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UTICAJ HLADNOG PRETRETMANA
NA ANDROGENU SPOSOBNOST ANTERA PSENICE

LJEVNAIC BRANKA, KONDIC-SPIKA ANKICA!

1ZVOD: U radu je ispitan uticaj hladnog pretretmana na androgenu sposobnost
antera pSenice u kulturi in vitro. Koris¢eno je 12 genotipova ozime psenice. Pre
izolocije, polovina antera bila je izlozena hladnom pretretmanu na 4+1°C 5-10
dana, a druga polovina je bez pretretmana inokulisana na Potato—2 indukcionu
podlogu. Rezultati su pokazali da je odsustvo hladnog pretretmana imalo uticaja
na adrogeni kapacitet kod 5, dok je na prinos kalusa imalo uticaja kod 4 od 12
ispitivanih genotipova. Moze se zakljuciti da je uticaj pretretmana na androgenu
sposobnost genotipski specifican.

Kljucne reci: androgena sposobnost, pretretman, pSenica

UVOD

Proizvodnja biljaka dvostrukih haploida (DH) skrac¢uje vreme i smanjuje trosSkove
stvaranja novih sorti (Barnabas i sar., 2001; Kondi¢-Spika i Sesek, 2002; Ljevnai¢, 2007).
Od razlicitih tehnologija za proizvodnju dvostrukih haploida, embriogeneza mikrospora
je do sada najceSce koriS¢ena (Touraev i sar., 2001). Kod Zitarica, metod oprasivanja po-
lenom vrsta iz drugog roda (Hordeum bulbosum, Zea mays) i spasavanje embriona, pred-
stavlja ozbiljnu konkurenciju proizvodnji DH iz mikrospora (Laurie 1 Bennett, 1988; Ina-
gaki, 2003).

Za indukciju embriogeneze u kultivisanim mikrosporama neophodan je okidajuéi fak-
tor u obliku stresa (Nitsch 1 Norreel, 1973, Touraev i sar., 1997). Kao deo strategije pre-
zivljavanja stresa, in vitro kultivisane mikrospore, predodredene da se razviju u poleno-
va zrna, napustaju gametofitni put 1 reorijentiSu se na sporofitni na¢in razvoja, proizvodeci
haploidne ili dvostruko haploidne embrione 1 biljke (Shariatpanahi, 2006a).

Embriogeneza se moze indukovati u mikrosporama, ako se tretiraju cele biljke, izolo-
vane cvasti, cvetni pupoljci, ili in vitro kultivisane antere i izolovane mikrospore. U svim
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navedenim slucajevima konverzija u sporofitni put razvoja moze se indukovati izlaganjem
mikrospora razli¢itim stresovima (Shariatpanahi, 2006a). Stresovi koji se koriste u ove
svrhe mogu se podeliti na fizicke (hladnoéa, toplota, osmotski $ok) i fizioloske, kao Sto je
izgladnjivanje (Jacquard 1 sar., 2006).

Upotreba hladnog pretretmana, kao oblika stresa, prvi put objavljena je 1973. godi-
ne, na anterama i izolovanim mikrosporama Datura (Nitsch 1 Norreel, 1973). Pretpostav-
lja se da hladni pretretman usporava degradacione procese u tkivu antera i tako Stiti mi-
krospore od toksi¢nih komponenti, koje se oslobadaju prilikom uvenuéa antera (Duncan
1 Heberle, 1976).

Nedavno su objavljeni rezultati (Shariatpanahi et al. 2006b), koji ukazuju na to da je
direktnom embriogenezom (bez delovanja stresnih tretmana), u kulturi izolovanih mikros-
pora psenice, znacajno povecana regeneraciona sposobnost i procenat zelenih biljaka. Cilj
ovog rada bio je da se ispita da li je ovakvo povecanje efikasnosti mogucée postici i u kul-
turi antera, ispitivanjem uticaja stresnog (hladnog) pretretmana na androgenezu psenice.

MATERIJAL I METOD RADA

Kao materijal, koriS¢ena je F, generacija 12 kombinacija ukrStanja ozime pSenice
(Triticum aestivum L).

