразумева се развој комплетног ембриона 
из ћелија вегетативног ткива које се могу добити коришћењем различитих типова 
експланата, директно или након формирања ембриогеног калуса. 

1.1.2. Фазе размножавања у култури in vitro

Начин размножавања in vitro разликује се зависно од врсте, па чак и сорте. 
Међутим, све врсте током размножавања пролазе кроз мање или више исте фазе. 

У почетној (иницијалној) фази узимају се експланти са биљака које су расле 
у природним условима или у стакленику и заснива се култура. Том приликом, 
експланти се обраде тако да се ослободе од патогена (стерилизација), како би се 
за следећу фазу размножавања - фазу мултипликације, обезбедио здрав полазни 
материјал. Стерилизација биљног материјала се најчешће врши коришћењем 
раствора NaOCl (0,5 - 4%), а нешто ређу примену има Ca(OCl)2 i HgCl2. (Vi n t e r-
h a l t e r  i Vi n t e rh a l t e r, 1996, Ne škov ić  et al., 2003, G r b ić , 2004). 

У фази мултипликације примењују се различите методе, а све оне имају за 
циљ добијање што већег броја изданака односно будућих биљчица. Најједноставније 
је са добијених изданака одсецати једнонодусне резнице и постављати их на свеж 
медијум. G r b ić  (1992) овај метод користи за умножавање изданака брестова, а Pier-
ik (1987) наводи да се успешно примењује и приликом размножавања кромпира, 
крушке, ружа, бршљана, неких врба, парадајза и др. 

У комерцијалној производњи мултипликација изданака се знатно чешће 
врши пролиферацијом бочних изданака. Тада се изданци добијени у иницијалној 
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фази преносе на медијум са релативно високим концентрацијама цитокинина, који 
се најчешће комбинују са ниским концентрацијама ауксина (P ie r i k , 1987, Vi n t e r-
h a l t e r  и Vi n t e rh a l t e r, 1996). Пролиферацијом бочних изданака размножавање 
се одвија релативно брзо, генотип биљака остаје очуван (мутације су ретке), а 
добијене биљке су здраве, доброг пораста (P ie r i k , 1987). Индукција адвентивних 
изданака се ретко користи, постигнута је код мањег броја врста, а могућност појаве 
мутација је већа (P ie r i k , 1987, Ha r t m a n n  et al., 1990). 

Ожиљавање изданака in vitro се врши на медијуму без хормона, обично 
са повећаном концентрацијом ауксина, а често и редукованом концентрацијом 
неорганских соли. Међутим, добијене in vitro биљке се морају аклиматизовати на 
услове спољашње средине јер специфични услови у култури in vitro (хетеротрофна 
исхрана у присуству релативно високе концентрације шећера, висока релативна 
влажност ваздуха и мања количина светлости и прилив CO2 него код култура 
гајених конвенционалним методама) доводе до формирања биљака које имају 
измењену морфологију, анатомију и физиологију (Pos p i s i lova  et al., 1999). Биљке 
које су расле у условима in vitro најчешће имају слабо развијену кутикулу због 
високе релативне влажности ваздуха која се у посудама креће 90 - 100%. Због тога 
може доћи до прекомерне евапорације преко кутикуле када се биљке пребаце у 
услове in vivo. Током аклиматизације дебљина листова се обично повећава, долази 
до развоја кутикуле и ефективног регулисања транспирације преко стома што води 
ка стабилном водном режиму. Такође, код аклиматизованих биљака повећан је и 
садржај хлорофила (Pos p i s i lova  et al., 1999). 

Имајући у виду да су коренови формирани у условима in vitro осетљиви и 
да не функционишу добро in vivo, да имају мало или су без коренских длачица, 
да брзо пропадају и да морају бити замењени новоформираним кореновима током 
процеса аклиматизације, понекад се добијени изданци ожиљавају као зелене 
резнице у класичним супстратима у условима ex vitro, уз коришћење миста или 
у условима високе влажности, истовремено са аклиматизацијом. (Mc Cle l l a nd , 
1990, D ia z -Pe r ez  et al., 1995, C a r va l ho  et al., 2002). Тада се обично користе 
супстрати који имају примену и приликом ожиљавања резница конвенционалним 
методама (тресет, перлит, вермикулит, итд.), посебно припремљени тако да не 
садрже баналне контаминанте. На тај начин се скраћује и производни процес, јер 
се формирање кореновог система одвија истовремено са адаптацијом биљака на 
услове спољашње средине (P ie r i k , 1987, Ha r t m a n n  et al., 1990, G r b ić , 2004).

