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TESTIRANJE REGENERACIONE SPOSOBNOSTI PROTOPLASTA
IZOLOVANIH 1Z RAZLICITIH GENOTIPOVA GAJENOG
SUNCOKRETA
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1ZVOD: Protoplasti izolovani iz razlicitih genotipova gajenog suncokreta se razlikiju u svojoj sposobnosti
da se dele i regenerisu u kulturi. Kako je regeneracija biljaka krajnyi cilj kulture protoplasta i kako je sposobnost
regeneracije u in vitro uslovima kod gajenog suncokreta ogranicena na samo mnali brgj genotipova, pozelino je
testirati genotipove u pogledu njihove regeneracione sposobnosti pre ukljucivanja u eksperiment. 16 genotipova
gajenog suncokretaje terstirano upogledunjihove regeneracione sposobnosti. Protoplasti. izolovani iz hipokotila
5 dana starih biljaka, su stavijeni u kulturu u kapljicama agaroze. Odredivan je procenat deoba nakon 7, 141 21
dan starosti kulture. kao i intenzitet kalusogeneze. Dobijeni rezultati su obradeni analizom varijanse. Znacajna
razlhka u procentu deoba 1zmedju razlic¢itih genotipova je uocena vec¢ sedmog dana kulture. Razlika u intenziteru
kalusogeneze se mogla uociti ¢ervrte nedelje kulture. Inbred hinjja CMS1-504. se pokazala najboljom kako u
pogledu procenta deoba, tako i u pogledu intenzitera kalusogeneze.

Kljugne redi: suncokret, protoplasti. regeneraciona sposobnost.

UVOD: Protoplasti izolovani iz razli¢itih genotipova Materijal i metod rada
gajenog suncokreta (Helianthus annuus L.) se razlikuju u
svojoj sposobnosti da se dele i regeneridu u kulturi.
Regeneraciona sposobnost je ograni¢ena na samo mali
broj genotipova od kojih veéina ima deo genoma
poreklom 1z divljih vrsta (Burrus i sar. 1991, Krasnyanski
i Menczel 1993). Do danas je bilo samo nekoliko . .
uspesnih pokusaja da se regeneriSu biljke iz protoplasta Ba}nf)o- Agara, pH 5,8. Semena su naklijavana u mraku
gajenog suncokreta (Burrus i sar. 1991, Fischer i sar. na 25°C. L . )

1992, Krasnyanski i Menczel 1993, Trabace i sar. 1995, Praifoplisii Su. IGIOvERT i2Hipdkolila pet dand
Wingender i sar. 1996), s tim $to je frekvencija SEEI kl{]anac_a koﬁ su seteni uzduino na dve
regeneracija bila niska. Pored toga, kori§¢eni genotipovi pol.(')vme ! S‘a"‘J“?“ u Petri posude precnika 10 cm u
su u vecini slucajeva prethodno testirani u pogledu svoje kojima se,nalazﬂo 140, ml rastvora za pra‘rllje (M
regeneracione sposobnosti, osim u radu Wingender i sar. podloga) (Krasnyanski i sar. 1992) sa 0.7 g I MES,

(1996) koji su uspeli da regeneridu biljke 1z protoplasta PH 5.7. Nakon 90 mi.n‘ M podloga je gamenjcna 529
genotipa sa niskim kapaciteton regeneraciic. ml sycie M podloge i l‘ ml sme3e enzima (TabelaOZ).

Regneracija biljaka je krajnji cilj kako kulture Petsi posudc su ostgx'!Jeqe 13 kg mralgu i 2 E’
protoplasta tako i somatske hibridizacije. Kako je, kao 3to Promplasu- S0 preciicen stlsp.cpd()var?]cml u 1_0/“
je ranije re¢eno, sposobnost regeneracije u in vitro rastvort Ficoll-a u M pod}ozn ! ct':mnfuglram 20_
uslovima kod gajenog suncokreta ograni¢ena na samo minuta "Sa 1000 . psk(l‘adu 52 P’O“’*‘O"_’m ghanabe !
mali broj genotipova, poZeljno je testirati genotipove u sar. (1989). a zatim dva puta oprani u 20 ml M

pogledu njihove regeneracione sposobnosti pre uvodenja padloge. . - -
u eksperiment. Protoplasti su stavljeni u Kulturu u kapljice

U ovom radu odredivan je regeneracioni kapacitet agaroze (Sea Plaque), u gustini od 5"10? protplasta
inbred i rekombinantinih linija gajenog suncokreta, uciliy ~ P° lml‘ u Skladf’ sa P"O'Oklomfnz]:l;agﬂlce l Sﬂ‘r- (19?5)
1zbora roditelja recipijenta za eksperimente sa somatskom Sultur sy dezanc u mreko na 25°C; 5 2amena L4

hibridizacijom, a na osnovu procenta deoba i intenziteta podloge svezom je vriena svakih sedam dana do
kalusogeneze. pojave mikrokalusa. Mikrokalusi su prebacivani na

U radu je korid¢eno 16 inbred i rekombinantnih
linija gajenog suncokreta (Tabela 1). Semcna
ispitivanih genotipova su povrdinski sterilisana i
postavljana u staklene tegle na MS podlogu
(Murashige i1 Skoog 1962)sa 5 g I saharoze, 8 g I
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Tab. 1. Genotipovi gajenog suncokreta koriséent za ispitivanje regeneracione sposobnosti.
Tab. 1. Genotypes of cultivated sunflower used of testing of regeneration capacity.

