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Efekat ekspresije gena za protein-kinazu 1 duvana (NPK1) kod transformisanih
biljaka karfiola (Brassica oleracea L. var. botrytis) na razvoj tolerancije prema

povisenim koncentracijama NaCl in vitro

REZIME

Biljke su neprekidno izlozene razli¢itim vrstama stresa iz spoljasnje sredine, Koji
nepovoljno uti¢u na njihov rast i razvic¢e. Povecan salinitet zemljista je jedan od faktora
spoljasnje sredine, koji u velikoj meri ograni¢ava produktivnost gajenih biljaka. Karfiol
(Brassica oleracea L. var. botrytis), je znacajna povrtarska kultura koja je, kao i ostale
povrtarske kupusnjace, podlozna uticaju razli¢itih stresnih faktora, pa i pove¢anom
salinitetu usled intenzivhog =zalivanja. Uz klasiéne metode oplemenjivanja,
biotehnoloske metode mogu biti efikasan pristup za povecanje tolerancije biljaka prema
stresu. Mitogenom aktivirane protein-kinaze (MAPK) igraju klju¢nu ulogu u rastu i
razvi¢u biljaka i njihovom odgovoru na bioti¢ke i abioticke faktore spoljasnje sredine.
Introdukcija gena za komponente MAPK kaskada moze dovesti do razvoja transgenih
biljaka sa pove¢anom tolerancijom prema stresu, pri cemu su MAPKKK najpogodnije
za geneticki inzenjering jer funkcioniSu na pocetku kaskade koja vodi aktivaciji vise
transkripcionih faktora i stres inducibilnih gena. Preduslov za primenu ovih metoda u
oplemenjivanju biljaka jeste uspostavljanje efikasnog sistema za regeneraciju biljaka in
vitro.

Kod cetiri varijeteta B. oleracea (karfiola, kupusa, brokolija i kelja) uspostavljen
je sistem za regeneraciju pupoljaka in vitro putem organogeneze. Eksplantati hipokotila
su kod skoro svih testiranih varijeteta imali najbolji regenerativni potencijal (od 75,0-
91,2% sa produkcijom 3,5-7,4 pupoljaka po eksplantatu). Podloge koje su sadrzale N°-
benziladenin (BA) su bile optimalne, kako za regeneraciju pupoljaka, tako i za njihovu
kasniju multiplikaciju. Regenerisani izdanci su uspes$no oziljeni i aklimatizovani.

Kod kupusa i karfiola uspostavljen je i jednostavan protokol za direktnu
somatsku embriogenezu iz nezrelih zigotskih embriona gajenih na B5 podlozi bez
regulatora rastenja (B5-0), koji je omoguc¢io efikasnu transformaciju karfiola kao, u tom
pogledu, problematicnog varijeteta. Kod oba varijeteta, zigotski embrioni u

kotiledonarnom stadijumu razvoja imali su najve¢i kapacitet za formiranje somatskih



embriona (11,84 kod kupusa i 11,95 kod karfiola). Somatski embrioni obrazovali su
sekundarne somatske embrione u visokoj frekvenci (83,3% kod kupusa i 87,5%, kod
karfila). Embriogeni potencijal kultura, sa postepenim opadanjem, odrzavan je deset
ciklusa (deset meseci).

U cilju dobijanja transformisanih biljaka karfiola sa povecanom tolerancijom
prema povisenim koncentracijama NaCl, hipokotili klijanaca karfiola i somatski
embrioni  transformisani su  pomocu  Agrobaterium  tumefacens vektora
EHA101(pSHXO004) koji nosi NPK1 gen koji kodira MAPKKK duvana, za povecanje
tolerancije prema stresu i bar gen, kao selektivni marker, koji kodira fosfinotricin
acetiltransferazu koja omogucuje otpornost prema totalnom herbicidu fosfinotricinu
(PPT). Efikasnija transformacija (7,33%) postignuta je koris¢enjem somatskih embriona
kao eksplantata uz dodatak 100 uM acetosiringona (AS) u hranljivu podlogu tokom
kokultivacije sa agrobakterijama u odnosu na hipokotile sa (2,5%) i bez AS (0,83%).
Integracija NPK1 i bar gena potvrdena je kod 21 transformisane linije karfiola Tg
generacije. Broj kopija NPK1 transkripata u transformisanim izdancima varirao je od
2341 do 1272*10* po pg ukupne RNK, a bar transkripata od 990 do 7180*10% po pg
RNK, pri ¢emu je najveci broj kopija NPK1 i bar transkripata detektovan kod izdanaka
linije To-L2, a najmanji kod linije To-L12. Ekspresija oba transgena potvrdena je i u Ty
generaciji, dobijenoj iz semena nakon samoopraSivanja To biljaka. Ekspresija NPK1
gena u transgenim biljkama karfiola uticala je na razvoj tolerancije prema povec¢anim
koncentracijama NaCl in vitro. Sve transformisane linije Ty generacije, koje su gajene
na podlozi koja je sadrzala 100 mM NaCl, su pokazale povecanu toleranciju na stres u
odnosu na netransformisane, a vecina je to svojstva zadrzala i na tretmanu sa 200 mM
NaCl. Nivo tolerancije transformisanih TO linija bio je u korelaciji sa nivoom ekspresije
NPK1 gena. Ujedno, ekspresija bar gena doprinela je otpornosti transformisanih biljaka
prema totalnom herbicidu PPT, primenjenog u koncentracijama 2-3 puta ve¢im od one
koja se koristi za suzbijanje korova u usevu. Transformisane biljke karfiola gajene u
stakleniku nisu pokazale morfoloske abnormalnosti, kao ni razlike u prinosu cvasti u

odnosu na kontrolne netransformisane biljke.
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Effect of tobacco protein kinase 1 (NPK1) gene expression in transformed
cauliflower (Brassica oleracea L. var. botrytis) plants on the development of

tolerance to increased concentrations of NacCl in vitro
ABSTRACT

Plants are continuously exposed to various types of stress from the environment
that adversely affect their growth and development. The increased salinity of the soil is
one of the environmetal factors that greatly limits the productivity of the cultivated
plants. Cauliflower (Brassica oleracea L. var. botrytis), is an important vegetable crop,
which, like other Brassica vegetable, is grown under the influence of various biotic and
abiotic stresses, including the increased salinity due to intensive watering. In addition
to classical breeding methods, biotechnology methods may be an effective approach to
increase plants stress tolerance. The mitogen-activated protein kinases (MAPK) play a
key role in the growth and development of plants and their response to biotic and abiotic
stresses. Introduction of genes for components of MAPK cascade may lead to the
development of transgenic plants with the increased tolerance to stress, wherein
MAPKKK are most suitable for genetic engineering, because they act at the beginning
of the cascade that leads to activation of several transcription factors and stress
inducible genes. A prerequisite for the application of these methods in plant breeding is
establishing an efficient plant regeneration system in vitro.

A regenerative system via organogenesis was established in four B. oleracea
varieties (cauliflower, cabbage, broccoli, kale). The hypocotyl explants in almost all the
tested varieties have the best regenerative potential (from 75.0-91.2% with the
production of 3.5-7.4 shoots per explant). The media containing N°-benzyladenine (BA)
were optimal both for shoot regeneration and their subsequent multiplication.
Regenerated shoots were succesfully rooted and acclimatized.

In cabbage and cauliflower a simple protocol was established for the direct
somatic embryogenesis from immature zigotic embryos grown on B5 medium without
growth regulators (B5-0), which enabled the efficient transformation of cauliflower, in
this regard, as a problematic variety. In both varieties, zygotic embryos at the

cotyledonary stage of development had the highest embryo-forming capacity (11.84 in



cabbage and 11.95 in cauliflower). Secondary somatic embryos appeared on somatic
embryos at a high frequency (83.3% in cabbage and 87.5% in cauliflower). The
embryogenic potential of the cultures, with a gradual decline, was maintained for ten
cycles (ten months).

In order to obtain transformed plants of cauliflower with the improved tolerance
to increasing concentrations of NaCl, the seed hypocotyls of cauliflower and somatic
embryos were transformed using Agrobaterium tumefacens vector EHA101(pSHX004)
which carries the NPK1 gene encoding the MAPKKK of tobacco, for increasing
tolerance to stress and the bar gene, as a selective marker, which encodes
phosphinothricin acetyltransferase which provides resistance to a total herbicide
phosphinothricin (PPT). A more efficient transformation (7.33%) is achieved by using
somatic embryos as explants, with the addition of 100 uM acetosyringon (AS) in the
nutrient medium during the co-cultivation with Agrobacterium compared to the
hypocotyls with (2.5%) and in the absence of AS (0.83%). Integration of the NPK1 and
the bar gene was verified in 21 T, cauliflower transformed lines. The number of copies
of NPK1 transcripts in the transformed shoots varied from 2341 to 1272*10* per pg of
total RNA and bar transcripts from 990 to 7180*10% per ug RNA, with the largest
number of copies NPK1 and bar transcripts detected in shoot lines To-L2 and the lowest
in line To-L12. Expression of both transgenes were confirmed in T, generation derived
from seeds after inbreeding of Ty plants. NPK1 gene expression in transgenic plants of
cauliflower has influenced the development of tolerance to increasing concentrations of
NaCl in vitro. All Ty transformed lines grown on a medium containing 100 mM Nacl,
showed better stress tolerance compared to non-transformed plants, and most of them
displayed the same tend in the treatment with 200 mM NacCl.. The tolerance level of Ty
transformed lines was in correlation with the level of NPK1 gene expression. At the
same time, the expression of the bar gene has contributed to resistance of transformed
plants to the total herbicide PPT, applied at concentrations 2-3 times higher than the one
that is used for weed control in the crop. Transformed plants of cauliflower grown in
greenhouse conditions showed neither morphological abnormalities, nor was there any

difference in the yield compared with untransformed plants.
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SKRACENICE

2,4-D - 2,4-dihlorfenoksisiréetna kiselina

AA — askorbinska kiselina

ANOVA - analiza varijanse

APX - askorbat peroksidaze

AS - acetosiringon

B5 podloga — podloga po Gamborg i sar. (1968)
BA - N°-benziladenin

BSA - (eng. Bovine Serum Albumin)