2. ПРИМЕНА У БИЉНОЈ ПРОИЗВОДЊИ 

Методе које се користе у култури in vitro немају подједнак значај у 
комерцијалној биљној производњи. Тако, сетва семена у условима in vitro је 
изузетно значајна при размножавању орхидеја јер је за клијање њиховог семена 
неопходна симбиоза са гљивама (микориза), а дејство гљива се може заменити 
одговарајућом хранљивом подлогом (P ie r i k , 1987). Међутим, за размножавање 
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различитих култивара орхидеја, много већи значај имају вегетативне методе 
културе in vitro (култура пупољака) (Ma rkov ić  et al., 2012). Треба напоменути да 
се састав хранљиве подлоге мора подесити за сваки таксон посебно. Друга значајна 
примена сетве семена у условима in vitro огледа се у томе што се омогућава његово 
брже и поузданије клијање, а то има значаја приликом добијања нових сорти јер се 
при хибридизацији обично добије релативно мала количина семена и важно је да 
што више семена исклија.

Култура ембриона нема значајнију примену у биљној производњи, углавном 
се користи за превазилажење проблема везаних за клијање семена. На пример, 
код палме Cocos nucifera "Makapuno" постоји дормантност семена проузрокована 
инхибиторним материјама које се налазе у ендосперму па се експлантирањем 
ембриона in vitro брже добијају нове биљчице (Bonga , 1985, G r b ić , 2003). Такође, 
културом ембриона могу се добијати клијавци који се користе као безвирусне 
подлоге за калемљење у условима in vitro (микрокалемљење) (P ie r i k , 1987, Ha r t -
m a n n  et al., 1990). 

Треба напоменути да, иако култура калуса има значајну примену у 
фармацеутској индустрији, где се гаје ткива способна да синтетишу различите 
секундарне метаболите, она се, међутим, не користи у масовном размножавању 
биљака због могућности појаве генетичких промена услед релативно високих 
доза хормона које се користе за индукцију и одржавање калуса. Култура ћелија 
и протопласта има значаја за добијање клонираних ћелијских линија, које поред 
коришћења за различита биохемијска и цитолошка истраживања, имају значаја у 
синтези нових хибрида (соматска хибридизација). 

У вегетативном, масовном размножавању биљака најчешће се користе 
пупољци (меристеми). Култура меристема је нашла значајну примену у коме-
рцијалној производњи здравог садног материјала, нарочито код оних врста које су 
подложне вирусним и гљивичним обољењима (каранфил, гербер, малина, кромпир 
и многе друге). Досадашња истраживања и пракса су показали да је могуће 
културом врхова меристема добити потомство које није заражено вирусима ("vi-
rus-free"), као ни другим патогенима (гљиве, бактерије), чак иако је матична биљка 
заражена (G r b ić , 1988, Vi n t e rh a l t e r  i Vi n t e rh a l t e r, 1996, P ie r i k , 1987, Ha r t -
m a n n  et al., 1990, G r b ić , 2004).

Вероватноћа добијања здравог потомства културом меристема у великој ме-
ри зависи од величине експланта. Што је он мањи, могућност елиминације вируса 
је већа. Ha r t m a n n  et al. (1990) наводе да је гајењем врхова меристема величине 
0,10 - 0,15 mm, елиминација вируса потпуна, али ипак заснивање културе са тако 
малим експлантима је теже, број експланата који пропадну је већи, а и гајење дуже 
траје. Поред тога, Ne škov ić  et al. (2003) наводе и да се гајењем вегетационе купе 
без лисних примордија добија само калус. Због тога, у пракси се најчешће користе 
експланти величине 0,25 - 1 mm, на којима се, поред вегетационе купе, налазе и две 
дисталне лисне примордије. Међутим, у том случају, могућност да су експланти за-
ражени није у потпуности искључена, што се проверава одговарајућим тестовима 
(Vinte rhalte r  и Vinte rhalte r, 1996, Har t man n et al., 1990, Neškov ić  et al., 2003). 
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Провера заражености биљног материјала може се вршити на више начина. 
Код матичних биљака које су расле у условима ex vitro може се догодити да се 
присуство патогена не испољава, и тада се може применити метода индексације 
(G r b ić , 2004) када се на подлогу (биљку коју испитујемо) калеми одговарајућа 
племка, на којој ће се присуство патогена манифествовати уколико постоје у 
подлози. 

