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TESTIRANJE REGENERACIONE SPOSOBNOSTI PROTOPLASTA
IZOLOVANIH IZ RAZLICITIH GENOTIPOVA GAJENOG

SUNCOKRETA

VASIC DRAGANA, SKORIC D . AUBERT G.'

IZVOD: Protoplasti izolovani i: razlicitih genotip ova gajenog sunco kreta se razlikuju u SVO}O} spo sobnosu
do se dele i rege nerisu u kulturi. Kako je regeneractj a biljaka krajnji CIIj kulture protoplasta I kak oje sposobnost
regene rac tje u 111 vitro uslovima kod gaje nog suncokreta ogranicena na samo mali broj genottpova. poi eljno j e
testtrat t genoupove II pogledu njihove regeneracione sp osobnostipre ukljucivauja u eksperiment. 16 genottpova
gajenogsuncokretaje terstirano upogledu njih ove regeneracione sposobnosti . Pro top lasti. izolovani i: hip okotila
5 dana starih biljaka. su stavljeni u kulturu u kapljicama agaro:e. Odredivan je procenat deoba nakon 7. 14 I 21
dan starostt kulture. kao t intenzitet kalus ogene: e. Dobijeni rezultati su obradeni analizom varijanse . Znocaj na
razlika II procentu deoba izmedju razlicitih genotip ova je uocena vee sedmog dana kulture. Razlika II intenzit etu
kalusogene:e se mogla uociti cetvrte nedelje kulture. Inbred linija CMSI-50A . se pokazala najb oljom kako u
pogledu pro centa deoba, tako I u pogledu intenziteta kalusogeneze .

KJjll~ne re~i : suncokret. protoplasti. regeneraciona sposobnost.

UVOD: Protoplasti izolovani izrazlicitihgenotipova
gajenogsuncokreta (I lelianthus annuusL.) se razlikuju u
svojoj sposobnosti da se dele i regenerisu u kulturi.
Regeneraciona sposobnost je ogranicena na samo mali
broj genotipova od kojih veeina ima deo gcnoma
poreklorn IZ divljihvrsta(Burrusi Sat. 1991 , Krasnyanski
i Menczel 1993). Do danas je bilo samo nekoliko
uspesnih pokusaja da se regenerisu bi1jke iz protoplasta
gajenog suncokrcta (Burrus i Sat. 1991 , Fischer i sar.
1992. Krasnyanski i Menczel 1993, Trabace i Sat . 1995,
Wingcnder i sar. 1996), s tim ~IO je frekvencija
regencracija bila niska. Pored toga, korisceni gcnotipovi
su u vccini slucajcva prethodno tcstirani u pogledu svoje
regcneracione sposobnosti, osim u radu Wingender i Sat .

(1996) koji su uspcli da rcgcncrisu biljkc iz protoplasta
genotipasa niskirn kapacitetom regencracije.

Regneracija biljaka je krajnji ci1j kako kulture
protoplastatako i somatske hibridizacije. Kakojc, kao sto
je ranije receno, sposobnost regeneracijc u ill vitro
uslovima kod gajenog suncokreta ogranitena na samo
mali broj genotipova. pozeljno je testirati genolipove u
pogledul~illOve regeneracione sposobnosti pre uvodenja
u eksperiment.

U ovom mdu odredivan je regeneraeioni kapaeitct
inbredi rekombinant inih linija gajenogsuneokreta, u eilju
izboraroditeljareeipijenta zaeksperimentesa somatskom
hibridizaeijom, a na osnovu proeenta deoba i intenzitcta
kalusogenczc.

Materijal i metod rada

U radu je koriscenc 16 inbred i rekombinantnih
linija gajenog suncokrcta (Tabcla I) Scrncna
ispitivanih genotipova su povrsinski sterilisana i
postavljana u staklene tegle na MS podlogu
(Murashige i Skoog 1962) sa 5 g 1,1 saharoze, 8 g [' I

Bakto-Agara, pi I 5,8. Semena su naklijavana u mraku
na 25°C.