BSE - srednji broj somatskih embriona po eksplantatu
CAT - katalaze

cDNK - komplementarni lanac dezoksiribonukleinske kiseline
CTAB - cetil-trimetil-amonijum bromid

DTT - ditiotreitol

DHA - dehidroaskorbat

DHAR - dehidroaskorbat reduktaze

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

dNTP - dezoksiribonukleotid trifosfati

EDTA - etilendiamin-tetrasiréetna kiselina

KFE — kapacitet formiranje embriona

FSE - frekvenca somatske embriogeneze

GR - glutation reduktaze

GSH - redukovani glutation

GSSG - oksidovani glutation

H>0, - vodonik peroksid

HFC - hlorofenol-crveno reakcija

HSF (eng. Heat Shock Transcription Factors)
IBA - indol-3-buterna kiselina

IM - indeks multiplikacije

IR - indeks kapaciteta za regeneraciju

KIN - 6-furfurilaminopurin (kinetin)



LSD (eng. Least Significant Difference) - najmanja statisticki znacajna razlika
MAPK (eng. Mitogen-Activated Protein Kinase) - mitogenom aktivirana protein-kinaza
MAPKK - MAP kinaza kinaze

MAPKKK - MAP kinaza kinaze kinaze

MDHA - monodehidro askorbat

MDHAR - monodehidroaskorbat reduktaze

MS podloga - podloga po Murashige i Skoog-u (1962)

NAA - naftil sir¢etna kiselina

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NBT - nitroblu tetrazolium hlorid

NPK1 - Nicotiana protein-kinaza 1

caNPK1 - konstitutivno aktivna NPK1

PCD (eng. Programmed Cell Death) — programirana ¢elijska smrt
PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) - lan¢ana reakcija polimeraze
PMSF - fenilmetilsulfonil fluorid

POD - peroksidaze

PPT - fosfinotricinom

PVP - polivinilpirolidon

gPCR - kvantitativni PCR

RAPD - PCR (eng. Random Amplified Polymorphic DNA- Polymerase Chain Reaction)
RF - frekvenca regeneracije

RFLP (eng. Restriction Fragment Length Polymorphism)

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS (eng. Reactive Oxygen Species) - reaktivne vrste kiseonika

RR - regulatori rastenja

RT - reverzna transkripcija

SBP - srednji broj pupoljaka po eksplantatu

SDS - (eng. Sodium Dodecyl Sulfate) Na-dodecil sulfat

SE - somatski embrioni

SEM - skenirajuéa elektronska mikroskopija

SSE - sekundarni somatski embrioni

SOD - superoksid dismutaze



TBE - TRIS-boratni-EDTA pufer
T-DNK - (eng. transferred DNA) deo plazmidne DNK koji se integriSe u biljni genom
TDZ - tidiazuron

TRIS - tris(hidroksimetil)aminometan



1. UvOD

Biljke, kao sesilni organizmi, su neprekidno izlozene abiotickim i bioti¢kim
faktorima spoljaSnje sredine. Abioticki stres izazivaju ekstremne temperature (niske i
visoke), voda, soli, jonizujuée zracenje, mehanicke povrede, nedostatak hranljivih
materija u zemljiStu, herbicidi i prisustvo drugih zagadivaca u zemljistu i vazduhu (teski
metali, SO,, ozon). Bioti¢ki stres izazivaju korovi, StetoCine (insekti, ptice, glodari,
nematode) i razliCiti patogeni (bakterije, virusi, gljive).

Oba tipa stresa nepovoljno uticu na rast i razvi¢e biljaka, smanjujuc¢i im
produktivnost na nivo nizi od njihovog genetickog potencijala (Bowler i sar., 1994).
Posledica delovanja faktora abiotickog stresa mozZe biti smanjenje prinosa gajenih
kultura i za viSe od 50% (Rodriguez i sar., 2005; Acquaah, 2007).

Osmotski stres, izazvan bilo suSom ili povecanim salinitetom, dovodi do
smanjanja vodnog potencijala ¢elija (Hohmann, 2002). Celije gube vodu procesom
osmoze, §to dovodi do inhibicije transporta supstrata i kofaktora u celije, oSte¢enja i na
kraju do programirane celijske smrti (PCD - eng. Programmed Cell Death) (Lang i sar.,
2004).

U prirodnom ekosistemu, jedan tip abiotickog stresa retko deluje samostalno.
Susa, salinizacija zemljista i ekstremne temperature su blisko povezani i predstavljaju
stresne faktore ¢iji se fizioloski efekti preklapaju (Krasensky i Jonak, 2012). Visoka
temperatura je Cesto pracena suSom i vodnim deficitom (Xiong i sar., 1999; Bita i
Gerats, 2013). Povec¢ano prisustvo soli u zemljiStu je Cest problem kod suvih i polusuvih
zemljiSta, gde su biljke primorane da razvijaju mehanizme tolerancije osmotskog stresa

izazvanog povecanim salinitetom i vodnim deficitom (Rengasamy, 2006).

1.1. STRES SOLI

Vecina biljka je osetljiva prema povecanim koncentracijama soli u zemljistu, $to
u velikoj meri ogranicava produktivnost i smanjuje prinos (Hasanuzzaman i sar., 2013).
Salinizacija se definiSe kao prisustvo odredene koli¢ine rastvorenih soli u zemljistu i
izrazava Se preko elektricne provodljivosti rastvora. ZemljiSte je slano ako mu je
elektricna provodljivost veca od 4 dS m™, sto je ekvivalentno koncentraciji NaCl od 40

mM (USSL, 2005).



Znacajne povrsine zemljiSta u svetu su pogodene povecanim salinitetom i one se
povecavaju iz dana u dan. Salinitet zemljiSta se narocito pogorSava navodnjavanjem. U
svetu oko 17% obradivog zemljista se navodnjava i na toj povrsini se odvija vise od
30% svetske poljoprivredne proizvodnje (Hillel, 2000). Procenjuje se da je vise od 20%
navodnjavanog zemljista (oko 45 miliona hektara) pogodeno povecanim salinitetom
(Pitman i Lauchli, 2002) i da se usled salinizacije svake godine za proizvodnju gubi oko
1.5 Mha obradivog zemljista (Munns i Tester, 2008). Smatra se da bi salinizacija kod
obradivih povrSina mogla imati globalne destruktivne efekte, vode¢i ka gubitku 50%
ovih povrSina do sredine 21. veka (Mahajan i Tuteja, 2005), dok se s druge strane
svetska populacija povecava velikom brzinom i ofekuje se da ¢e do 2050. godine na
planeti ziveti oko 9 milijardi ljudi (Varshney i sar., 2011).

Nakon zalivanja, voda se ili koristi od strane biljaka ili isparava iz vlaznog
zemljiSta §to je posebno izrazeno u toplijim krajevima. Visak soli ostaje u zemljistu i
akumulira se u procesu koji se naziva salinizacija (Hasanuzzaman i sar., 2013) (Slika
1.1a). Dodatno, slane podzemne vode takode mogu doprineti poveéanom salinitetu.
Prekomernim navodnjavanjem 1 neefikasnom drenazom zemljiSta, podiZze se gornja
granica slanih podzemnih voda §to im omogucava da prodru u vise slojeve zemljista i

rizosferu (Hasanuzzaman i sar., 2013) (Slika 1.1b).
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Slika 1.1. Salinizacija obradivog zemljisa izazvana zalivanjem (a) ili podizanjem gornje
granice slanih podzemnih voda (b). (Modifikovano prema Hasanuzzaman i sar., 2013).



Jedan od pocetnih efekata poviSenog saliniteta na biljke jeste inhibicija rasta.
Munns (2002b) je razvio model “dvofaznog odgovora na biljaka na stres soli”
(Hasanuzzaman i sar., 2013) (Slika 1.2). Prva faza smanjenja rasta je brzi proces
izazvan povecanjem koncentracija soli u rizosferi i pojavom osmotskog stresa, dok je
druga faza je znacajno sporija i posledica je jonskog disbalansa u ¢elijama, akumulacije

jona Na* i CI" u listovima i njihovog toksi¢nog efekta (jonski stres).
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Slika 1.2. Efekat stresa soli na rast osetljivin biljaka (Modifikovano prema
Hasanuzzaman i sar., 2013).

Visoka koncentracija soli u zemljiStu smanjuje vodni potencijal zemljista usled
¢ega biljke ne mogu da usvajaju vodu iz podloge, s jedne strane, dok pokazuju tendeciju
gubitka vode usled pojaCane transpiracije, s druge strane. Da bi prezivele u uslovima
osmotskog stresa biljke moraju ograniciti gubitak vode reguliSu¢i transpiraciju 1
prilagodavajuci sopstveni osmotski potencijal. U cilju sprecavanja gubitka vode tokom
transpiracije u uslovima vodnog deficita biljke zatvaraju stome (Hsiao, 1973; Taiz i
Zeiger, 2002). Zatvaranje stoma rezultira smanjenom koli¢inom dostupnog CO; §to za
posledicu ima smanjenje intenziteta fotosinteze u uslovima stresa (Brugnoli i Bjorkman,
1992).

Dugotrajno izlaganje stresu soli dovodi biljke u stanje jonskog stresa koji nastaje
usled povecane akumulacije soli u biljci 1 ispoljavanja njihovih toksi¢nih efekata.
Toksi¢nost Na* se ogleda u tome $to ometa preuzimanje K* i regulaciju otvaranja
stoma, rezultiraju¢i gubitkom vode i nekrozom. S druge strane, CI izaziva hlorozu

listova smanjujuéi sintezu hlorofila (Hasanuzzaman i sar., 2013). lzlaganje biljaka



povecanom salinitetu dovodi do znafajnog opadanja sadrzaja hlorofila i karotenoida
(Saha i sar., 2010; Chutipaijit i sar., 2011). Smanjenje fotosinteticke povrSine zbog
propadanja listova izazvanog toksi¢nim delovanjem Na® i CI" i smanjena biosinteza
fotosintetickih pigmenata dovode do smanjenja intenziteta fotosinteze i posledi¢no do
smanjenja prinosa (Evelin i sar., 2009) (Slika 1.3). Brojna istrazivanja su pokazala da
povecan salinitet zemljista redukuje akumulaciju azota (N) u biljkama. Smanjeno
usvajanje N se desava usled interakcije izmedu Na* i NH," i/ili izmedu CI" i NO3 §to

dovodi do redukcije rasta i prinosa kultura (Rozeff, 1995).
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Slika 1.3. Efekat stresa soli na biljke (Modifikovano prema Evelin i sar., 2009).

