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Sazetak

Pojava Sturih zma kod zitarica u osnovi podrazumjeva izostanak formiranja
endosperma, s tim daje anatomska grada embriona karakteristi¢na kao i kod normalnih
zma. Ekstrakcija embriona iz Sturih zma moZze biti zna€ajna za selekciju u smislu trazenja
odgovora za sve oblike prekida endospermgeneze, kao i prevazilazenje problema pojave
Sturih zma u hibridizaeiji genotipova gdje se ofekuje dobijanje genotipova sa odredenim
svojstvima. Regeneraeija embriona iz Sturih zma moZe biti interesantna u traZzenju
fizioloSkih i ekofizioloSkih odgovora na indukciju Sturih zma kod kojih je endospermge-
neza prekinuta u kasnijim fazama razvoja zma metodoloSki opisano kao spaSavanje
embriona. Posebno mozZe biti interesantna pojava Sturih zma gdje dolazi do perioda
prekida formiranja endosperma nakon inicijalnog formiranja endosperma. Cilj istraZiva-
nja bio je da se prou¢i moguénost regeneraeije embriona, odnosno spaSavanje embriona
genotipa Oskar kao perspektivnog domaéeg genotipa. Ekstrahovani embrioni uzgajali su
se u uslovima in vitro na hranljivoj podlozi MS. UspjeSnost regeneraeije embriona zavisi
od vrste medijuma, a limitirana je staroS¢u embriona, odnosno momentom uvodenja u
kultum in vitro. Prakti¢ni aspekt kulture ekstrahovanih embriona, odnosno embriokulture
vidi se i u prevladavanju dormantnosti, skracivanju oplemenjivackih ciklusa, prevazila-
Zenja samosterilnog sjemena, kao i testiranju sjemena. Za embrione koji su formirali
normalne biljke visine preko 15 cm, konstatovali smo da su u mogucnosti da se razviju u
biljku sposobnu da klasa.

Kljucne rijeci: tritikale, embrio, in vitro kultura

Uvod
Poremeéaji u oplodnji i embriogenezi nastaju kao rezultat opSte zakonitosti koja je

svojstvena svim vjeStackim poliploidima, kao i usljed konkretnih genetickih pojava koje
nastaju kao posljedica ukrstanja razlicitih vrsta i rodova. Kao posljedica poremeéaja u endo-
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spermgenezi javljaju se razli€ite deformacije endosperma koje se ispoljavaju u vidu smezu-
ranosti zma, posebno kod primamih oktoploidnih formi tritikalea. VVeéu zastupljenost Sturih
zma imaju kombinacije u kojima je kao majka koriS¢ena rai, ali i iz ovih zma uvijek je
moguée uz pomo¢ kulture in vitro dobiti biljke, Sto pokazuje daje samo endosperm bio de-
generativan. Pojava Sturih zma u Kklasu tritikalea je jedan od glavnih uzroka smanjenja pri-
nosa (Shealy i Simmonds, 1973). Stura zma podrazumjevajn zma u kojim se nije u potpu-
nosti formirao endosperm. Endosperm je najzastupljenije tkivo u zrelom zmu Zitarica, te je
razumjevanje njegovog razvoja od posebnog znacaja za poljoprivredu (Kowles i Philips,
1988). PoteSkoce u pmucavanju razvoja endosperma nastaju zbog specifi¢nih procesa u for-
miranju i gradi endosperma kao i njegove pozicije u zmu, odnosno i relativne nepristupac-
nosti endosperma za eksperimentalnu mampulaciju, posebno u ranim fazama razvoja odmah
poslije oplodnje i pocetnim fazama embriogeneze (Goldberg i sar., 1994). Metoda kulture
endosperma iz Zitarica u buduénosti moZe se obavljati premjeStanjem embrija iz izolovane
embrionalne kesice. Embrio mozZe biti odvojen od endosperma nakon §to je oplodena em-
brionalna kesica izolovana i postavljena u medijum. Dioba oplodene jajne Celija zapocCinje
kasnije nego dioba endosperma (Bennett i sar., 1973). Razvoj embrija se deSava na raun
hranljivih materija iz antipodijalnih i embriju blizih endospermnih ¢elija, kao i hranljivim
materijama nastalim hidrolizom parenhimskih ¢éelija nucelusa (Smart i O’ Brien, 1983;
Huber i Grabe, 1987).

