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UTICAJ VREMENA PRIMENE AUKSINA NA FORMIRANJE
HAPLOIDNIH EMBRIONA PSENICE

PRODANOVIC S.1, MATZK F.2, ZORIC DRAGICA!

IZVOD: Posle ukrstanja psenice sa kukuruzom nastaje bibridni interspecies zigot. Zigot
nastao uobicajenom samooplodnjom psenice deli se mitotickim deobama i formira embrion.
Medutim, interspecies zigot relativno brzo abortira. Da bi se podstakao njegov razvof koristi se
auksinski tretman. Auksini su bormoni rasta koji u zavisnosti od koncentracije i vremena
primene imaju stimulativni ili toksicni efekat na razvoj biljnib tkiva. Uovom radu analiziran je
efekat vremena primene auksina dikamba u koncentracifi od 100 ppm na formiranfe embriona
pSenice dobijenib posle ukrstanja sa kukuruzom. U Celijama takvib embriona tokom razvoja
brzo se gube bromozomi donora polena, te oni postaju baploidni embrioni. Zakljuceno je daza
proizvodnju baploidnib embriona optimalno vreme tretiranja klasova pSenice je fedan dan

posle oprasivanja polenom kukuruza.

Kljuéne reci: pSenica, embrion, auksin, baploid

UVOD: Proizvodnja haploidnih embriona
putem hibridizacije izmedu psSenice i kuku-
ruza ima veliki znacaj u oplemenjivackim
programima. Od haploidnih embriona u in vi-
tro uslovima proizvode se haploidne biljcice,
koje tretirane kolhicinom daju dihaploidne
biljke ve¢ u prvoj godini rada. Dihaploidne
linije imaju potpunu homozigotnost, a
postizanje takve homozigotnosti klasi¢nim
putem traje do desetak godina. Zenkteler i
Nitzsche (1984) su prvi publikovali rezultate o
moguénostima proizvodnje haploidnih em-
briona iz hibridizacije pSenice i kukuruza.
Laurie i Bennett (1986) su citoloski ispitali
embrione i utvrdili da hromozomi kukuruza
nestaju iz embriona p$enice tokom prve tri
mitoticke deobe. Brojni autori ispitivali su
uticaj pojedinih faktora na nastanak i razvoj
haploidnih embriona (Inagaki i Tahir, 1990;
Suenaga, 1994; Campbell et al., 2000; Kaushik
et al., 2004). Kao klju¢ni faktori identifikovani
su: vreme emskulacije pS$enice, kvalitet
polena kukuruza, spoljni uslovi u kojima se
vr$i opraSivanje, tip auksinskog preparata
kojim se tretiraju klasovi, koncentracija
auksina, vreme i nadin primene auksina, nacin
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manipulacije sa klasovima psSenice. U ovom
radu postavljeno je za cilj da se odredi
optimalno vreme tretmana auksinom za
dobijanje haploidnih embriona pSenice.

Materijal i metod rada

Ogled je izveden u Institutu za ople-
menjivanje bilja IPK - Gatersleben, Nemacka.
Kori$¢ena je ozima sorta pSenice Viginta kao
majka. Donor polena je bio kineski vostani
kukuruza varijetet ceratina. Pojedinaéne
biljke psenice gajene su u saksijama pre¢nika
16 cm, a biljke kukuruza u saksijama pre¢nika
40 cm. Jedan dan pred cvetanje pSenice
izvr$ena je emaskulacija, a emaskulirani
klasovi su izolovani u pergament kese.
Oprasivanje je uvek bilo jedan dan nakon
emaskulacije. Za oprasivanje je koriSéen svez
polen kukuruza, sakupljen u petri kutije
neposredno pred nanosenje ¢etkicom na
zigove tucka. Na klasovima je opraseno 22 do
24 cveta. Oprasivanje je obavljeno u staklenoj
basti na temperaturi od 19°C.