Biljke razvijaju razlicite mehanizme da bi se oduprele povisenom salinitetu. U
tom procesu osmotskog prilagodavanja dolazi do izbacivanja soli, akumulacije toksi¢nih
jona u razli¢itim tkivnim kompartmentima, vakuolama ili starim listovima (Munns,
1993; Yeo, 1998) i sinteze osmolita (Ashraf, 1994, Mahajan i Tuteja, 2005) ¢ime se
snizava osmotski potencijal 1 omogucava usvajanje vode. Osmoliti (prolin, Seceri,
glicinbetain) su hidrofilna jedinjenja koja deluju kao osmoprotektanti i Saperoni male
molekulske mase (Rhodes i sar., 1986; Hare i Cress, 1997; Verbruggen i Hermans,
2008; Szabados i Savoure, 2010). Nivo osmolita je odreden ravnotezom izmedu njihove
sinteze 1 razgradnje (Szabados i Savoure, 2010). Pod uslovima stresa stimuliSe se
njihova sinteza, a nakon §to prode dejstvo stresogenog faktora u fazi oporavka dolazi do

pojacane razgradnje i koriS¢enja ovih jedinjenja kao izvora ugljenika i azota.



1.1.1. Oksidativni stres

Pored osmotskog i jonskog stresa, kao posledica povisenog saliniteta javlja se i
sekundarni oksidativni stres usled produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS — eng.
Reactive Oxygen Species) kao $to su superoksid (O:), vodonik peroksid (H,0,),
hidroksilni radikal (OH-) i singlet kiseonik (*O,) (Parida i Das, 2005; Ahmad i Sharma,
2008; Ahmad i sar., 2010a, 2011). ROS su neizbezni produkti aerobnog metabolizma
(Asada i Takahashi, 1987) i nastaju tokom procesa fotosinteze i respiracije. U
normalnim uslovima postoji balans izmedu produkcije i uklanjanja ROS, tako da se se
njihova koncentracija odrzava na niskom nivou. Medutim u uslovima stresa dolazi do
disbalansa u brzini formiranja i razgradnje ROS, produkcija ROS nadmasuje
odbrambene antioksidativne kapacitete i kada njihova koncentracija prevazide fizioloski
prihvatljiv nivo, smatra se da je ¢elija u stanju oksidativnog stresa (Gill i Tuteja, 2010)
(Slika 1.4).
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Slika 1.4. Odnos izmedu oksidativnih i antioksidativnih procesa u uslovima odsustva i
prisustva stresa (Modifikovano prema Gill i Tuteja, 2010).

Prekomerna akumulacija ROS vodi ka ¢elijskoj smrti (Asada i Takahashi, 1987,
Niu i sar., 1995; Hammond-Kosack i Jones, 1996; Yeo, 1998; Asada, 1999; Glenn i sar.,
1999; Dat i sar., 2000) usled oksidativnih procesa kao §to su peroksidacija lipida,
oksidacija proteina, inhibicija enzima i oSte¢enja DNK i RNK (Flowers i sar., 1977,
Greenway i Munns, 1980; Pastori i Foyer, 2002; Apel i Hirt, 2004; Ahmad i sar.,
2010a,b; Turan i Tripathy, 2012). NajceSce ispitivane posledice delovanja ROS jesu



strukturna i funkcionalna oSte¢enja Celijskih membrana koja nastaju usled lipidne
peroksidacije (Boguszewska i Zagdanska, 2012).

Niske i umerene koncentracije H,O, koje nastaju normalno tokom metabolicke
aktivnosti ¢elije, imaju znacajnu ulogu u mnogim fizioloSkim procesima: regulaciji
signalnih puteva unutar ¢elije i izmedu Celija, regulaciji genske ekspresije, celijskog
ciklusa i PCD. Jedna od bitnih uloga H;0,, do ¢ije produkcije dolazi ubrzo po percepciji
signala (Wojtaszek, 1997; Foyer i Noctor, 2005), jeste da u ¢elijama deluju kao signalni
molekuli (Apel i Hirt, 2004; Foyer i Noctor, 2005; Hancock i sar., 2006; Meng i sar,
2010; Spoel i Loake, 2011) koji aktiviraju odgovaraju¢e odbrambene mehanizame
(Desikin i1 sar., 2001; Knight i Knight, 2001). Dodatno, produkcija H;O, moze
potpomo¢i meducelijsku komunikaciju pojacavajuéi signal kroz RBOHD (eng.
Respiratory Burst Oxidase Homologue D), moze delovati kao sekundarni glasnik
modifikujuéi strukturu proteina i aktiviraju¢i gene koji ucestvuju u odbrani od stresa
(Spoel i sar., 2010; Spoel i Loake, 2011). Dokazano je da je najmanje 80 gena kod
biljaka indukovano reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (Vranova i sar., 2002; Apel i Hirt,
2004). Stoga se ROS mogu razmatrati i kao ¢elijski indikatori stresa i kao sekundarni
glasnici ukljuceni u stres signalne puteve.

Kako bi smanjile ili sprecile ostecenja koja ROS uzrokuju, biljke su razvile
funkcionalan antioksidativni mehanizam koji ¢ine antioksidativni enzimi (npr.
superoksid dismutaze, katalaze, peroksidaze), neenzimatski antioksidansi (npr.
glutation, askorbinska kiselina, karotenoidi) (Bhattacharjee, 2005; Gill i Tuteja, 2010)
kao i enzimi koji ucestvuju sintezi i regeneraciji neenzimskih komponenti, tj.
niskomolekulskih antioksidanata (glutation reduktaze, monodehidroaskorbat reduktaze i
dehidroaskorbat reduktaze) (Jimenez i sar., 2002) (Slika 1.5). Jedan od mehanizama
povecanja tolerancije prema stresu jeste i aktivacija antioksidativnog sistema i

ekspresije odbrambenih gena (Bohnert i Shevela, 1998).
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Slika 1.5. Antioksidativni odbrambeni mehanizmi kod biljaka. SOD - superoksid
dismutaze, CAT - Kkatalaze, APX - askorbat peroksidaze, MDHAR -
monodehidroaskorbat reduktaze, DHAR - dehidroaskorbat reduktaze, GR - glutation
reduktaze, AA — askorbinska kiselina, DHA — dehidroaskorbat, GSH — redukovani
glutation, GSSG - oksidovani glutation, MDHA — monodehidro askorbat, NADPH —
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Modifikovano prema Gill i Tuteja, 2010).

Superoksid dismutaze (SOD) su metaloproteini koji predstavljaju prvu liniju
odbrane biljke od toksi¢nog efekta povisenih nivoa ROS i najefikasniji enzimatski
antioksidans koji uklanja O™ prevodeéi ga u H,O2: 2 Oz + 2H" — H,0, + O,. (Gill i
Tuteja, 2010). Proces dismutacije se zasniva na istovremenoj oksidaciji jednog radikala
I redukciji drugog (Michalski, 1996). Nastali H,O, se zatim uklanja delovanjem katalaza
(CAT) i peroksidaza (APX — askorbat peroksidaza i GSX — glutation peroksidaza). Za
razliku od katalaza, koje direktno katalizuju razgradnju vodonik peroksida do vode i
kiseonika: 2H,0, — 2H,O + O,, APX i GSX za uklanjanje peroksida katalizuju
oksidaciju supstrata (askorbata 1 glutationa), pri ¢emu se on prevodi u oksidovani oblik
uz oslobadanje vode: H,O, + 2 GSH —2H,0 + GSSG (Slika 1.5). Askorbat peroksidaza
ucestvuje u brzom uklanjanju H,O, na mestu njegovog nastanka (Slika 1.5) i ima znatno
ve¢i afinitet prema H,O, od katalaze, ali u slucaju kada je redukcija kiseonika
ograniena, aktivnost APX je znac¢ajno smanjena (Asada, 2006).

Ravnoteza izmedu aktivnosti SOD s jedne strane i APX ili CAT s druge strane
je klju¢na za odrzavanje stabilnog nivoa superoksidnog radikala i vodonik peroksida

unutar ¢elija (Bowler 1 sar., 1991). Ova ravnoteza je bitna za spreCavanje stvaranja
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visoko toksi¢nog hidroksil radikala kroz Haber-Weiss-ovu ili Fentonovu reakciju
(Asada i Takahashi, 1987) (Slika 1.5). Razli¢iti afiniteti APX i CAT za H,0, ukazuju da
pripadaju razli¢itim klasama enzima: APX je prisutna u skoro svim ¢elijskim delovima,
ima visok afinitet prema H,O; i odgovorna je za finu modulaciju ROS tokom ¢elijske
signalalizacije, dok su CAT prisutne samo u peroksizomima i uéestvuju u uklanjanju
viska ROS tokom stresa (Willekens i sar., 1997). Pokazano je da oksidativni stres
dovodi do proliferacije peroksizoma (Lopez-Huertas i sar., 2000).

Antioksidansi, kao $to su askorbinska kiselina i glutation, koji su pronadeni u
visokim koncentracijama u hloroplastima i drugim ¢elijskim kompartmentima, takode
imaju ulogu u odbrani biljaka od oksidativnog stresa (Noctor i Foyer, 1998). Odrzavanje
visokog odnosa redukovane u odnosu na oksidovanu formu askorbinske kiseline i
glutationa je klju¢no za adekvatnu razgradnju ROS u ¢elijama. Ovaj odnos se odrzava
pomocu glutation reduktaze (GR), monodehidroaskorbatske reduktaze (MDHAR) i
dehidroaskorbat reduktaze (DHAR) koris¢enjem NADPH kao izvora energije za
redukciju (Noctor 1 Foyer, 1998; Asada, 1999) (Slika 1.5). Takode je pokazano i da
odnos redukovanih i oksidativnih formi razli€itih antioksidanata moze sluziti kao signal
za modulaciju mehanizama za razgradnju ROS (Karpinski i sar., 1997).