Naziv Opis Poreklo

Name Description Origin
L-1 mbred hnyja IFVC, Novi Sad
CMS-I-32B nbred linija IFVC, Novi Sad
CMS+-8A inbred lintja IFVC, Nowvi Sad
CMS,-50A inbred linija IFVC, Novi Sad
OCMS-3 inbred linija IFVC, Novi Sad
Ha-26A inbred linija IFVC, Novi Sad
CMS 4A inbred linija IFVC, Novi Sad
Ha-98H-A inbred linjja IFVC, Nowvi Sad
Ha-19B inbred linija IFVC, Nowi Sad
PR-ST-28A inbred linya 1IFVC, Nowvi Sad
PH-BC,-64A mbred hnija IFVC, Novi Sad
Ha-74A inbred linija [FVC, Nowvi Sad
LR-42 rekombinantna linyja INRA, Montpellir
C-77 rekombinantna hinija INRA, Montpelhir
17-1 BC;-Fx H amirx H ann INRA, Montpellir
Ha-300B inbred limja Rustica, Mondonville

Tabela 2. Smesa enzima koriscéena za izolaciju
protoplasia gajenog suncokreta.

Table 2. Enzyme mixture used for 1solation of proto-
plasts of cultivated sunflower.

Enzimi %
Enzymes °
Caylase M2! 0,750
Caylase M2’ 0,525
Caylase P' 0,225
Rastvoreno u S* podlozi s
Dissolved in $* medium pH=5,7

'Cayla, Tuluz, Francuska
*Lence 1 Chupeau (1986)
podlogu za indukciju Kkalusa (KR podloga)
(Krasnyanski 1 sar. 1992) 1 drzani na svetlu encrgije
34 umol quanta m2sec”!, pri fotoperiodu 16:8
(svetlormrak) i temperaturi od 25°C. Subkulture su
radenc svakih 10 dana

Regeneracioni Kapacitet je utvrdivan na osnovu
procenta deobe protoplasta 7, 14 i 21 dan nakon
stavijanja u kulturu i intenziteta regeneracije mikro-
Kalusa. Procenat deoba je odredivan brojanjem pod

inverznim mikroskopom. Brojano je 300 protoplasta
po genotipu, odnosno 60 po Petri posudt. Ogled je
raden u tri ponavljanja, a dobijeni rezultati su statisti-
¢ki obradeni primenom LSD testa.

Rezultati

Linije Ha-19B 1 PR-ST-28A su iskljucene iz
cksperimenta zbog lodc klijavosti semena, a linijc
PH-BC»-64A, Ha-74A 1 Ha-300B zbog bakterijske
infekeije koja se javljala sedam dana nakon stavljanja
protoplasta u kuituru.

Sedmog dana Kkulture, linije CMS|-50A 1
CMS|-4A su imale znatano veci procenat deoba u
odnosu na ostale ispitivane genotipove (Tabela 3).
Najveéi procenat deoba druge 1 trece nedelje kulture
je imala linija Ha-26A, dok se CMS,-50A nalazila na
Cetvrtom, odnosno drugom mestu. Najmanji procenat
deoba u svatri su¢aja je imao genotip [7-1, zajedno sa
linijom OCMS-3.

Razlika u intenzitetu Kkalusogeneze se kod
ispitivanih genotipova mogla jasno uocitt veé cetvrie
nedelje kulture (Slika 1). Kod genotipova LR-42 :

Tab. 3. Procenat deoba ispitivanih genotipova nakon 7, 141 2i dan kuliure.
Tab. 3. Percentage of divisions of tested genotypes after 7, 14, and 21 days of culture.

Y deoba :
Genotip % of diviston
Genotype 7 dana 14 dana 21 dan
7 days 14 days 21 days
L-1 26,33 62,67 70,00
cms-32 3533 59,00 51,67
LR-42 42,33 64,00 75,00
c-717 35,00 55,33 75,00
17-1 2567 59,33 51,33
CMS+-8A 37,37 56,53 78,83
CMS,-50A 4743 60,07 81.57
OCMS-3 26,23 27,77 31.30
Ha-26A 41,40 7470 92,90
CMS,;-4A 46,93 5777 68,10
Ha-98H-A 3937 61,60 65,60
LSDy g5 5.351 9117 8,114
LSDy 7.298 12,526 11,070
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Shka 1. Razlicit imtenzitet kalusogeneze.
Figure 1. Different intensity of callusogenesis.
e -

C-77 formiranje mikrokalusa je uoceno tek u Sestoj
nedelji kuliure, nakon prebacivanja na KR podlogu,
dok su se kod ostalih genotipova mikrokalusi
formirali u ¢&etvrtoj nedelji kulture. Protoplasti
izolovani iz 17-1 su prestali da se dele nakon trece
nedelje kulture, tako da je izostala regeneracija
mikrokalusa.