Za tretiranje klasova izabran je sinteticki
auksin dikamba. U prethodnim istrazivanjima
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odredena je optimalna koncentracija ovog
auksina od 100 ppm. Ispitivan je uticaj
vremena primene dikambe na broj formiranih
embriona i njihove karakteristike. Uradena su
detiri tretmana: potapanje klasova u rastvor
dikambe pre emaskulacije - 1 dan i posle
emaskulacije - 2, 6 i 10 dana (odnosno 1,5i 9
dana posle oprasivanja). Odabrano je po 7
primarnih klasova za svaki tretman.

Tretirani klasovi sa dve vréne internodije
stabla stavljeni su u posude sa dnevno svezom
vodom. Vadenje embriona iz kariopsisa
pSenice obavljeno je pomodcu pinceta pod
binokularom, 20 dana posle oprasivanja.
Embrioni svakog klasa su brojani po tret-
manima, izmerena je njihova veli¢ina i
odreden stadijum njihovog razvoja.

Za ocenu stadijuma razvoja embriona
koriséena je skala od 1 do 3 (SL. 1).

SL. 1. Razvojni stadijumi embriona
Fig. 1. Development stages of embryo
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Frekvencija formiranja embriona izra-
¢unata je iz jednadine:

Broj obrazovanih embriona
Broj obrazovanih kariopsisa

EFF = ( ) x 100

Rezultati i diskusija

Rezultati dobijeni analizom ispitivanih
klasova psenice iz svih tretmana za broj zrna i
embriona, kao i za veli¢inu i stadijum razvoja
embriona prikazani su u tabeli 1.

Iz podataka u tabeli 1 uocava se da je do
obrazovanja haploidnih embriona doglo samo
kada je dikamba primenjena 1 i 5 dana posle
oprasivanja. U klasovima tretiranim dikam-
bom jedan dan pre oprasivanja i devet dana
posle oprasivanja nisu nadeni embrioni.

Postavlja se pitanje za$to u tretiranim
klasovima pre oprasivanja nema embriona i
zas$to auksin dikamba nije stimulativno
delovao u tom sluéaju na razvoj embriona?
Poznato je da auksini imaju brzo i sistemi¢no
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dejstvo, lako se transportujuéi kroz sva biljna
tkiva (Fischer-Iglesias et al., 2001). Egzogeno
primenjeni auksini dospevaju do embrionove
kesice i jajne éelije pre nego $to su obavljeni
oprasivanje i oplodnja. Auksini uti¢u na
izduzivanje i druge promene u gradi ¢elija
(Rober-Kleber et al., 2003). U emaskuliranim
klasovima dikamba je delovala tako da je jajna
éelija odigledno izgubila sposobnost za
fertilizaciju. Dakle, dikamba je onemogudila
obrazovanje zigota i njen stimulativni efekat
na razvoj embriona uopste nije dosao do
izrazaja. Izvadene embrionove kesice iz
kariopsisa klasova ovog tretmana bile su
izduzene, sa vakuoliziranim delijama, i
aparatom jajne Celije koji se nije bojio
aceto-karminom (SL. 2).

SI. 2. Vakuolizirane Celije embrionove kesice
pSenice bez embriona

Fig. 2. Vacuolized cells of wheat embryo sac
without the embryo

Pri proizvodnji haploidnih embriona,
oplemenjiva¢i moraju obratiti paznju na
navedeno negativno dejstvo auksina posebno
ukoliko koriste veéi broj klasova na istoj biljci.
Klasovi sukcesivno dospevaju u fazu "pred
cvetanje”, a emaskulacija i oprasivanje traju 5
do 10 dana. Ukoliko se prvi opradeni klas
tretira prskanjem auksinom na biljci, auksin
ée se transportovati kroz biljna tkiva i ispoljice
letalno dejstvo na formiranje zigota u svim
ostalim mladim klasovima koji jo$ nisu
opraseni. Oplemenjivaci zato moraju odsecati
oprasene klasove pSenice i potapati ih u
auksin, pazeéi da auksin ne dode u kontakt sa
neoprasenim klasovima.