Materijal i metod rada

U kulturi ekstrahovanih zrelih embriona u in vitro uslovima Koristeni su zreli
embrioni iz potpuno razvijenih i aturih zma ozimog tritikalea genotipa Oskar. Sterilizacija
zma tritikalea izvrSenaje u 2,5% natrijevom hipohloritu u trajanju 15 minuta. Zma su po
ispiranju u destilovanoj vodi prenijetau 0,5% rastvor antibiotika na bazi penicilina u trajanju
od 10 minuta, a zatim isprani u destilovanoj vodi i ponovo stavljeni u 1% rastvor natrijevog
hipohlorita u trajanju od 5 minuta. Embrioni su pod binokularom ekstrahovani disekcionim
iglama i postavljeni na medij. Medij koriS¢en za kultiviranje ekstrahovanih embriona
ispitivanog genotipa Oskar bio je hranljivapodloga MS.

a

Sl. 1. Normalno zmo tritikalea (a) i Sturazma (b - zmau kojima se nije u potpunosti
formirao endosperm). 1z normalnih zma (kontrola) i aturin zma vrienaje ekstrakcija
embriona koji su potom postavljeni na medij u kulturi "invitro" (desno).
Normalgrain o ftriticale (a) and the shrivelledgrains (b - grains in which is notfullyformed
endosperm). Extraction o fembryosfrom normal (control) andshrivelledgrains was done,
after thatembryos was set on medium in cuture "invitro" (right).
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Rezultati istrazivanja i diskusija

Rezultati istraZivanja predstavljeni su relativnom frekvencijom regenerisanih i
degenerativnih embriona ekstrahovanih iz normalnih i §turih zrna genotipa Oskar, i to po
kultivisanju i nakon subkultivacije, kao i morfolofkom analizom ponaSanja embriona,
odnosno klijanaca tokom razvoja u kulturi in vitro. Frekvencija regenerisanih embriona
ekstrahovanih iz normalnih i §turih zrna bila je veoma visoka, od 91,67 do 97,33% i ova
razlika nije bila statistiCki zna¢ajna. Razlika u ponaSanju embriona po uvodenju u kulturu in
vitro izmedu dvije analizirane grupe bila je u broju degenerisanih i zarazenih embriona, ali
ove razlike nisu ocjenjene kao indikativne, buduéi da razlika u regenerisanim embrionima
ekstrahovanih iz §turih i normalnih zrna nije bila statisti¢ki signifikantna. Medutim, razlike
u regeneraciji embriona pojavile su se nakon prve subkultivacije. Naime, kod klijanaca
formiranih iz embriona §turih zrna pojavio se statisti¢ki visoko znacajno veliki broj degene-
rativnih promjena (30,21%), $to je uslovilo da je broj normalno razvijenih klijanaca iz
embriona §turih zrna bio statistiCki visoko zna¢ajano manji u odnosu na broj normalno
razvijenih klijanaca ekstrahovanih iz embriona normalnih zrna. Interesantno je konstatovati
i Ginjenicu da se prilikom kultivacije i subkultivacije kod embriona ekstrahovanih iz §turih
zrma pojavio relativno visok procenat zaraZenih embriona (8,33%).

Tab. 1. Frekvencija razvoja i degenerativnih promjena kod embriona ekstrahovanih iz
normalnih i §turih zrna genotipa Oskar
Frequency of development and degenerative changes in the embryos extracted
from normal and shrivelled grains of genotype Oskar

e Embrioni ekstrahovani iz

Kultivisanje
normalna zma (%) §tura zrna (%) t test

normalan razvoj 97,33 & 1,65 91,67 & 3,56 1,413 ™
degenerativne promjene 3,36 +£232 0,00
zaraZzeno 0,00 8,33 + 3,56
Subkultivacija I
normalan razvoj 91,22 + 3,87 61,67 +6,27 4,010**
degenerativne promjene 9,81 + 3,65 30,21 £5,91 2,936*
zaraZzeno 0,00 8,33 +3,56

Cinjenica da je 91,67% imalo normalan razvoj po kultivisanju kao i &injenica da
61,67% klijanaca po subkultivaciji dalo normalno razvijene biljke u kulturi in vitro jasno
potvrduje uspjesnost tehnike spafavanja embriona ekstrahovanih iz zrna sa prekinutom
endospermgenezom.

Sekvence regeneracije, odnosno rasta i razvoja ekstrahovanih embriona u kulturi
in vitro mogu se opisati sljed¢im koracima:

I — Razvoj embriona prati pojava korijena sa uo€ljivim formiranjem kaliptre i
zone korjenskih dlacica. Pojavu koleoptile prati inicijalni razvoj stabaoceta. Razlika u
ponaSanju embriona ekstrahovanih iz normalnih i §turih zrna nije uo¢ljiva sem varijacije
u broju probudenih i degenerisanih ili zaraZenih klijanaca $§to je bilo na nivou koji se
moZe tolerisati, odnosno, nije signifikantan (SI. 2).
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| - Fenofaza nicanja. Razvoj korijena i stabaoceta su karakteristi¢ni za vrstu.
Razvoj korijena je 2 do 3 puta duZi od visine stabaoceta koje se nalazi u fazi pucanja
koleoptile i pojave listova. Razlike u razvoju klijanaca formiranih iz embriona ekstraho-
vanih iz normalnih i Sturih zma nisu evidentirane na indikativhom nivou (SI. 3).1

Embrioni iz normalnih zma Embrioni iz Sturih zma
Embryofrom normalgrain Embryofrom shrivelledgrain

Sl. 2. Razvoj embriona iz normalnih i Sturih zma prema sekvenci |
The development o fembryosfrom normal and shrivelled grains according to sequence |