Након успостављања in vitro културе потребно је проверити успешност 
стерилизације. Понекад се контаминације, уколико постоје, могу уочити већ 
неколико дана након заснивања културе када се на подлози јављају први симптоми. 
Међутим, поједини патогени организми, као што су бактерије из родова Erwin-
ia Wi n slow et al. и Pseudomonas Migula или Bacillus subtilis Cohn могу остати 
унутар биљног материјала и по неколико месеци, а да њихово присуство не буде 
детектовано. Због тога се повремено узимају узорци - делови експланата и гаје на 
специфичним подлогама за детекцију одговарајућих патогена, најчешће гљива или 
бактерија, док су за утврђивање присуства вируса развијени посебни тестови (ELI-
SA тест, нпр.). (P ie r i k , 1987, Ha r t m a n n  et al., 1990, Ne škov ić  et al., 2003)

Поред успостављања културе меристема, за добијање безвирусних биљака 
користи се и излагање полазног материјала повишеним температурама ("heat-treat-
ment") одређено време, од 20 - 40 дана па и до неколико месеци. Температуре се 
крећу око 35 - 38°C и најчешће се топлоти не излажу целе биљке, већ само њихови 
делови. Овај метод је ефикасан само против ограниченог броја вируса и неких 
патогена, јер је и биљни материјал осетљив на на повишене температуре (P ie r i k , 
1987, Ha r t m a n n  et al., 1990). 

Потребно је напоменути да култура меристема често није начин ра-
змножавања биљака у условима in vitro, већ се користи само у иницијалној фази 
размножавања, како би се добиле здраве, безвирусне биљке, које ће се потом 
размножавати применом неког другог метода културе in vitro. Једна од наважнијих 
и најчешће коришћених метода у фази мултипликације изданака, нарочито у 
комерцијалној биљној производњи, је метод пролиферације бочних пупољака. 
Као експланти се углавном користе врхови изданака или нодусне резнице узете 
са изданака који су најчешће претходно добијени културом меристема и тако 
ослобођени од патогена. Ови експланти се гаје на медијуму одговарајућег састава 
у циљу спречавања апикалне доминације и стимулисања развоја бочних пупољака. 
Састав медијума зависи од врсте биљке и најчешће се додају цитокинини и у нижој 
концентрацији ауксини. 

3. ПРИМЕНА КУЛТУРЕ IN VITRO У РАЗМНОЖАВАЊУ ТАКСОНА РОДА 
DIANTHUS 

Данас већина култивара сезонског цвећа и перена, укључујући и Dianthus 
spp. у комерцијалној производњи се размножава генеративно, сетвом F1 хибрида 
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(A nde r son , 2005). Међутим, стварању одређеног F1 хибрида претходе године 
истраживања током којих се врши формирање чистих линија које адекватним 
укрштањем дају сорту жељених особина, често супериорнију од оба родитеља 
(хетерозис). Поред тога, код многих таксона постоји репродуктивна баријера којом 
се спречава самоопрашивање и тиме формирање хомозиготних линија, због чега 
је једна од алтернатива вегетативно размножавање жељених хетерозиготних 
генотипова (A nde r son , 2005).

Класичне методе вегетативног размножавања каранфила укључују деобу 
бокора и резнице. Међутим, због малог фактора мултипликације, деоба бокора 
се користи само код мањих обима производње (M ija nov ić , 1979, Nau , 1996). 
Размножавање резницама се користи код малог броја врста каранфила. Најзначајнију 
примену има код D. caryophyllus L., врсте која је подложна патогенима, па се у том 
случају резнице обавезно узимају са безвирусних ("virus free") матичних биљака 
добијених културом ткива (Ba l l , 1991, D ole  i Wi l k i n s , 2004).