Povrsinska sterilizacija materijala 1 izolacija antera radena je prema standardnoj pro-
ceduri (Kondié i Sesek, 1999; Ljevnai¢, 2007). Od svake kombinacije ukritanja izolovano
je ukupno 540 antera. Polovina je bila izloZzena delovanju hladnog pretretmana na 4°C, u
trajanju od 5-10 dana, dok je druga polovina antera gajena direktno, bez hladnog pretre-
tmana, na modifikovanoj Potato-2 indukcionoj hranljivoj podlozi (Chuang i sar., 1978).

Eksperiment je postavljen po sluc¢ajnom blok sistemu, u tri ponavljanja. Svako ponav-
ljanje Cinile su tri epruvete sa po 30 izolovanih antera. Rezultati su obradeni metodom ana-
lize varijanse, a znacajnost razlika izmedu tretmana odredena je primenom najmanje zna-
¢ajne razlike (LSD).

REZULTATI I DISKUSIJA

Androgeni kapcitet, kod antera izlozenih dejstvu hladnog pretretmana, kretao se od
1.1%, kod kombinacija Bank/Rht 1 / Fantazia odeska i Bank/Rht 3 / Odeska 162 do 4.8%,
kod kombinacije NS 13205 / Kite (tab. 1). Bez delovanja hladnog pretretmana, andro-
geni kapacitet se kretao od 1.1 (NS 20/05 / Driada) do 5.5% (Driada / Dacia). Odsustvo
hladnog pretretmana izazvalo je znacajno smanjenje androgenog kapaciteta kod tri kom-
binacije ukrstanja (NS 20/05 / Driada, Driada / NS 40S-00 1 NS 132-05 / Kite). Kod dve
kombinacije ukrastanja (Driada / Dacia i Bank/Rht 3 / Odeska 162) odsustvo hladnog pre-
tretmana imalo je stimulativan efekat na androgeni kapacitet. Prose¢ne vrednosti androge-
nog kapacieteta, za sve kombinacije ukrStanja, sa pretretmanom (2.63%) 1 bez pretretma-
na (2.41%), nisu se znacajno razlikovale.

Prinos kalusa kod veéine kombinacija ukrstanja nije zavisio od prisustva ili odsustva
hladnog pretretmana. Nije utvrdena znacajna razlika izmedu prose¢nih vrednosti za prinos
kalusa u prisustvu (3.16%) 1 odsustvu hladnog pretretmana (3.02%). Medutim, kod dve
kombinacije ukr§tanja (NS 20/05 / Driada i Driada / NS 40S-00), odsustvo hladnog pretre-
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tmana izazvalo je znacajno smanjenje broja formiranih kalusa. Kod kombinacija Driada /
Dacia i Bank/Rht 1 / Fantazia odeska, doslo je do znacajnog povecéanja broja formiranih
kalusa kod antera koje nisu bile izloZzene dejstvu hladnog pretretmana (tab. 2).

1. Uticaj hladnog pretretmana na androgeni kapacitet pSenice
1. Effect of cold pretreatment on androgenic capacity of wheat

Androgeni kapacitet (%)
F, kombinacija Androgenic capacity (%)
F, combination Sa pretretmanom Bez pretretmana
With pretreatment Without pretreatment
1. NS 20/05 / Driada 3.0 1.1%*
2. MV 05-2001 / Lana 3.0 2.6
3. MV 05-2001 / Zitnica 2.6 2.6
4. Driada / NS 40S—00 4.1 1.8%*
5. Driada / Dacia 3.0 5.5%*
6. Odeska 162 / NS KV 124-01A 2.2 1.8
7. Odeska 162 / NS 40S-00 1.5 1.8
8. Lucija / Zitnica 2.6 1.8
9. Bank/Rht 1 / Fantazia odeska 1.1 1.8
10. Odeska 133 / MV 06-02 2.6 2.2
11. Bank/Rht 3 / Odeska 162 1.1 2.2%
12. NS 132-05 / Kite 4.8 3.7*
Prosek (Mean) 2.63 241
LSD, 0,908
LSD,,, 1,208