U klasovima tretiranim dikambom devet
dana posle oprasivanja takode nije doslo do
obrazovanja embriona. U ovom sludaju,
auksin nije onesposobio jajnu ¢eliju i dolazilo
je do oplodnje i formiranja zigota. Pocetnim



Tab. 1. Broj, veliina i stadijum razvoja embriona u klasovima pSenice tretirane dikambom
Tab. 1. Number, size and development stage of embryos in spikes of wheat treated with

dicamba
o | ey aca B0 aiopsia . Brofcmbriona y Ve cbriona e stadum
Dicamba treat- No of spike Caryopses / spike| Embryos / spike Embryo size Development
ment (mm) stage of embryo
1 17 0 0 0
2 14 0 0 0
1 da13' pre. 3 13 0 0 0
cprian | 16 0 0 0
pollination 5 15 0 0 0
6 13 0 0 0
7 15 0 0 0
1 19 2 2.1;2.2 3;3
2 22 0 0 0
1 dag'pos'le 3 22 1 1.8 3
s 22 : :
pollination 5 26 1 2.3 3
6 20 2 1.9;2.1 3;3
7 24 1 2.0 3
1 18 0 0 0
2 21 1 1.9 3
5 dagg pqsle 3 21 1 1.8 3
cemivas | 22 1 Lo ;
pollination 5 15 1 1.3 3
6 22 1 1.5 3
7 18 1 1.3 3
1 12 0 0 0
2 18 0 0 0
9 dagg pqsle 3 15 0 0 0
gpmivas | i 0 0 0
pollination 5 18 0 0 0
6 20 0 0 0
7 15 0 0 0

Tab. 2. Komparativni efekti tretmana dikambom na formiranje embriona psenice
Tab. 2. Comparative effects of dicamba treatments on wheat embryo formation

Prosecan broj M . | Frekvencija M .. | Prosecan stadi-
kariopsisa u Pgﬁfgﬁ;:;g‘: ) formiranja Pl::ii’;;ggzl' jum razvoja
Tretman dikambom klasu Klasu embriona (%) (mm) embriona
Dicamba treatment Mf;rl;g;’gég /Of Mean value of ﬁggzgqug:g Average size of é"ggfeggtcg:;g
spike embryo / spike (%) embryos (mm) of embryo
1 dan pre oprasivanja
1 day before pollination 14.71 0 0 0 0
1 dan posle opraSivanja
1 day after pollination 22.14 114 5.16 2.10 5
5 dana posle oprasivanja
5 days after pollination 19.57 0.86 438 157 5
9 dana posle opraSivanja
9 days after pollination 15.65 0 0 0 0
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deobama formirao se embrion od nekoliko
¢éelija, koji je abortirao zbog dugog odsustva
stimulativnog efekta auksina. U kariopsisima
klasova ovog tretmana nadeni su embrioni u
ranim fazama razvoja koji se nisu bojili
aceto-karminom (S1. 3).

SL. 3. Abortiran proembrion u globularnom
stadijumu razvoja

Fig. 3. Aborted proembryo in globular
development stage

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja
haploidni embrioni su se formirali kada je
auksin primenjen 11i 5 dana posle oprasivanja.
U oba tretmana svi izvadeni embrioni bili su
potpuno zreli na osnovu ocene njihovog
razvojnog stadijuma (3). Jedan tipi¢an zreli
embrion prikazan je na slici 4.