Посматрајући истраживања везана за културу in vitro врста рода Diant-
hus, први публиковани радови појавили су се релативно рано 1963. године (S t o -
ne , 1963) свега неколико година након открића кинетина - цитокинина (1955. 
године), и открића синергистичког дејства цитокинина и ауксина на формирање 
и раст вегетативних органа, 1957. године (Sko og  и M i l le r, 1957). S t one  (1963) је 
успоставио културу врхова меристема D. caryophyllus L. (величине од 0,2 mm до 
1 mm) истражујући уједно и факторе који утичу на њихов развој. Меристеми су 
узимани са матичних биљака различите старости, током читаве године и гајени 
у епруветама на течном медијуму са "држачем" направљеним од филтер папира. 
Регенерисане биљке су ожиљене и успешност је зависила од величине експланта 
и времена када су они узети са матичних биљака. Током седамдесетих година 
публикована су и друга истраживања везана за културу in vitro D. caryophyllus. 
Међу њима треба поменути истраживања Pe t r u  и L a nd a  (1974) који су најпре 
сетвом семена in vitro успоставили стерилну културу, а затим су са добијених 
клијаваца исецали хипокотил и апикални меристем из чега се развијао калус. 
Органогенезом калуса формирали су се изданци који су касније ожиљени, а потом је 
извршена аклиматизација добијених биљака на природне супстрате. Интересантно 
је поменути и истраживања која су спровели Ro e s t  и Bok le m a n n  (1981). Они 
су испитивали ефекат Х-зрака на 6 култивара D. caryophyllus у зависности од 
генотипа и позиције експланта на резници (у односу на терминални пупољак) као 
и на мултипликацију изданака у култури in vitro и на ризогенезу. 

До данас је публикован већи број радова везаних за пропагацију биљака 
D. caryophyllus коришћењем различитих типова експланата (сегементи стабла, 
листови, оваријуми, петиоле и сл.) и метода (пролиферација бочних изданка, 
култура суспензије ћелија, соматска ембриогенеза, органогенеза калуса) (Табела 1). 

Поред наведених у табели 1, D. caryophyllus је коришћен и за друга истра-
живања везана за културу in vitro, као што су улога оксидативног стреса биљака 
у појави хиперхидричних експланата (Sa he r  et al., 2004), минерална исхрана под
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различитим условима проветравања култура (Da nt a s  et al., 2001), употреба мист-
реактора у аклиматизацији (C or r e l l  i We a t he r s , 2001), ожиљавање и аклиматиза-
ција трансгених биљака (Va la s s i  et al., 2003), порекло и транспорт IAA у ожиља-
вању резница (G a r r ido  et al., 2002), утицај хормона на прецветавање (C o ok  и va n 
S t a de n , 1988), утицај типа подлоге (агар, течна подлога) на формирање изданака 
(Wat a d  et al., 1996), могућност криопрезервације врхова изданака (Ha l m a lg y i  и 
L a mba rd i , 2007) и многа друга која се баве оптимизацијом постојећих протокола 
и превазилажењем одређених проблема, као што је појава витрификације (G i mel l i 
et al., 1984, Fa l  et al., 1999, Ya d av  Ma noj  et al., 2003, Maja d a  et al., 1998, Maja d a 
et al., 2000, G a r r ido  et al., 2002). 

Већ дуже време се култура in vitro користи у комерцијалној производњи 
D. caryophyllus. Ha r t m a n n  et al. (1990) наводе да се он лако размножава микро-
пропагацијом (пролиферација бочних изданака) коришћењем врхова изданака као 
експланата. Како се ова врста успешно размножава и зеленим резницама, у циљу 
обезбеђивања здравог, безвирусног материјала, матичне биљке са којих се узимају 
резнице добијају се културом меристема (Ku z m ič ić  и Jug-D uja kov ić , 1982, 
Ha r t m a n n  et al., 1990, D ole  i Wi l k i n s , 2004). Данас постоје многе компаније 
које се баве производњом резница D. caryophyllus, као што је "Ringel nursery" из 
Пољске (Ringel nursery, 2012) који продају ожиљене или неожиљене резнице, а 
резнице су узимане са матичних биљака добијених културом ткива и ослобођених 
вируса ("disease -free"). 

У микропропагацији D. caryophyllus велики проблем представља појава хи-
перхидричности (витрификација), која је присутна мање или више, зависно од кул-
тивара који се производи, али и од бројних других фактора. На пример, у истра-
живањима која су спровели Ya d av  et al. (2003) појава хиперхидричности је реду-
кована мењањем концентрација јона магнезијума и гвожђа у подлози, с тим да су 
оптималне концентрације морале да се подешавају посебно за сваки испитивани 
култивар. Keve r s  et al. (2004) и Sa he r  et al. (2004) су испитивали узроке хиперхи-
дричности, пре свега као последицу физиолошког стреса биљке. 