Procesi razgradnje ROS su prisutni u svim ¢elijskim delovima, ali su hloroplasti,
mitohondrije i peroksizomi glavne organele u kojima se nalaze antioksidativni sistemi
biljne celije. U tilakoidima hloroplasta, superoksidni anjon radikal (O,*) i vodonik
peroksid (H,O;) se uklanjaju u ciklusu voda—voda (Asada, 1999). ROS forme koje
napustaju tilakoide 1/ili nastaju u stromi hloroplasta, uklanjaju se pomo¢u SOD, kao 1 u
askorbat—glutationskom ciklusu. ROS forme nastale u peroksizomima tokom
fotorespiracije, oksidacije masnih kiselina i1 u drugim reakcijama se uklanjaju pomocu
SOD, CAT i APX. SOD i komponente askorbat—glutationskog ciklusa su prisutne u
mitohondrijama, u kojima se nalaze i antioksidansi, kao $to su glutation i askorbinska

kiselina, koji Stite ¢eliju od oksidativnih o$te¢enja (Krasensky i Jonak, 2012).

1.2. MOLEKULARNI MEHANIZMI TOLERANCIJE

U odgovoru na abioticki stres, na molekularnom nivou, dolazi do transkripcione
aktivacije niza gena Cija ekspresija treba da obezbedi toleranciju na stres produkujuci

proteine od vitalnog znacaja i reguliSuéi ekspresiju nizvodnih gena (Kavar i sar., 2007).



Geni aktivirani stresom mogu biti klasifikovani u dve grupe (Bohnert i sar., 2001;
Fowler i Thomashow, 2002; Seki i sar., 2002). Prva grupa predstavlja funkcionalne
gene koji kodiraju proteine ¢ija je uloga u zastiti ¢elija od efekata stresa: antioksidativni
enzimi, enzimi koji u¢estvuju u biosintezi antioksidanata i osmolita, inhibitori proteaza i
proteini koji Stite makromolekule (osmotin, Saperoni, LEA proteini). Drugu grupu gena
¢ine regulatorni geni €iji produkti regulisu transdukciju signala i ekspresiju ostalih gena.
Tu pre svega spadaju transkripcioni faktori, proteinske kinaze, fosfataze i proteaze (Seki

i sar., 2003; Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

1.2.1. Mitogenom aktivirane protein-kinaze (MAPK)

Biljke su, radi prezivljavanja, razvile sisteme za brzu detekciju i prepoznavanje
promena u okruzenju i njihovo prevodenje u adaptivne/odbrambene odgovore. Nakon
detekcije i prepoznavanja stresa, odbrambeni mehanizmi biljaka (Andreasson i sar.,
2010) aktiviraju kompleksne odbrambene signalne kaskade koje variraju u zavisnosti od
tipa stresa (Chinnusamy i sar., 2004; Abou Qamar i sar., 2009). Kod svih eukariota,
MAP kinaze su visoko konzervirane i imaju kljuénu ulogu u transdukciji signala
ukljucenih u odgovore na stres, ali i regulaciju rasta, diferencijaciju, proliferaciju i
éelijsku smrt (Samajova i sar., 2013). MAPK ugestvuju i u ROS i ABA signalnim
putevima doprinoseci tako odbrani biljaka i aklimatizaciji prema obema vrstama stresa i
abioti¢kom i biotickom (Lu i sar., 2002; Miura i sar., 2014; Zhou i sar., 2014).

MAP kinaze deluju u okviru tzv. MAPK kaskada koje se sastoje od tri visoko
konzervirana enzimska modula: MAP kinaza kinaze kinaze (MAPKKK), MAP kinaza
kinaze (MAPKK) i MAP kinaze (MAPK), koje se aktiviraju reverzibilnom
fosforilacijom (Hirt, 2000).

MAPK signali mogu biti pokrenuti razli¢itim stimulusima kao $to su stres i
razvojni signali posredstvom RLK (eng. Receptor-Like protein Kinase), a putem
specificnih senzora aktiviraju MAPKKK koja aktivira slede¢u kinazu u nizu, MAPKK
fosforilacijom dva serinska/treoninska ostatka u okviru konzerviranog S/T-X35-S/T
motiva. MAPKK dalje fosforilacijom treoninskog i tirozinskog ostatka u okviru T-X-Y
motiva aktiviraju MAPK. Za aktivaciju MAP kinaza je neophodna fosforilacija oba
ostatka, i tirozina i treonina, pa stoga fosfataze koje odstranjuju fosfat sa bilo kojeg od
ova dva mesta je inaktiviraju (Hirt, 2000; Samajova, 2013) (Slika 1.6).
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Slika 1.6. Model subéelijske organizacije mitogenom aktiviranih protein-kinaza
(MAPK) i njihovih supstrata. MAPK su organizovane u proteinske komplekse, MAPK
module, u okviru kojih ih zajedno drzi “scaffold” protein. MAPK signali mogu biti
pokrenuti razli¢itim stimulusima kao §to su stres i razvojni signali posredstvom RLK
(eng. Receptor-Like protein Kinase). Tokom signalne transdukcije, MAPKKK aktivira
MAPKK fosforilacijom serinskih (S) ili treoninskih (T) ostataka, dok MAPK za
aktivaciju zahtevaju fosforilaciju i treoninskih (T) i tirozinskih (YY) ostataka. Aktivirane
MAPK se oslobadaju iz modula i deluju na razli€ite supstrate (transkripcione faktore,
enzime 1 proteine citoskeleta) koji se nalaze u razli¢itim celijskim delovima (jedru,
citoplazmi). (Modifikovano prema Samajova, 2013).

MAPK pripadaju familiji proteinskih serin treonin kinaza koje u zavisnosti od
fizioloskog ili biohemijskog stanja MAP kinaze deluju na razliite supstrate. Aktivirane
MAP kinaze se translociraju u jedro gde kroz regulaciju transkripcionih faktora i/ili
drugih proteina uklju¢enih u transkripciju menjaju ekspresiju gena, reprogramiraju
program razvoja i/ili dovode do odgovora na stres. MAP kinaze mogu delovati i na
proteine citoskeleta kao i na razli¢ite regulatorne proteine prisutne u citoplazmi (kinaze,

fosfataze i fosfolipaze) (Samajova, 2013) (Slika 1.6).
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Signalnim putevima mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) reguliSe se
aktivnost velikog broja transkripcionih faktora:

1. CBF/DREB1 proteini (eng. C-repeat Binding Factor/Dehydration Responsive
Element Binding proteins) su ¢lanovi AP2/EREBP (eng. APetala2/Ethylene-Responsive
Element Binding Protein) familije transkripcionih faktora. Povisena ekspresija ovih
transkripcionih faktora kod Arabidopsis-a pobolj$ava toleranciju prema susi, salinitetu i
niskim temperaturama, ukazujuci na taj na¢in da CBF/DREB1 proteini mogu aktivirati
set razli¢itih gena koji ucestvuju u odgovoru na stres (Liu i sar., 1998; Kasuga i sar.,
1999; Gilmour i sar., 2000, 2004). Biljke sa povisenom ekspresijom CBF/DREB1
akumuliraju veée koli¢ine prolina i solubilnih Seéera (glukoza, fruktoza, saharoza i
rafinoza) tokom rasta pod normalnim uslovima i tokom aklimatizacije na niske
temperature (Gilmour i sar., 2000, 2004; Cook i sar., 2004; Achard i sar., 2008).

2. HSF (eng. Heat Shock Transcription Factors) su transkripcioni faktori
kodirani od strane velike genske familije sa centralnom ulogom u odgovoru na toplotni
stres (von Koskull-Doring i sar., 2007). Kod Arabidopsis-a poviSena ekspresija HSFA2
vodi akumulaciji osmolita, galaktinola i rafinoze i povec¢ava toleranciju prema razli¢itim
vrstama stresa (Nishizawa i sar., 2006, 2008; Ogawa i sar., 2007).

3. NAC familija transkripcionih faktora, specificnih za biljke, predstavlja jednu
od najvecih u biljnom genomu, sa 106 ¢lanova kod A. thaliana i 149 kod pirin¢a (Gong
i sar., 2004; Xiong i sar., 2005). Transkripcioni faktori iz NAC familije su ukljuéeni u
procese razvoja, hormonsku regulaciju i odbranu od stresa (Olsen i sar., 2005; Lata i
sar., 2011). Pokazano je da povisena ekspresija OSNACS, koju indukuju osmotski stres i
ABA, dovodi do akumulacije veceg nivoa prolina i solubilnih SeCera 1 povecava
toleranciju prema niskim temperaturama, salinitetu i susi (Takasaki i sar., 2010; Song i
sar., 2011).

Analize MAPK kaskada kod Arabidopsis-a, Medicago sp. i duvana su ukazale
da komponente MAPK puta mogu funkcionisati u razli¢itim kombinacijama i imati
razli¢ite funkcije u zavisnosti od bioloskog konteksta (Moustafa i sar., 2014) (Slika 1.7).
U zavisnosti od stimulusa, odredena MAPKKK moze interagovati sa razli¢itim
MAPKK i na taj nacin aktivirati viSe razli¢itth MAPK (Cardinale i sar., 2002). S druge

strane, MAPK mogu interagovati sa nizom supstrata i na taj nacin pokrenuti razli¢ite
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¢elijske odgovore u zavisnosti od stimulusa. ldentifikovano je 48 potencijalnih supstrata
MPK3 i 39 supstrata MPKG6 kinaze Arabidopsis-a (Feilner i sar., 2005).

MAPKKK MAPKKK3 MAPKKKA MAPKKKS
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Slika 1.7. Hipoteticka MAP kinazna kaskada. Tackaste strelice ukazuju na potencijalne
interakcije izmedu MAP kinaza u odgovorima na abioti¢ki stres. Na osnovu profila
genske ekspresije, genske koregulacije i1 obrasca indukcije glavnim abioti¢kim
stresovima (susa, salinizacija, temperatura) moze biti ispitana i funkcija hipoteticke
MAP kinazne kaskade (crvene strelice) u toleranciji biljaka prema abiotiCkim
stresovima: MAPKKK6—-MKK9—MPK9/MPK17/MPK18 (Modifikovano prema
Moustafa i sar., 2014).