Protoplasti su izolovani iz hipokotila pet dana
starih klijanaca koj i su seccni uzduzno na dvc
pnlovine i stavljani u Petri posude precnika 10 em u
kojima se nalazilo 10 ml rastvora za pranJe (M
podloga) (Krasnyanski i sar. 1992) sa 0,7 g [' I MES,
pH 5,7. Nakon 90 min, M podlogaje zamenjena sa 9
rnl svcze M podloge i I ml smese enzima (Tabela 2)
Petri posude su ostavljene 13 h u mraku na 25°C
Protoplasti su precisceni suspcndovanjcm u 10%
rastvoru Ficoll-a u M podl ozi i centrifugirani 20
minuta na 1000 g, u skladu sa protokolom Chanabe i
sar. (1989), a zalim dva pUla oprani u 20 ml M
podloge.

Prnloplasti su stavljcni u klllllllU 1I kapljiee
agaroze (Sea Plaque), u gustini od 5:\104 protoplasta
po mi. u skladu sa protokolom Trabace i sar. (1995).
Kulturc su dr:zane u mraku na 25°C, a zamena L'4M
podloge sve:zom je vr~ena svak ih sedam dana do
pojave mikrokalusa . Mikrokalusi su prebacivani na
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Tab J. Genn tipavi gajenng suncokreta kor isceni za ispitivanje reg eneracione sposobnos ti.
Tab. I. Geno typ es ofcultivated surflower used of test ing ofreg eneration capac ity.

Naziv OPIS Pore klo

Name De scription Or igin

L- I inbred Iinija IFV C, Novi Sa d
CM S-I-.nil inbred linija IFVC, Nov , Sad
CMS,-8A inbred linija IFV C, Nov , Sad
CMS ,-50A inbred linija \l'VC, Novi Sad
OCMS-3 inbred linija IFVC, Novi Sa d
Ha-26A inb red liuija IFVC, Nov: Sad
CMS,-4 A inbred linija IF VC, Nevi Sad
Ha-98H-A inbred lioija IF VC, Novi Sa d
Ha- 19 B inbred linija IF VC, Novi Sa d
PR-ST-28 A inbred Iinij a IFVC , Novi Sad
PH-13C, · 64 A mbred linija IFVC , Novi Sad
lla-74A inbred 11IlIJa IF VC , NOVI Sad
LR-4 2 rekombinanina linija I!'IRA , Montpcllir
C-77 rck ombina nm a linija INRA , Montpclhr
17- 1 BCrF K H. ann .r H. Ul J1l INRA, Montpelli r JHa- ' OOB inbred linij a Rustica, Mondonville

Tabela 2, Smesa cnztma koriscena :a izolaciju
protoplasta ga jenog s unco kreta.
Table 2, Enzym e nuxt ure used for isolation of p roto­
plasts ofcul tiva ted sun flower.

Enzimi ,
% IEnzyme s

Cayl ase 1\t2 ' 0 ,750
Caylase M2' 0 ,525
Cay lase P ' 0,12 5

Rast voreno u S · p odlozi
I'H=S,7Dissolved in S .... medium

'Cay la, 'lu luz, Francuska
'Lenee i Chupcau (1986)

podl ogu za in du kc ij u kalu sa (KR podlog a)
(Kmsnyanski i sar. 1l)l)2) i drzani na svetlu cncrgije
34 ~1I110 1 quanta m-\ec l

, pri for op er iodu 16 :8
(svctlo.mrak) i tcrnpcraturi od 25°C. Subkulture su
radenc svakih 10 dana.

Rcge nerac ioni kapa citct je utvrdi van na osnov u
proccn ta deo be protoplasta 7, 14 i 21 dan nakon
stavljanj a u kulturu i inteuzitcta regcneracije mikro­
kalu sa. Procc nai deo ba je odrcdi vun broja njem pod

inverznim mikroskopom Brojano je 30 0 protoplast»
po gc notipu, odnosno 60 po Petr i pos udi . Og led j c
raden u Iri ponavljanja, a dobijeni rezultati su statisti­
~ k i obradeni prirnenom LSD testa.