Истраживања везаних за културу in vitro других врста комерцијално значај-
них каранфила, у односу на D. caryophyllus, има мање. При том највећи број истра-
живања у култури in vitro везан је за врсте D. barbatus L. и D. chinensis L. Тако су 
Je t hwa n i  i Kot h a r i  (1993) гајили котиледоне обе врсте (D. barbatus i D. chinensis) 
индукујући адвентивне изданке на подлогама са BAP и NAA које су потом ожиља-
вали на подлогама без хормона. Такође, Je t hwa n i  et al. (1994) су извршили микро-
пропагацију наведене две врсте каранфила, културом врхова изданака, а K h awa r 
et al. (2007) су размножавали D. barbatus културом меристема и нодусним резница-
ма (само први нодус испод апикалног пупољка). Код врсте D. chinensis је постигну-
та и регенерација изданака из калуса (Je t hwa n i  i Kot h a r i , 1996), а индукцију ад-
вентивних пупољака D. chinensis на површини лисних сегмената, без формирања 
калуса, извршили су K a nt i a  i Kot h a r i  (2002). Код D. barbatus адвентивни издан-
ци су се формирали органогенезом калуса који је индукован из лисних експланата 
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(Pa r e ek  и Pa r e ek , 2005). Формирани изданци су гајени на медијуму са GA3 ради 
издуживања, потом су ожиљавани на MS подлози (Mu r a sh ige  i Sko og , 1962) са 
2 mgL-1 IBA, а добијене биљке су успешно аклиматизоване. Поред тога, Pa r e ek 
i Kot h a r i  (2003) су описали успешан поступак директне соматске ембриогенезе 
(без формирања калуса) за D. barbatus и D. chinensis гајењем сегмената листова у 
култури in vitro, а Pa r e ek  et al. (2004) су размножили наведене две врсте користећи 
вршне и нодусне резнице као експланте.

Поред врста D. barbatus i D. chinensis, публикована су истраживања везана 
за културу ткива других каранфила. Тако су Mont e s  et al. (1997) изоловали ме-
ристеме величине 0,2 - 0,5 mm, са апикалних и аксиларних пупољака in vitro биљ-
чица D. plumarius L. које су добијене из семена. Fr aga  et al. (2004) су извршили 
елиминацију вируса, који представљају велики проблем у производњи врсте D. 
gratianopolitanus Vill., комбинацијом културе меристема и третмана повишеним 
температурама. Најпре су са матичних биљака које су расле у стакленику изолова-
ли меристеме (величине 0,3 mm) који су се развили у изданке и гајили их 3 месеца 
на 24°C, а затим наредних 6 недеља на 37°C. Након тога су са преживелих изданака 
поново изоловали меристеме и цео поступак су понављали док тестови нису пока-
зали да су биљке ослобођене вируса. Добијене безвирусне биљке су потом размно-
жавали пратећи утицај хормона на развој изданака и коренова, при том користећи 
као експланте врхове изданака (3 mm дужине), једнонодусне резнице, листове и 
оваријуме.

Сва наведена истраживања указују на то да култура in vitro има велики зна-
чај у производњи каранфила, било за масовну производњу жељених култивара, би-
ло у селекцији нових сорти. Поред директне примене у прозводњи биљака, култура 
in vitro има и значај за добијање семена F1 хибрида. 

Данас већина култивара сезонског цвећа и перена, укључујући и таксоне ро-
да Dianthus у комерцијалној производњи се размножава генеративно, сетвом F1 хи-
брида (A nde r son , 2005). Сорте каранфила које се првенствено размножавају семе-
ном припадају врстама: D. barbatus, D. chinensis, D. carthusianorum L., D. arenarius 
L., D. deltoides L. и D. knappii (Pant.) Asch. & Kanitz ex Borbás. Добијању F1 хибри-
да претходи формирање чистих линија и успостављање хомозиготног стања, које 
гарантује потомство униформних особина често супериорнијих од родитељских 
(хетерозис). Овај поступак често је дуготрајан и мукотрпан због честих репродук-
тивних баријера којима се спречава самоопрашивање (A nde r son , 2005). То се мо-
же превазићи применом културе ткива (Su s low et al., 2002), при чему се узгајају 
хаплоидна ткива и ћелије, код којих се одговарајућим третманима постиже уд-
вајање хромозома и на тај начин се добијају хомозиготне, диплоидне биљке за знат-
но краће време него што би то било могуће класичним путем. 