Specifi¢nost celijskog odgovora na odredene ekstracelularne signale, uprkos
¢injenici o0 uces¢u istin elemenata u razli¢itim signalnim putevima, obezbeduju
,scaffold“proteini tj. proteini koji imaju funkciju oranizatora i koji u zavisnosti od
specificnog ekstracelularnog signala organizuju grupu signalnih proteina u komplekse
unutar kojih se vrsi prenos signala. (Samajova, 2013) (Slika 1.6).

Kovtun i sar. (2000) su prvi utvrdili funkcionalno postojanje MAPK modula kod
biljaka. Oni su dokazali da ANP1 i NPK1, MAPKKK ortolozi iz Arapidopsis-a i
duvana, posreduju u H,O, transdukciji signala aktiviraju¢i dve Arabidopsis stres
MAPK, AtMPK3 i AtMPK®. Isti autori su pokazali i da konstitutivno aktivan ANP1
moze oponasati H,O, signal i u odsustvu osmotskog stresa. Interesantno je da iako
H.0,, niske temperature i apscisinska kiselina aktiviraju MAPK, AtMPK3, koekspresiju
ANP1 pojacava jedino efekat H,O,. Ovi podaci ukazuju da je AtMPK3 put aktiviran od
strane razli¢itth MAPKKK, a da je ANP1 kinaza uklju¢ena u signalni put oksidativnog

stresa.
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Aktivirana kaskada ima dvojnu funkciju u regulaciji genske ekspresije: aktivira
ekspresiju stres inducibilnih gena koji ucestvuju u odbrani i prilagodavanju biljaka i
inhibira auksin inducibilne promotore (GH3). Posto H,O, moze aktivirati ANP MAPK
kaskadu, Kovtun i sar. (2000) su pretpostavili da oksidativni stres moze blokirati
aktivnost GH3 promotora. Cinjenica da H,O, mozZe blokirati (zaustaviti) ¢elijski ciklus
(Reichheld i sar., 1999), dok ga auksin inicira (Walker i Estelle, 1998). MAPK kaskada
inhibira aktivnost auksina i ¢elijskog ciklusa i na taj nacin omogucuje prezivljavanje
biljaka (Kovtun i sar., 2000).

Kasnije geneticke studije su otkrile ulogu MKK7 kinaze Arabidopsis-a kao
negativnog regulatora polarnog auksinskog transporta (Dai i sar., 2006). MPK12 kinaza
Arabidopsis-a je takode identifikovana kao negativni regulator auksinskog signala (Lee
i sar., 2009) tako S§to je utvrdeno da transgene biljke sa redukovanom ekspresijom
MPK12 gena pokazuju pojacanu osetljivost na auksine.

Kod Arabidopsis-a je identifikovan signalni put, sastavljen od MEKK1, MKK2 i
MPK4/MPK®6, koji ucestvuje u odgovoru na povecéani salinitet i niske temperature
(Teige i sar., 2004). Pokazano je da i MKK4 Arabidopsis-a posreduje u odgovorima na
osmotski stres posredstvom MPK3 (Kim i sar., 2011). Nova MAPKKK, oznacena kao
MKKK20, je identifikovana kao potencijalni regulator osmotskog stresa kod
Arabidopsis-a kroz aktivaciju MPK6 (Kim i sar., 2012). Transgene biljke sa pove¢anom
ekspresijom MKKK20 pokazuju povecanu toleranciju prema osmotskom stresu
izazvanog NacCl ili manitolom, §to ukazuje na znacajnu ulogu MKKK20 u osmotskom
prilagodavanju i toleranciji prema stresu (Kim i sar., 2012). Interesantno je da u
uslovima osmotskog stresa, MPK20 Arabidopsis-a se indukuje po istom obrascu kao i
prolin dehidrogenaza (ProDH) (Moustafa i sar., 2008), sto ukazuje na to da MPK20 i
ProDH interaguju medusobno i da su deo funkcionalnog hipoosmotskog signalnog puta.

Novija istrazivanja su ukazala na pozitivnu ulogu MAPK signala u stres
indukovanoj akumulaciji prolina (Kong i sar., 2011a; Zhang i sar., 2011). Pod uticajem
uslova sredine brzo se menja i metabolizam ugljenih hidrata. OsCIPK03, OsCIPK12
pirinca i MAPKK kukuruza ZmMKK4, koje podsticu akumulaciju prolina u uslovima
stresa takode stimuliSu stresom indukovano poveéanje sadrzaja Secera (Xiang i sar.,

2007; Kong i sar., 2011a).
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Kong i sar. (2011b) su izolovali MAPKK kukuruza (ZmMKKA4) i pokazali da je
ekspresija ove kinaze modulisana povec¢anim salinitetom. Prekomerna ekspresija
ZmMMKK4 kod transgenih biljaka duvana rezultirala je pojaCanom osmotskom
regulacijom.

Na ulogu u regulaciji ¢elijske deobe ukazuje razli¢ita ekspresija MAP kinaza
lucerke i duvana u zavisnosti od faze ¢elijskog ciklusa (Calderini i sar., 1998; Bogre i
sar., 1999; Nishihama i sar., 2001; Soyano i sar., 2003). Kod Arabidopsis-a MAPKKK
oznacene kao ANP2/3 ucestvuju u poslednjoj fazi ¢elijske deobe, citokinezi (Beck i sar.,
2011; Kosetsu i sar., 2010). Takode su identifikovane i okarakterisane MAPK koje
interaguju sa proteinima mikrotubula citoskeleta (Nishihama i sar., 2002; Sasabe i sar.,
2006; Smertenko i sar., 2006; Takahashi i sar., 2010). Sta vise, neke MAPK kao $to su
MPK18, MPK6 1 MPK4 reguliSu i interaguju sa kortikalnim mikrotubulama i tako
ucestvuju u odredivanju oblika ¢elije (Walia i sar., 2009; Beck i sar., 2010; Miiller i sar.,
2010). MPK®6 Arabidopsis-a je uklju¢ena i u regulaciju polarnosti ¢elijske deobe tokom
postembrionalnog razvoja korena klijanca (Mduller i sar., 2010), kao i u regulaciju
razvoja antera (Bush i Krysan, 2007).

Razvoj stoma je dobar primer razvojnog regulatornog procesa kontrolisanog
putem MAPK kaskada (Xu i Zhang, 2015) (Slika 1.8). Kod Arabidopsis-a ova kaskada
se sastoji od YODA, MKK4/MKKS5 i MPK3/MPK6 (Bergmann i sar., 2004; Wang i
sar., 2007; Lampard i sar., 2009). YODA (MAPKKK) regulise asimetri¢nu celijsku
deobu i ima ulogu u ranoj embriogenezi i formiranju stoma (Bergmann i sar., 2004;
Lukowitz i sar., 2004), dok nizvodne komponente ove kaskade imaju ulogu u regulaciji
funkcionisanja (otvaranje/zatvaranje) stoma (Wang i sar., 2007; Lampard i sar., 2008).
Regulacija otvaranja stoma od strane MPK3 je znacajan odbrambeni mehanizam koji
efikasno sprecava bakterijsku invaziju kroz stome (Gudesblat i sar., 2007). Zigoti,
homozigotni za mpk3 mpk6é mutacije, imaju abnormalne prve ¢elijske deobe, fenotip
slican yda mutantima, §to ukazuje na to da MPK3/MPK6 mogu ucestvovati nizvodno od

YDA u embriogenezi (Wang i sar., 2007).
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Slika 1.8. Sema funkcionisanja Arabidopsis mitogenom aktivirajuéih protein-kinaza
(MAPK) MPK3, MPK6 i MPK4 u razli¢itim procesima rasta i razvoja biljaka. U levoj
koloni je prikazan tipican MAPK signalni put nizvodno od receptora/senzora. Nakon
aktivacije tkivno/Celijsko specificnog signalnog molekula, receptoru sli¢ne protein-
kinaze (RLK — eng. Receptor-Like protein Kinase) aktiviraju MAPK kaskade, direktno
ili posredstvom medijatora. Aktivirane MAPK fosforiliSu svoje supstrate, Sto vodi
tkivno specifi¢noj ¢elijskoj deobi ili diferencijaciji reguliSuci tako rast i razvoj. Strelice
sa punim linijama pokazuju interakcije koje su potvrdene genetickim i/ili biohemijskim
dokazima. Komponente specifi¢cnog funkcionalnog puta su povezane strelicama iste
boje. Znak pitanja (?) ukazuje na neidentifikovane signalne komponente, usled kojih

jedna strelica moze predstavljati i viSestruke korake (Modifikovano prema Xu i Zhang,
2015).

Pored embriogeneze, MAPK takode ucestvuju i u drugim fazama reprodukcije
biljaka (Xu i Zhang, 2015) (Slika 1.8), ukljucujuéi razvoj antera (Bush i Krysan, 2007;
Hord i sar., 2008), ovula (Wang i sar., 2008), polena (Chaiwongsar i sar., 2006; Zeng i
sar., 2011; Guan i sar., 2014) i semena (Duan i sar., 2014; Lépez-Bucio i sar., 2014).

1.2.2. Nicotiana protein-kinaza 1 (NPK1)

Gen za Nicotiana protein-kinazu 1 (NPK1), originalno pronaden u biljkama
duvana, kodira jednog od ¢lanova MAPKKK familije proteina. Kataliti¢ki domen NPK1

specifi¢no aktivira transdukciju signala kod kvasaca, ukazujuéi da je kataliticka fukcija
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NPK1 konzervirana izmedu razli¢itih organizama (Banno i sar., 1993). Na ulogu NPK1
u deobi ¢elija je ukazala ¢injenica da se NPK1 kod duvana eksprimira u ¢elijama koje se
dele, ali ne i u zrelom tkivu (Nakashima i sar., 1998). Takode ekspresija NPK1 je
najvec¢a tokom mitoticke faze celijskog ciklusa kada je nivo fosforilisanog, aktivnog
NPKZ1 proteina najveé¢i (Machida i sar., 1998; Nishihama i sar., 2001).