Sl. 4. Zreli baploidni embrion pSenice
Fig. 4. Mature wheat baploid embryo

Frekvencija dobijenih haploidnih embri-
ona bila je relativho niska u oba uspe$na
tretmana (Tab. 2). Raniji tretman auksinom
dao je nesto vecu frekvenciju embriona (5.16
%) u odnosu na kasniji tretman (4.38 %).
Embrioni dobijeni kori$¢enjem dikambe
jedan dan posle opra$ivanja bili su prose¢no
krupniji (2.10 mm) od embriona dobijenih
kori$¢enjem dikambe pet dana posle opra-
$ivanja (1.57 mm). Razlika u veli¢ini embriona
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verovatno se javlja kao posledica razlika u
broju i brzini njihovih Celijskih deoba.
Embrioni koji su stimulirani auksinom
zapodinju intenzivan razvoj, dok embrioni
koji nisu stimulirani auksinom imaju usporen
razvoj. Nestimulirani embrioni petog dana
posle oplodnje nisu abortirali, ali su prosli
kroz manji broj deoba.

Veli¢ina embriona znacajna je u prak-
ti¢cnom radu oplemenjivac¢a. Haploidni embri-
oni nalaze se u teénom rastvoru kariopsisa
psenice. Krupnije haploidne embrione lakse
je uoditi, izvaditi i postaviti na hranljivu
podlogu nego sitnije.

Broj kariopsisa je vec¢i u klasovima koji su
formirali embrione nego u klasovima koji ih
nisu formirali (Tab. 2). Uocava se da vreme
primene auksina 1 do 5 dana posle oprasi-
vanja uti¢e pozitivho ne samo na broj formi-
ranih embriona, nego i na broj kariopsisa.

Rezultati ispitivanja uticaja vremena
primene auksina na formiranje haploidnih
embriona koji su dobijeni u ovom radu, u
skladu su sa oplemenjivatkom praksom i
rezultatima ispitivanja drugih autora. Mehta i
Angra (2000) injektiraju auksin 2,4-D ispod
kolenaca pSenice 24 ¢asa posle opra$ivanja.
Kaushik et al. (2004) uporedujuéi razlic¢ite
metode konstatuju da se najveca frekvencija
haploidnih embriona dobija stavljanjem
klasi¢a pSenice u medijum sa auksinom dva
dana posle opraSivanja. Verma et al. (1999)
tretiraju auksinom klasove psenice tri dana
sukcesivno, pocevsi od prvog dana posle
oprasivanja.

Zakljuéak

Vreme primene auksina uti¢e na formi-
ranje haploidnih embriona u ukr$tanjima
izmedu pSenice i kukuruza. Rani tretman
auksinom klasova p$enice pre oprasivanja
polenom kukuruza onemogudéava formiranje
zigota i razvoj embriona. Tretman auksinom
posle oprasivanja ne uti¢e na formiranje
zigota. Najbolji rezultati u pogledu broja i
veli¢ine embriona dobijaju se primenom
auksina jedan dan posle oprasivanja. Primena
auksina pet dana posle oprasivanja uti¢e na
smanjenje broja embriona i smanjenje
njihove veli¢ine. Primena auksina devet dana
posle oprasivanja je zakasnela jer su mladi
embrioni ve¢ abortirali. Vreme primene
auksina utice i na broj formiranih kariopsisa.
Pri preranoj, kao i pri zakasneloj primeni
auksina formira se manje kariopsisa.
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INFLUENCE OF TIME OF AUXIN APPLICATION
ON WHEAT HAPLOID EMBRIO FORMATION

PRODANOVIC S., MATZK F., ZORIC DRAGICA
SUMMARY

A hybrid interspecies zygote appears after crosses between wheat and maize. Zygote de-
rived after usual self-fertilization in wheat is dividing by mitotic divisions into embryo. However,
interspecies zygote aborts soon. Auxin treatment is widely used to promote its development.
Growth hormones auxins have stimulative or toxic effects on plant tissues in relation to its concen-
tration and the time of application. In this paper the effect of time of auxin dicamba application on
embryoin wheatx maize crosses was investigated. Chromosomes of pollen donor parent are elim-
inated quickly in cells of such embryos and they become haploid. It was concluded that for the pro-
duction of haploid embryos the best time for auxin application is one day after pollination with
maize.

Key words: wheat, embryo, auxin, haploid
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