Иако у самој биљној производњи култура протопласта нема значаја, она је 
изузетно важна за синтезу нових сорти. Тако, на пример, Na k a no  и M i i  (1993a) 
су извршили соматску хибридизацију врста D. barbatus и D. chinensis применивши 



155

ПРИМЕНА КУЛТУРЕ IN VITRO У РАЗМНОЖАВАЊУ КАРАНФИЛА

фузију протопласта, а потом су из тако добијених хибридних ћелија регенерисали 
калус и након 5 месеци органогенезом калуса - изданке. Изданци су ожиљени, а 
добијене биљке су цветале у условима in vitro. На основу боје цветова, броја хро-
мозома и rDNA анализе утврђено је да су добијене биљке хибриди. Такође, при-
меном исте методе извршена је и соматска хибридизација врста D. chinensis и D. 
caryophyllus (Na k a no  и M i i , 1993b). 

Поред примене у размножавању комерцијално значајних таксона, култура 
in vitro има значаја и у размножавању каранфила који су пореклом са природних 
станишта. Наиме, последњих година вртови који "имитирају" природу и у којима 
су заступљене "дивље" биљке све више добија на значају (H i t ch moug h , 2008). 
Применом микропропагације омогућава се размножавање одабраних таксона без 
притиска на природну популацију, уз очување генетске разноврсности тих биља-
ка (уколико се култура успоставља из семена). На овај начин, поред материјала за 
"природне вртове" може да се обезбеди и материјал чија садња треба да омогући 
активну рестаурацију природних предела, односно уношење и ширење врста које 
припадају потенцијалној вегетацији одређеног подручја. Разлог за то налазимо у 
потреби да се обезбеди довољна генотипска и фенотипска варијабилност која га-
рантује већи адаптивни потенцијал (G r b ić , 1996). Фаворизовање аутохтоних вр-
ста је од изузетног значаја за одређено подручје јер се на тај начин смањује мо-
гућност уношења и ширења инвазивних и потенцијално инвазивних таксона који 
данас представљају озбиљан проблем и велику претњу опстанку природне веге-
тације (Obr a t ov-Pe t kov ić  et al., 2011, Pop ov ić  i Ma rkov ić , 2012, Pop ov ić  et 
al., 2012, Tom ić ev ić  et al., 2012). Због тога су спроведена различита истраживања 
везана за размножавање неинвазивних таксона (Koz om a r a  et al., 2003, G r b ić  et 
al., 2012, Ma rkov ić  i Pop ov ić , 2012c), међу којима су и каранфили (D. deltoides 
L., D. serotinus Waldst. & Kit., D. giganteiformis Borbas ssp. kladovanus (Degen) Soo) 
који су аутохтони у Србији, малих захтева за негом и изузетних декоративних ка-
рактеристика (Ma rkov ić  et al., 2006, 2007, Ma rkov ić , 2008, Pop ov ić  et al., 2008, 
Ma rkov ić  i Pop ov ić , 2012a, 2012b). Међу наведеним каранфилима, D. serotinus, 
D. giganteiformis ssp. kladovanus су сврстани у категорију угрожених таксона, због 
чега њихово размножавање представља уједно и предуслов за њихову in situ и ex 
situ конзервацију, при чему, управо култура in vitro представља најпогоднији метод 
размножавања (Pe nc e , 1999).

Напомена: Овај рад је реализован у оквиру пројекта "Истраживање климатских промена 
на животну средину: праћење утицаја, адаптација и ублажавање" (43007), који 
финансира Министарство за просвету и науку РС у оквиру програма Интегри-
саних и интердисциплинарних истраживања за период 2011-2014. године
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THE USE OF IN VITRO CULTURE IN DIANTHUS PROPAGATION

Summary
This paper is a survey of authors' studies and the literature regarding plant propagation us-

ing the methods of in vitro culture. The classifications of different methods of in vitro culture are 
presented, as well as the propagation phases. In addition, the advantages of tissue culture, includ-
ing the application of meristem culture for obtaining the desease-free plants, are presented. 

Special attention is paid to the propagation of Dianthus taxa. The most important commer-
cially exploited Dianthus species is D. caryophyllus which is today primarily produced by tissue 
culture. For that reason, review of the research studies regarding the tissue culture of this species 
is presented in detail. In addition, the achievements in tissue culture of some other important Di-
anthus species (D. barbatus, D. cinensis, D. plumarius, etc.) are described. 

Besides the detailed and useful information on the propagation of ornamental Dianthus 
species, in this study  the importance and advantages of different methods of tissue culture in the 
production of Dianthus taxa are presented, thus indicating the direction of some future research in 
this field that will improve the applicability of the propagation by tissue culture. 