MAPK kaskada, koja se sastoji od NPK1 — NQKI — NRKI ima klju¢nu
ulogu u citokinezi Nicotiana tabacum (Nishihama i sar., 2001; Jin i sar., 2002; Soyano i
sar., 2003). NPK1 se aktivira od strane NACK1/NACK2, dva kinezinusli¢na proteina
izolovana iz kvasca, koji ne samo $to aktiviraju NPK1 u ¢elijama kvasca veé pokazuju i
sli¢ni transkripcioni obrazac u ¢elijama duvana kao i NPK1. NACK1/NACK2 i NPK1
su lokalizovani u centralnom regionu mitoti¢kog vretena, $to ukazuje na njihovu ulogu
u formiranju éelijske (mitoti¢ke) ploce (Machida i sar., 1998; Nishihama i sar., 2002)

Pokazano je da povecana ekspresija kinaznog domena NPK1 duvana
(konstitutivno aktivna NPK1 — caNPKZ1) doprinosi toleranciji prema razli¢itim stresnim
uslovima sredine (Kovtun i sar., 2000). Kovtun i sar. (2000) su pokazali da
transformisane biljke duvana u kojima se eksprimira caNPK1 prezivljavaju povisenu
temperaturu (48°C) koja izaziva 100% smrtnost netransformisanih biljaka, da se
oporavljaju i rastu brze nakon izlaganja niskim temperaturama (mrazu) i da imaju ve¢u
stopu prezivljavanja nakon prenosenja na podloge sa povecanim sadrzajem soli (300
mM NaCl). Interesantno je da caNPK1 kod kukuruza moze oponasati dejstvo HyO; i
indukovati GST6 i HSP18.2 promotore i u odsustvu stresa (Kovtun i sar., 1998). GTS i
HSP kodiraju konjuguju¢e enzime 1 molekule Saperona koji imaju znacajnu ulogu u
detoksikaciji 1 stabilizaciji oStecenih proteina i na taj nacin ucestvuju u oporavku celije
od stresa (Schoffl i sar., 1998; Marrs, 1996; Morimoto i Santoro, 1998). Ove
transformisane biljke su takode pokazale i povecanu toleranciju prema susi, §to moze
ukazati na povezanost sa potencijalnim zaStitnim mehanizmima za ocuvanje
fotosintetskog aparata od dehidratacije (Shou i sar, 2004b). Kovtun i sar. (2000) su
ispitivanjem nekoliko transgenih linija duvana, koje eksprimiraju razli¢it nivo caNPK1,
pokazali da je stepen tolerancije prema stresu proporcionalan nivou ekspresije.

U skladu s tim, nizak nivo konstitutivne ekspresije NPK1 kod kukuruza doveo je
do povecane tolerancije transformisanih biljaka prema izmrzavanju (Shou i sar., 2004a).

Dodatno, kukuruz u kome se eksprimira caNPK1, nakon izlaganja niskim
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temperaturama (-5°C) prezivljavao je i do 3 sata duze u odnosu na netransformisane
biljke i bio je sposoban da izdrzi temperature ispod tacke mrznjenja za 1-2 stepena nize
nego netransformisane u graduiranom testu mrznjenja (Shou i sar., 2004a). U odsustvu
stresa transformisane biljke pokazivale su povecanu ekspresiju stres povezanih gena,
slicnu kao u uslovima kratkotrajnog izlaganja niskim temperaturama (Shou i sar.,
2004a). caNPK1 transformisane biljke nakon izlaganja temperaturi od 4°C u trajanju od
48h pokazivale su visi nivo DREB1, EREBP, GPX2, HSP101, Jasmonic acid-inducible
proteina, P5CS, piruvat dekarboksilaze, CCR4-pridruzenog faktora, GST1, HSP83 i
prolin transporter gena u poredenju sa njihovim null segregantima. Zanimljivo je da je
nivo GST, HSP17.8 i PR1 iRNK bio znafajno uveéan u odnosu na nivo u
netransformisanim biljkama u odsustvu stresa (Shou i sar., 2004a).

Takode je pokazana i pozitivna korelacija izmedu tolerancije prema niskim
temperaturama i sadrzaja solubilnih Secera (glukoze, fruktoze) (Gilmour i sar., 2000;
Pontis, 1989), koji funkcioniSu kao osmoliti i1 §tite ¢eliju od dehidratacije izazvane
niskom temperaturom (Xin i Browse, 2000).

Mada caNPKZ1 inhibira transkripciju nekoliko auksin inducibilnih gena, to ne
uti¢e na razvoj vegetativnih organa kod transgenih biljaka duvana (Kovtun i sar., 2000).
U veetativnoj fazi razvica se kod transgenih biljaka postize nivo ekspresije isuvise nizak
da bi izazvao abnormalni fenotip vegetativnih tkiva. Ipak prekomerna ekspresija NPK1
kinaznog domena (caNPK1) kod duvana vodi linijama koje mogu proizvesti semena sa
malom klijavo$¢u usled defekta u embrionalnom razviu i1 razvoju endosperma,
potencijalno zbog smanjene auksin senzitivne ekspresije (Kovtun i sar., 1998). Cini se
da ektopicna ekspresija NPK1 moze dovesti do akumulacije razlic¢itih nivoa NPKI
proteina 1 imati razliite efekte u zavisnosti od tipa ¢elije i stupnja razvica. Odsustvo
negativnih efekata na rast u postembrionalnom razvoju ukazuje da se kod NPK1
transgenih biljaka postize nivo ekspresije koji je vise koristan nego Stetan u
vegetativnom tkivu. Ovo je velika prednost u odnosu na pojacanu ekspresiju gena za
transkripcione faktore ili gena koji kodiraju antioksidativne enzime. a koja utice na

normalan rast i razvoj biljke (Jaglo-Ottosen i sar., 1998; Liu i sar., 1998).
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1.3. GENETICKA TRANSFORMACIJA U CILJU POVECANJA TOLERANCLJE
BILJAKA NA ABIOTICKI STRES

Za reSavanje problema slanih zemljiSta postoje dva pristupa: tehnoloski
(desalinizacija) 1 bioloski (proizvodnja tolerantih biljaka). S obzirom da su procesi
desalinizacije skupi i da dovode do naruSavanja Zivotne sredine, mnogi istrazivacki
programi su orjentisani ka bioloSkim pristupima. Uzimaju¢i u obzir Sirok spektar
pokretaca i fizioloSkih odgovora MAPK kaskade se smatraju znacajnim regulatorima
genske ekspresije, odbrambenih odgovora, celijske deobe i razvica. Stoga su, kako
supstrati ovih kaskada (npr. transkripcioni faktori), tako i same komponente kaskada
znacajni targeti (ciljni molekuli) za biotehnoloske pristupe.

Mnoge transformisane biljke sa poveéanom tolerancijom prema stresu dobijene
su inkorporacijom komponenti MAPK kaskada. Ektopi¢na ekspresija protein-kinaze
duvana (MAPKKK/NPK1) kod kukuruza vodi aktivaciji oksidativnog signala
povecavajudi toleranciju prema poviSenom salinitetu, visokim i niskim temperaturama
(Shou i sar., 2004a). MAPKK kukuruza, ZmMKK4, kada je pojacano ekspremirana kod
Arabidopsis-a doprinosi toleranciji prema poveéanom salinitetu i susi (Kong i sar.,
2011a). Zhang i sar. (2011) su pokazali da je MAPK pamuka GhMPK2 indukovana
povisenim salinitetom, abscisinskom kiselinom (ABA) i susom. Njegova pojacana
ekspresija kod duvana vodi toleranciji prema pove¢anom salinitetu i susi.

Znanje o aktivacionim mehanizmima protein-kinaza je kljuéno za strategiju
koriS¢enja ovih gena u metodama genetickog inzenjerstva. Povecana ekspresija MKK?2,
koja moze uticati i na MPK4 i na MPK6, nema znacajnijeg efekta na toleranciju prema
stresu, dok ekspresija konstitutivno aktivne forme MKK2, dobijene delecijom
regulatornog domena koji se normalno fosforilisSe od strane uzvodnog regulatora
MEKK1, rezultira ekspresijom nekoliko stres inducibilnih gena i takve transformisane
biljke pokazuju povecanu toleranciju prema niskim temperaturama i salinitetu (Teige i
sar., 2004).

Konstitutivno aktivan ANP1 (caANP1) indukuje aktivnost AtMPK3 i AtMPK6
koje ucestvuju u transdukciji signala kod odgovora na stres i patogene (Machida i sar.,
1997; Mizoguchi i sar., 1997; Zhang i Klessig, 1997; Jonak i sar, 1999). Kovtun i sar.
(2000) su pokazali da nekoliko razli¢itih vrsta stresa aktivira AtMPK3, a da H,0,
takode aktivira 1 AtMPK6. Medutim kada se ektopi¢no eksprimira ceo ANP1 protein,
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jedino H,O, mozZe naknadno da pojaca aktivnost AtMPK3, specifi¢no indukujuci
aktivnost celog ANP1 proteina do nivoa konstitutivno aktivnog ANPL. Indukcija
AtMPK3 drugim stimulusima se verovatno deSava putem koji ne podrazumeva ANP1

(Kovtun i sar., 2000).

1.4. POVRTARSKE KUPUSNJACE (Brassica oleracea L.)

Vrsta Brassica oleracea pripada familiji Brassicacea i obuhvata niz gajenih

povrtarskih kultura kao $to su kupus, karfiol, kelj, brokoli, keleraba.

Klasifikacija: Carstvo Plantae

Razdeo Magnoliophyta
Klasa Magnoliopsida

Podklasa Dilleniidae

Red Capparales

Familija Brassicaceae
Rod Brassica L.
Vrsta Brassica oleracea L.

Zbog povoljnih nutritivnih karakterstika i1 benefita po ljudsko zdravlje
povrtarske kupusnjace se sve intenzivnije gaje u svetu. Po povrSinama na kojima se gaji
povrée u Srbiji, kupusnom povréu koje zauzima povrSinu od oko 27000 ha godiSnje

pripada jedno od prvih mesta.