Rczultati

Linij e lI a-191:1 i PR-ST-2EA su isk ljuccnc iz
ckspcr imcnta zbog lose klijuvosti scmcnu, a liuijc
PH -B C2-64 A. Ha-74A i Ha-300B zbog baktcr ijskc
iufckcije koja se javljala sedam dana nakon stavljanja
proioplasta u kulturu .

Sedmog dana kulture , lin ije CMSI -SOA i
C MS I-4A su imalc znacajno veci procena t dco ba u
odnosu na ostale ispitiv ane gcnotipovc (Tabcla 3)
Najvcci proccnat dcoba drugc i trccc ncdclje kulturc
j e irnala linija H a-2 6A, dok se CMSI-SOA nalazila ua
cetvrtom. odnosno drugorn mestu. Najmanji procenat
dcob a u sv a tri sucajaj c im ao ge no np 17-1 , zajc dno sa
linijom O CMS-3.

Razlika u inten zit etu kalusogen eze 5C kod
ispitivanih genotipova mogla jasno uocu i vee cetvrtc
ncdelje kulturc (Slika 1). Kod genotipovu LR-42

Tab. 3. l 'rocenat deoba ispitivanih genottpova nakon 7. 14 I 2 j dan kuhu re.
Tab. 3. Percentag e ofdivisions of teste d genotyp es after 7, }4, and 11 days ofculture .

% deoba
Gcnotip i (%of divi sion

Gen otype ,
7 dana 14 dana 2 1 dan II
7 days 14 days 2 1 day"

L-I 26,33 62, 67 I 70,00
,

cl1ls-12 35.33 59 ,00 I 6 1,67 I
LR -42 42,3 3 64,00 75,00 IC-77 35.00 55,33 75,00
17- 1 25,67 50)3 51).•
CMS ,-SA 37)7 56,53 78 ,8.•
CMS, -50A 47,43 60,0, 8 1,57
OeMS -3 26,23 27 ,77 I 3 1,30
Ha -2M 41,40 7470 , 91,90
CMS, -4i\ 46,93 57,77 i 68 ,10 iHa-98H -A 39, 37 6 !,60 65 ,60

LSD".", 5,351 9 ,11, 8,114

LSD u<I' 7,29 8 12,520 11,070
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Slikll I. Razlicit intenzitet kalusogene:e.
Fig ure I. Different mt ensity ofcallusogenesis.

C-77 fonn iranjc mikrokalusa i e uocen o tek u sestoj
ncdelji kulturc, nakon prebacivanja na KR podlogu,
dok su se kod ostalih gcnotipova mikrokalusi
formiral i u cet vrt oj ncdclji kulture . Protoplast:
izolovani iz 17-1 su prestali da se dele nakon trece
ncdcljc kulture . tako da je izos tala rcgencracij a
mikrokalu sa.

Nakon prcbacivanja na KR podlogu , mikrokal usi
rcgcncrisa ni iz protoplasta izolovanih iz inbred linija
porcklom iz IFVC su uastavili da se razvijaju i duli
ka luse . Mikrok alu si LR-42 i C-77 su nekrotiral i
nakon dye nedclje kulturc .

Kalusogcneza je bila najint enzivnija kod linija
CMS1-501\ i Ha- 261\, kako tok orn kulturc u
kapljicam a ag arozc . tako i tokorn kulture na KR
podlozi

Dislwsija

Fischer i sar . (1992) su utvrdili da na
rcgcnerac ioni kap acitct prot opla sta suncokreta
znacajan utica: imaju genotip, uslovi kulture prilikom
rcgcneracije kalusa, kao i sastav podloge Do slicni h
rezultuta su dosli Sarrafi i sar. ( 1996) , koji su
zak lj uc il i d a rcgcnc raciona sposo bno s t kod
suncokreta zuvisi od uslova kulture . gcn otipa i
njihove interakcijc .