2. Uticaj hladnog pretretmana na prinos kalusa u kulturi antera pSenice
2. Effect of cold pretreatment on callus yield in wheat anther culture

Prinos kalusa (%)
F, kombinacija Callus yield (%)
F, combination Sa pretretmanom Bez pretretmana
With pretreatment Without pretreatment
1. NS 20/05 / Driada 3.0 1.5%
2. MV 05-2001 / Lana 3.0 3.3
3. MV 05-2001 / Zitnica 3.0 2.6
4. Driada / NS 40S—00 5.2 1.8%*
5. Driada / Dacia 4.4 7.4%%
6. Odeska 162 / NS KV 124-01A 2.6 1.8
7. Odeska 162 / NS 40S—00 3.0 3.0
8. Lucija / Zitnica 3.0 2.6
9. Bank/Rht 1 / Fantazia odeska 1.1 2.6*
10. Odeska 133 / MV 06-02 3.0 3.0
11. Bank/Rht 3 / Odeska 162 1.1 2.2
12. NS 132-05 / Kite 5.5 4.4
Prosek (Mean) 3.16 3.02
LSD, 1,166
LSD, 1,551
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Rezultati su pokazali da je, kod ve¢ine kombinacija ukrStanja moguée ostvariti jed-
nake rezultate u broju androgenih antera i formiranih kalusa, sa ili bez delovanja hladnog
pretretmana. Samo kod odredenih kombinacija ukrStanja hladni pretretman moze izazvati
povecanje ili smanjenje androgene sposobnosti. To znaci da uticaj hladnog pretretmana na
androgenezu pSenice u najvecoj meri zavisi od genotipova koris¢enih u ukrstanju.

Rezultati drugih autora o hladnom pretretmanu u kulturi antera psSenice su takode
kontradiktorni. Karimzadeh i sar. (1995) navode da hladni pretretman ili nema uticaja, ili
je njegov uticaj na androgenezu pSenice negativan. Drugi autori (Lazar 1 sar., 1985.; Hu,
1986; Stober 1 Hess, 1997) pak ukazuju na pozitivan uticaj hladnog pretretmana na andro-
genu sposobnost pSenice. Ove razlike mogu biti posledica metodoloskih, a pre svega ge-
notipskih razlika u navedenim istrazivanjima.

ZAKLJUCAK

Na osnovu navedenih rezultata moze se zakljuciti da uticaj hladnog pretretmana na
androgeni kapacitet i prinos kalusa, u kulturi antera pSenice, u najvecoj meri zavisi od ge-
notipa biljaka donora. Kod veéine kombinacija ukrStanja pretretman nema uticaja na an-
drogenu sposobnost, dok samo u pojedinim slucajevima pretretman moze imati pozitivan
ili negativan uticaj na reakciju antera u kulturi in vitro. 1z tog razloga, moze se preporuci-
ti upotreba hladnog pretretmana kod kombinacija sa loSom androgenom sposobnoscu, kao
jedan od nacina da se eventualno popravi androgena reakcija ovakvih genotipova.
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EFFECT OF COLD PRETREATMENT ON ANDROGENOUS ABILITY
OF WHEAT ANTHERS

LJEVNAIC BRANKA, KONDIC-SPIKA ANKICA

Summary

In this paper the effect of cold pretreatment on androgenous ability of wheat ant-
hers was investigated. Anthers were isolated from 12 different genotypes of wheat (7riti-
cum aestivum L.). Before isolation, a half of anthers were exposed to a cold pretreatment
on 4£1°C for 5-10 days, while the other half of anthers were inoculated onto the Potato—
2 induction medium without the cold pretreatment. The results have shown that absence
of cold pretreatment had significant effect on androgenous capacity in 5 cultivars, while
on callus yield had the effect in 4 from the total of 12 examined wheat genotypes. It can
be concluded that the effect of cold pretreatment on androgenous ability of wheat is ge-
notype specific.

Key words: androgenous ability, pretreatment, wheat
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