Vrsta Brassica oleracea L. odlikuje se raznovrsno$¢u varijeteta:

1. Brassica oleracea L. var. capitata forma alba i rubra — glavicasti kupus beli i
crveni

2. Brassica oleracea L. var. botrytis — karfiol

3. Brassica oleracea L. var. sabauda — kelj

4. Brassica oleracea L. var. italica — brokoli

5. Brassica oleracea L. var. gemmifera DC. — kelj pupcar

6. Brassica oleracea L. var. gongylodes — keleraba

7. Brassica oleracea L. var. acephala DC. — lisnati kupus, rastan
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Kupusnjace (lisnati kelj, glavicasti kupus, kelj, karfiol, brokoli, kelj pupcar)
potiCu iz oblasti Mediterana i vode poreklo od divljeg kupusa Brassica silvestris, s
brojnim sekundarnim centrima porekla po celoj Evropi. Tercijalni centar porekla
obuhvata delove Azije (Kinu, Japan i Koreju) odakle poticu tropski tipovi Kupusa
(pekinski 1 kineski kupus).

Divlji rodocelnici kupusnjaca se i danas mogu sresti na obalama Sredozemnog,
Jadranskog i Egejskog mora, kao i na Atlantskoj obali Francuske, jugozapadne
Engleske, Irske i na obalama Severnog mora.

Zajednicko za sve kupusnjace jeste da spadaju u dvogodisnje kulture kod kojih
se u prvoj godini formira lisna rozeta ili glavica, a u drugoj cvetonosno stablo koje
donosi plod i seme (Kruzilin i Svedskaja, 1966).

Kupusnjace spadaju medu najstarije koriS¢eno povrée. Zapisi o kupusu su
veoma stari. Smatra se da je u ishrani jo§ od perioda izmedu 2000-2500 god. pre nove
ere (Chiang 1 sar., 1993). Na Britanskim ostrvima prvu koris¢enu formu kupusnjaca
raSirili su Kelti oko Cetvrtog veka p.n.e. Stari Kelti su kupus zvali Bresic, pa se Smatra
da otuda potice i ime roda Brassica, kao i ime familije Brassicaceae (Basset, 1986).

Dolaskom na Balkansko poluostrvo u 6. 1 7. veku, juZzni Sloveni su zatekli
pojedine forme kupusnjaca na novim teritorijama, prihvatali su ih 1 nastavili da gaje, pa
samim tim i dalje oplemenjivali. Francuski istraziva¢ Zak Kartije je 1541. godine u
Kanadi prvi posejao seme kupusa doneto iz Evrope. Tokom kolonizacije Severne
Amerike, kolonisti iz Severne Evrope, gde je kupus bio uobicajeno povrée, preneli su ga
I nastavili da ga gaje. Kupus su prihvatili i Indijanci i poceli da ga gaje u 18. veku.
(Basset, 1986).

Ljudi su tokom hiljada godina birali i gajili biljke koje su imale najpozeljnije
osobine i tako su se izdiferencirali razliCiti varijeteti unutar jedne vrste (Brassica
oleracea L.) (Slika 1.9). Najstarije forme nisu imale glavicu i po izgledu podsecale su
na danasnje rastane (Brassica oleracea L. var. acephala DC). Diferencijacijom oblika
stabla i listova nastao je prvo lisnati kupus (kelj), a daljom diferencijacijom (tokom

stotina generacija) i ostale kupusnjace (Slika 1.9).
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Divlja biljka
B. oleracea

Varijetet Keleraba Rastan Brokoli Kelj pupcar Kupus Karfiol

Modifikovano  Stablo  Listovi Cvetni pupoljci Boc¢ni Vrsni Cvetni
svojstvo i stablo pupoljci pupoljak pupoljci

Slika 1.9. Diferencijacija razli¢itih varijeteta unutar vrste B. oleracea L. (Slika preuzeta
sa sajta https://sites.google.com/site/selectivebreedingofplants/).

U ishrani se koriste razli¢iti delovi biljke, list kod kupusa, zadebljalo stablo kod
kelerabe, nerazvijena cvast kod karfiola i brokolija. Kupusnjace se odlikuju visokom
hranljivom vrednos¢éu 1 lekovitim svojstvima. Sve kupusnjaée imaju malu
kalorijsku/energetsku vrednost i visok sadrzaj vitamina (C, A, B, PP, K), mineralnih
materija (kalijum, sumpor, fosfor, kalcijum, gvozde, jod, magnezijum), proteina,
ugljenih hidrata i masti (Lorenz i Maynard, 1988; Rubatzky i Yamaguchi, 1997).
LVitamin U (S-metilmetionin), koji se naziva jo§ i brasicin, a koji je prvi put
identifikovan kod kupusa (Cheney, 1950), sprecava pojavu Cira na zelucu. Proteini
kupusa su lako svarljivi i veoma kvalitetni. Bogati su esencijalnim amino kiselinama
kao §to su arginin, histidin, metioin, triptofan, lizin i dr. Lipotrofni faktori kupusa —
metionin, holin 1 betain pomazu rad jetre izvlace¢i iz nje masti, pomazuéi ujedno
njihovu razgradnju i kori§c¢enje. Eteri¢na ulja imaju blago baktericidno dejstvo. Brassica
povrée ima antiinflamatorna i antioksidativna svojstva (Singh i sar., 2006), a usled
prisustva odredenih fitohemikalija koje pojacavaju dejstvo antioksidativnih enzima
imaju i ulogu u spre¢avanju formiranja tumora (Keck i Finley, 2004; Sarikamis i sar.,
2009). Postoje jasni pokazatelji da glufosinolati kupusnjaca blokiraju nastanak tumora i
zaustavljaju njegov rast apoptozom (Mithen i sar., 2000). Singh i sar. (2006) su pronasli
niz razli€itih antioksidativnih jedinjenja kod 18 varijeteta kupusa (askorbinska kiselina,

lutein, B-karoten, tokoferol).
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1.4.1. Karfiol (Brassica oleracea L. var. botrytis)

Kod karfiola jestivi delovi su cvasti tzv. ruze. Ruzu Cine cvetne grane Cije su
drske skra¢ene i medusobno zbijene. Faza cvetanja zapoCinje time Sto tkivo ruze
razrasta, cvetne grane se izduzuju i formiraju se cvetovi (MacGillivray, 1961). Najcesce
je bele boje, ali moze biti i narandzaste, zelene i ljubiCaste boje. Narandzasti karfiol
sadrzi 25% viSe vitamina A u odnosu na beli, dok je ljubicasti bogat antocijaninima.

Od svih kupusnjaca najteze je proizvesti karfiol, koji je kao biljka vlaznog,
umerenog klimatskog podrucja osetljiva na faktore izazvane promenom klime.
Optimalna temperatura za dobijanje kvalitetnih ruza karfiola je izmedu 14-18°C, dok je
optimalna relativna vlaznost vazduha oko 85%. Karfiol je osetljiv prema susi u svim
fazama razvoja, tako da su rast i prinos ove kulture znatno umanjeni u uslovima vodnog
deficita (Jaleel i sar., 2009). Stoga je, za uspeSan razvoj i rast karfiola neophodno
obezbediti stalno prisustvo vlage u zemljistu, jer im je korenov sistem plitak i razgranat
u povrsinskom sloju. Intenzivni rezim navodnjavanja pri proizvodnji karfiola za logi¢nu
posledicu ima znacajno povecanje saliniteta (zaslanjenosti) zemljiSta. O njegovoj
toleranciji prema povecanom salinitetu nema puno podataka u literaturi, izuzev jednog
ranog rada prema kome on spada u grupu umereno tolerantnih kupusnjaca (Bernstein,
1959).

Jedan od faktora biotickog stresa, Koji utiCe na uspeSan rast biljaka i na
smanjenje prinosa kod brojnih Kkultura, pa i kupusnjaca, jesu korovi. Izmedu gajenih
biljaka i korova se javlja kompeticija za vodu, svetlost, prostor i hranljive materije. Kod
karfiola kontrola korova je posebno bitna u prve 3-4 nedelje po iznosenju na polje
(Weaver, 1984), dok su starije biljke uspesnije u kompeticiji s korovima, a dodatno,
svojim listovima osencavaju zemljiSte ¢ime spreCavaju isklijavanje semena korova
(Dimson, 2001). Nekontrolisani korov, u pocetnom periodu rasta zasada karfiola, moze
kasnije redukovati prinose od 37-59% (Govindra i sar., 1983), a ukoliko se kontrola
korova ne vrsi tokom Citave sezone rasta moze do¢i do smanjenja prinosa ove kulture i
do 76% (Qasem, 2007).

Preko 22 miliona tona karfiola i brokolija je proizvedeno u svetu tokom 2013.
godine (FAOSTAT, 2015). Vode¢i proizvodaci su zemlje Azije koje proizvode 81,1%
ukupne svetske proizvodnje, a nakon njih su zemlje Evrope sa u¢e$¢em u proizvodnji od

11,7%.
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1.5. OPLEMENJIVANJE VRSTE B. oleracea L.

1.5.1. Klasi¢ne metode oplemenjivanja

PoboljSanje agronomskih i1 hranljivih osobina postoje¢ih genotipova kupusnjaca
uglavnom se postizalo metodama klasi¢nog oplemenjivanja. Ovaj proces je otezan zbog
dvogodisnjeg ciklusa biljaka, sporofitne inkompatibilnosti i potrebom za prostornom
izolacijom.

Brassica vrste su ksenogamne, entomofilne vrste. Mehanizmi stranooplodnje
ksenogamije kod kupusa baziraju se na razvijenoj sporofitnoj inkompatibilnosti, koja je
pod kontrolom jednog lokusa oznacenog kao S gen. Do sada je determinisano preko 50
alela S gena (S1, Sz, Ss,.....Ssp...) koji determini$u inkompatibilnost kod kupusnjaca.
Ukoliko polen i stigma imaju iste gene inkompatibilnosti specificni enzimi ne
dozvoljavaju klijanje polenove cevi kroz stilus, ve¢ se prosto polen odbacuje i uniStava.
Zbog ksenogamnosti vrste, biljke su najcesce heterozigoti za S gen (S1S3, S2S3, S3Ss).
Heterozigotni genotipovi komplikuju proces inkompatibilnosti, jer je proces
inkompatibilnosti polena viSe odreden u sporofitnoj nego u gametofitnoj generaciji. U
gametofitnoj generaciji, u procesu mejoze kod heterozigota S;S,, formiraju se polenova
zrna sa Sy ili Sy alelom u proporciji 1:1 i u zavisnosti od toga da li Zenski cvet sadrzi ili
ne ove alele ukrStanje ¢e biti kompatibilno 1 obratno (Allard, 1999). Za razliku od
gametofitne, koja uzima u obzir samo gamete, sporofitna generacija sagledava roditelje
kao heterozigote. Ukoliko roditelji imaju zajedni¢ke alele gena inkompatibilnosti
polinacija moze biti i kompatibilna i inkompatibilna (Chiang i sar., 1993), u zavisnosti
od interakcije samih alela (dominantna, kodominantna) §to dodatno komplikuje proces
oplemenjivanja.