Nakon prebacivanja na KR podlogu, mikrokalusi
regenerisani iz protoplasta izolovanih iz inbred linija
porcklom 1z 1IFVC su nastavili da se razvijaju t dali
kaluse. Mikrokalusi LR-42 1 C-77 su nekrotiral
nakon dve nedelje kulture.

Kalusogeneza je bila najintenzivnija kod linija
CMS;-50A 1 Ha-26A, kako tokom Kkulture u
kapljicama agaroze, tako 1 tokom kulture na KR
podlozi.

Diskusija

Fischer 1 sar. (1992) su utvrdili da na
regeneracioni kapacitet protoplasta suncokreta
znacajan uticaj imaju genotip, uslovi kulture prilikom
regeneracije kalusa, kao 1 sastav podloge. Do sli¢nih
rezultata su dodli Sarrafi 1 sar. (1996), koji su
zakljudili  da regeneraciona sposobnost kod
suncokreta zavisi od uslova kulture, genotipa i
mihove interakcije.

Kod suncokreta, samo mali broj genotipova se
odlikuje dobrom regeneracionom sposobnoscu in vi-
tro. Da bi prevazisli ovaj problem Krasnyanski i
Menczel (1993) su pre i1zolacije protoplasta 1zvrsili
preskrining genotipova upotrebom protokola Pater-
son 1 Everett (1985) za indukciju organogeneze na
cksplantatima hipokotila. I drugi autori (Burrus i sar.
1991, Fischer i sar. 1992, Krasnyanski 1 Menczel
1993, Trabace i sar. 1995, Wingender i sar. 1996) su za
1zolaciju protoplasta koristili genotipove poznatog
kapaciteta regeneracije, mada nije navedeno na koji
nacin je on utvrden. Laparra 1 sar. (1997) smatraju da
prisustvo amiloplasta u izolovanim protoplastima
suncokreta moZe biti dobar indikator morfogenetskog
potencijala. Procenat deoba su kao indikator
regeneracionc spsobnosti koristili Biedinger i
Schnabl (1991) kod eksperimenata sa elektrofuzijom
protoplasta suncokreta.
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Vec¢ina autora smatra da je najpouzdaniji
pokazatelj dobrog regeneracionog kapaciteta nekog
genotipa gajenog suncokreta prisustvo odredene
koli¢ine genetskog materijala nekog od divljih
srodnika (Burrus i sar. 1991, Krasnyanski i Menczel
1993, Trabace i sar. 1995). Ovo je u suprotnosti sa
rezultatima  dobijenim  prilikom  testiranja
regeneracionog kapaciteta razli¢itih genotipova, gde
je genotip 17-1, koji u sebinosi deo genoma divljeg H.
annuus, imao znacajno manji procenat deoba u
odnosu na genotipove gajenog suncokreta. Inbred
linija CMS,-50A, u ¢&ijem genomu nema gena od
divljih srodnika, se pokazala najboljom kako u
poglcdu procenta deoba, tako 1 u pogledu intenzitcta
kalusogeneze. Fischer i sar. (1992) smatraju da
prisustvo genetskog materijala divijih vrsta nije
najbitniji faktor za regeneraciju, vec¢ da su to uslovi
kulture koje treba prilagoditi svakom daton genotipu.

Zakljuak

Na osnovu procenta deoba tokom tri nedelje
kulture kao 1 intenziteta kalusogeneze utvrdeno je da
postoji razlika izmedu ispitivanih genotipova gajenog
suncokreta u pogledu kapaciteta regeneracye. Za
razliku od rezultata velikog broja autora, genotip
17-1, kojt u sebi nost deo genoma divljeg suncokreta,
je unao slab regencracioni kapacitet. Inbred linija
CMS,-50A je imala visok procenat doba 1 zajedno sa
linijom Ha-26 najveci intenzitet kalusogeneze, te jc
ona izabrana za dalji rad, odnosno za roditelja
recipijenta prilikom somatske hibridizacye.
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TESTING OF REGENERATION ABILITY OF PROTOPLASTS ISOLATED FROM
DIFFERENT GENOTYPES OF CULTIVATED SUNFLOWER

by

VASIC DRAGANA, SKORIC D, ALIBERT G.

SUMMARY

Protoplasts isolated from different genotypes of cultivated sunflower differ in their ability to divide and re-
generate in culture. Since plant regeneration is ultimate goal of protoplast culture and since regeneration ability in
mvitro conditions of cultivated sunflower is limited to only asmall number of genotypes, itis desirable to test geno-
types for their regeneration capacity before their introduction into the experiment. 16 genotypes of cultivated sun-
flower were tested for their regeneration ability. Protoplasts, isolated from hypocotyls of 5-days old plants, were
putin 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. Significantdifference in di-
vision percentage was observed as early as in 7" day of culture. Difference in intensity of callusogenesis could be
observed in fourth week of culture. Inbred line CMS,;-50A was found the best for division percentage as well as for

intensity of callusogenesis.

120