Kod suncokreta, samo mali broj genotipova sc
odlikllje dobrom rcgcncracion om sposobnoseu in vi­
l ro . Da bi prcvazi!:1i ovaj problem Krasnyanski i
Menczcl (1993) su prc izolacijc pmtopl asta izvrsili
preskrining genotipova upotrcbom protokola Pater­
son i Everett ( 1985) za indukciju organogeneze na
cksplantatima hipokotila . I drugi autori (Burrus i sar.
199 L Fischer i sa r. 1992 , Krasnyanski i Mencze l
1993. Trabace i sar. 1995, Wingcnder i sar. 1996) su za
izolaciiu protoplasta koristili genotipove poznatog
kapaciicta regeneracije, mada nijc navedcno na koji
natin je on utvrden. Laparra i sar. (1997) smatraju da
prisustvo amiloplasta u izolovanim protoplastima
suncokrct a mozc biti dobm indikator morfogcnetskog
pOlcncijala. Procenat deoba SlI kao indikator
regencracionc spsobnosti kori stili Bicdingcr i
Schnabl (1991) kod ekspcrimenata sa elektrofuzijom
protoplasla suncokreta.
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Vecina autora smatra da j e najpouzdanij i
pokazatelj dobrog rcgcner acionog kapaciteta nekog
genotipa gajc nog suncokreta pr isustv o odrcdcnc
kolicinc gcnctskog materijala nekog od divljih
srodnika (Burrus i sar. 1991. Krasnyanski i Mcnczel
1993, Trabace i sar. 1995) Ovo je u supr otnosu sa
rezul tatima dobijenim prilikom tesuranj a
rcgcneracionog kapaciteta razlic itih genonpova, gde
je genotip 17-1, koj i u scbi nosi dco gcnoma divljcg H.
al/I/UU S, imao znacajno manj i procenat deoba u
odn osu na gcuotipovc gajenog suncokreta . Inbred
linij a CMS I-50A, u cijem genomu nem a gena od
divlj ih sr odu ika, se pok azal a najbolj om kako II

poglcdu pro ccnta de ob a, tako i II po glcdu intenz itcta
kalu sogenczc . Eischcr i sar . ( 1992 ) smatraj u da
pr isustvo gene tsko g muterijala divljih vr st a nij c
najbitniji faktor za regeneraciju, vee da su to uslovi
kulture koje treha prilagoditi svak orn datom genotipu.

Zaklju~al{

Na osn ovu procenta deoba iokom tri ncdcljc
kulture kao i intenziteta kalusogcnczc utvrdcno jc da
postoj i razlika izmcdu ispitivanih genoupovu gajenog
sun cokrcta u poglcdu kapaciteta regcncracije Za
razliku od rezuJtata vcl ikog broj a autora, genoup
17-1, koj i u scbi nosi deo gcnoma divljcg suucokreta,
je imao slab regcncra cioni kupacitet . Inbr ed linija
CMS I-50Aje imala visok proccnat doba i zaje dno sa
Iinijom Ha-26 nujveci intenzilet kalusogcnczc, te jc
ona izabrana za dalji rad , odn osno za roditelj a
rccipijentu prilikom sornatske hibr idizacije .
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TESTING Of REGEi'iERATION AlliLITY OF I'ROTOPLASTS ISOLATED FRO:\I
DIFFERENT GENOTYP ES OF CULT IYATED SU;\lFLOWER

by

VASIC IJRAGANA. SKORIC n . ALIBERT G.

SUMMARY

Protoplasts isolated from different genotypes of cultivated sunflower dilTcr in their ability to divide and re­
generate in culture. Since plant regeneration is ultimate goalof protoplast culture and since regeneration ability III

in vitro conditions of cultivated sunflower is limited to only asmall number ofgenotypes. it is desirable to test geno­
types for their regeneration capacity before their introduction into the experiment. 16 genotypes ofcult ivated sun­
flower were tested for their regeneration ability. Protoplasts. isolated tram hypocoryls of 5-days old plants. were
put in culture in agarose droplets. Percentage of divisions after 7, 14 and 21 days of culture, as well as intensity of
callusogenesis were determined. Obtained results were analyzed by variance analysis.Significant difference in di­
vision percentage was observed as early as in 7'hday ofculture. Difference in intensity ofcallusogenesi s could be
observed in fourth week of culture. Inbred line CMSI-50A was found the best for division percentage as well as for
intensity of eallusogenesis.
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