Sl. 3. Razvoj embriona iz normalnih i Sturih zma prema sekvenci Il
The development o fembryosfrom normal and shrivelledgrains according to sequence U

i - Svi klijanci formirani iz embriona ekstrahovanih iz normalnih i Sturih zma
koji su proSli fazu nicanja imali su usaglaSen i normalan razvoj do visine 18 cm
(limitirano visinom epruvete, SI. 4). U konatnom zapaZanju moZe se konstatovati da
dinamika porasta biljaka razvijenih iz embriona Sturih zma bila je saglasnha razvoju
biljaka kontrolne varijante (biljke razvijene iz embriona ekstrahovanih iz normalnih

zma).
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Ponik embriona iz normalnih zma Ponik embriona iz Sturih zma
Seedlingfrom embryo extractedfrom normal  Seedlingfrom embryo extractedfrom
grain shrivelled grain

Sl. 4. U razvoju ponika iz ekstrahovanih embriona normalnih i Sturih zma nisu uocene
razlike koje bi bile indikatine za ocjenu razlika u njihovoj vitalnosti i razvoju.
In developing o fseedlings obtainedfrom extracted embryosfrom normal andshrivelled
grains were not observed differences which could be indicativefo r evaluation o f
differences in their vitality and development.V

IV - Poremecaji u razvoju ekstrahovanih embriona u kulturi in vitro

U kultivaciji i subkultivaciji ekstrahovanih embriona pojavile su se degenerativne

promjene koje se uglavnom mogu grupisati u dvije sljedece grupe:

a) Razvoj embriona je prekinut i razli€ita tkiva su formirala kalus, tako da je
konacan ishod formirana manja ili veéa masa kalusa neidentifikovanog porijelda
(SI. 5). Detaljna ponaSanja razvoja kalusa ili organa koji su se inicijalno odrZzali
nije bio predmet daljih posmatranja.

b) Kod pojedinih embriona bez obzira na porijeklo doslo je do normalnog razvoja
stabaoceta s tim da je razvoj korijena u potpunosti izostao (SI. 6). Moguca
indukcija rizogeneze subkultivacijom na medij za indukciju razvoja korijena
ostaje otvoreno pitanje.
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Embrioni iz norraalnih zma Embrioni iz Sturih zma
Embryofrom normalgrain Embryofrom shrivelledgrain

Sl. 5. Formiranje kalusnog tkiva kao posljedice degenerativnih promjena u razvoju
ekstrahovanih embriona u kulturi "in vitro".
Theformation o fcallus tissue as a result o fdegenerative changes in the developmentof
the extracted embryos in culture "in vitro ™

Sl. 6. Kodpojedinih ekstrahovanih embriona u kulturi "in vitro" doSloje samo do razvoja
plumule, a izostalo je formiranje korijena.
In some o fthe extracted embryos in culture "in vitro" onlyplumula has been developed,
and there was no rootformation.

Zakljucak

Ekstrakcija i uvodenje u kulturu embriona iz Sturih i potpuno razvijenih zma
tritikalea pokazuju zadovoljavaju€i nivo regeneracije, odnosno normalan razvoj biljaka.
SpaSavanje embriona u posebnim uslovima hibridizacije u cilju prouc¢avanja njihove geneticke
konstitucije eksperimentalnoje u potpunosti izvodljivo.

Broj razvijenih biljaka u kontrolnoj varijanti bio je za 30% vedi, i razlikaje bila sta-
tist!Cki znacajna. Na osnovu broja normalno razvijenih biljaka iz embriona ekstrahovanih iz
normalnih i Sturih zmajasno mozemo zakljuciti da in vitro tehnikaregeneracije embriona kod
zma sa naruSenom endospermgenezom moze biti uspjeSno koriSéena u istrazivanju gdje za to
postojipotreba.
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Summary

The appearance of shrivelled grain of cereals basically implies the absence of
endosperm formation, taking into consideration that embryos has characteristic anatomy
as in the normal grain. Extraction of embryos from shrivelled grains might be significant
for breeding in order to get an answer of endosperm genesis interruption, as well as
overcoming problems of shrivelled grain apperance in the genotypes hybridization where
is expected apperance of genotypes with certain properties. Regeneration of embryos
from the shrivelled grain could be of interest in seeking the physiological and eco-
physiological responses to the induction of shrivelled grain where endosperm genesis is
interupted in the late stages of grain development. This process is known as embryo
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rescue. It could be particularly interesting shrivelled grain apperance where is noticable
interuption of endosperm formation after the initial formation of endosperm. The aim of
this study was to investigate the possibility of embryos regeneration, meaning the rescue
of embryos of genotype Oskar, which represent highly perspective domestic genotype.
The extracted embryos were grown in vitro on MS nutrient medium. The success of
regeneration of the embryo depends on the type of media, and is limited by the age of the
embryo or the moment of introduction into the culture in vitro. Significance of the
embryos culture extraction is in overcoming dormancy, shortening the breeding cycle,
overcoming sterile seeds and seed testing. For embryos that formed normal plant with
height over 15 cm, we concluded that they are able to develop a plant that bring spikes.
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