U procesu stvaranja novih sorti i hibrida kupusnjaca potrebno je u ukrStanjima,
sa jedne strane prevazi¢i probleme autoinkompatibilnosti pri stvaranju inbred linija
(potrebno je najmanje sedam generacija inbridinga da bi se dobila homozigotna linija) i
sa druge strane iskoristiti prednosti dobijenih linija, homozigotnih za S alele. Primenom
konvencionalnog oplemenjivanja kod Brassica potrebno je od 8 do 10 generacija za

dobijanje nove sorte (Dickson i Wallace, 1986).
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1.5.2. Moderne metode oplemenjivanja

U pokusaju da se prevazidu ogranicenja u procesu oplemenjivanja kupusnjaca,
mnogi istrazivac¢i kombinuju klasi¢ne pristupe sa biotehnoloskim. Preduslov za efikasnu
primenu 1 iskoriS¢enje mnogih biotehnoloSkih metoda jeste uspostavljanje efikasnog
sistema za regeneraciju in vitro. Razvoj in vitro sistema za regeneraciju omogucéava
selekciju linija otpornih/tolerantnih prema razli¢itim stresovima, proizvodnju vesStackog
semena i geneticku transformaciju.

Kvantitativno 1 kvalitativno poboljSanje karfiola je postignuto kako klasi¢nim,
tako i biotehnoloskim metodama (Bhalla i Smith, 1998; Newell i Burke, 2000;
Chrispeels i1 Sadava, 2003). Kultura biljnih tkiva predstavlja noviji pristup za
poboljsanje tolernacije genotipova prema susi, poveCanom salinitetu i ekstremnoj
temperaturi 1 omogucava maksimalno iskoriS¢enje genetickih potencijala postignutih
procesom klasi¢nog oplemenjivanja (Krasensky i Jonak, 2012). Poboljsana tolerancija
prema poviSenom salinitetu je postignuta izazivanjem mutacija kod biljaka karfiola in
vitro, ali je naslednost ovako stecene osobine bila mala (Fuller i sar., 2006). Za stabilnu
integraciju i naslednost gena za razvijanje Zzeljenih karakteristika i tolerantnost na
faktore abiotickog i biotickog stresa bolji pristup predstavlja proces geneticke

transformacije.

1.5.2.1. Regeneracija biljaka roda Brassica putem organogeneze i somatske

embriogeneze

Kultura in vitro je tehnika gajenja celija, tkiva ili organa, u kontrolisanim i
sterilnim uslovima na vesStackoj hranljivoj podlozi definisanog sastava. Prednosti
kulture biljnih tkiva i organa kao eksperimentalnog model sistema u odnosu na gajenje
biljaka ex vitro, je mogucénost gajenja biljaka u kontrolisanim uslovima, eliminaciju
patogena, morfolosku, fiziolosku i geneticku uniformnost biljnog materijala, brzo
umnozavanje biljaka tokom cele godine kao i uvodenje novih genetickih svojstava.
Prema dosadasnjim saznanjima, regeneracija biljka in vitro odvija se na tri nacina:
mikropropagacijom (razmnoZavanjem aksilarnih izdanaka), organogenezom (de novo
formiranje adventivnih organa) i somatskom embriogenezom (indukcija somatske ¢elije
da se razvija u bipolarnu strukturu, tzv. somatski embrion, koji formira apikalni

meristem izdanka i korena i samim tim podseca na zigotski embrion).
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Organogeneza je de novo formiranje adventivnih organa. Po nadinu postanka
organogeneza moze biti direktna i indirektna. Kod direktne organogeneze zaceci novih
organa obrazuju se od celija trajnih tkiva koje se dediferenciraju i organizuju kao
meristemi. Kod indirektne organogeneze, dediferencirane celije se prvo dele obrazujuci
kalus, a zatim lokalizovani meristemski centri sticu strukturu apikalnog meristema.
Regulatori rastenja koji uti¢u na organogenezu su auksini i citokinini u odredenom
odnosu.

Protokoli za regeneraciju putem organogeneze razvijeni su kod brojnih vrsta
roda Brassica (Cardoza i Stewart, 2004). Intenzivnije proucavanje regeneracije
pupoljaka i formiranje kulture izdanaka kod Brassica datira jo$ od sredine sedamdesetih
godina (Bajaj i Nietsch, 1975; Anderson i Carsten, 1977; Kuo i Tsay, 1977). Na
regeneraciju pupoljaka uticu tip eksplantata, genotip i sastav hranljive podloge (Khehra
i Mathias, 1992; Ovesnd i sar., 1993).

Regenerativni potencijal Brassica je fenomen prevashodno zavisan od genotipa
Sto je po prvi put zapazeno od strane Murata 1 Orton (1987). Sparrow i sar. (2004b) su
prilikom izucavanja geneticke kontrole regeneracije pupoljaka iz kotiledonih peteljki
koriste¢i dialelno ukrStanje kod B. napus i B. oleracea zakljucili da je regeneracija
pupoljaka pod jakom genetiCkom kontrolom i da je povezana sa dominantnim i
aditivnim genskim efektima odgovornim za vecinu varijacija. QTL (eng. Quantitative
Trait Loci) povezani sa efikasno$¢u regeneracije pupoljaka kod Arabidopsis-a su
identifikovani (Lall i sar., 2004), dok je regulacija genske ekspresije tokom razvoja
pupoljaka 1 dalje tema brojnih istrazivanja.

U zavisnosti od genotipa, za istu kombinaciju regulatora rastenja i tip
eksplantata, efikasnost regeneracije kod razlicitih Brassica moze varirati od 0% do 95%
(Ono i sar., 1994; Zhang i sar., 1998). S druge strane, neki genotipovi su jednostavno
“netolerantni” prema in vitro uslovima i nesposobni da regeneriSu pupoljke.
Netolerantnost prema in vitro uslovima je uocena kod nekih pripadnika B. oleracea i B.
napus (Sparrow i sar., 2004a,b, 2006) kod kojih je pokazano da je re¢ o dominantno
naslednoj osobini.

Za regeneraciju B. oleracea putem organogeneze kao eksplantati su najcesce
koriS¢eni segmenati klijanaca: kotiledoni (Sparrow, 2004b; Munshi i sar., 2007;
Ravanfar i sar., 2009, 2014;), hipokotili (Metz i sar., 1995a; Puddephat i sar., 2001;
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Sasaki, 2002; Munshi i sar, 2007; Ravanfar i sar., 2009; Siong i sar., 2012; Qamar i sar.,
2014; Gerszberg i sar., 2015) i korenovi (Xu i sar., 1982; Lazzeri i Dunwell, 1986;
Yussof i sar., 2012). Kultura izdanaka je pokrenuta i1 iz drugih eksplantata kao Sto su
segmenti peteljke (Christey i Earle, 1991; Bhalla i de Weerd, 1999; Yussof i sar., 2012),
listovi (Bhalla i de Weerd, 1999; Cao i Earle, 2003; Chikkala i sar., 2009;
Farzinebrahimi i sar., 2012; Javed i sar., 2012), protoplasti (Vatsya i Bhaskaran, 1982;
Delpierre i Boccon-Gibod, 1992; Kik i Zaal, 1993; Kirti i sar., 2001; Kaur i sar., 2006;
Chikkala i sar., 2009; Sheng i sar., 2011; Kielkowska i Adamus, 2012). Ipak, delovi
klijanaca (kotiledoni i hipokotili) su najces¢e koriSceni eksplantati za regeneraciju
pupoljaka prilikom geneticke transformacije veéine vrsta Brassica (Metz i sar., 1995a;
Puddephat i sar., 2001).

Somatska embriogeneza je oblik aseksualne reprodukcije iz somatskih ¢elija ili
mikrospora (Zimmerman, 1993) u kojoj se ove celije pod odgovaraju¢im
eksperimentalnim uslovima indukuju da formiraju somatske embrione in vitro. Moze
biti direktna, kada se embrioni razvijaju direktno iz ¢elije eksplantata i indirektna kod
koje nastajanju embriona prethodi rediferencijacija, intenzivna proliferacija celija i
formiranje embriogenog kalusa (Williams i Maheswaran, 1986). Ovo ukazuje na to da
su u slucaju direktne somatske embriogeneze proembriogeno kompetentne cCelije vec
prisutne u eksplantatu i ekspresija embriogenog programa zavisi od uslova sredine i
minimalnog genskog reprogramiranja, dok je kod indirektne neophodno veliko genetsko
reprogramiranje kako bi se stekao embriogeni status (Willemsen i Scheres, 2004).

Potencijal biljne celije za somatsku embriogenezu je na prvom mestu odreden
genotipom (Bowley 1 sar., 1993; Moltrasio i sar., 2004) i obi¢no je ogranien na
odredena biljna tkiva u okviru datog genotipa. Embriogeni potencijal je ve¢i u tkivima
koja su embriogenog porekla kao $to su nezreli embrioni, semena kao i osnove lista
monokotila, a opada ka hipokotilu, listovima i korenu (Neumann, 2000). Embriogene
¢elije se razvijaju u somatske embrione spontano bez spoljasnjih stimulusa ili uz malu
koncentraciju auksina, za razliku od ¢elija koje su tu sposobnost izgubile i koje moraju
biti indukovane da bi usle u proces somatske embriogeneze (Sharp 1 sar., 1980). Proces
sticanja embriogene sposobnosti podrazumeva reprogramiranje genske ekspresije u

somatskoj ¢eliji, kao i promene u morfologiji, fiziologiji i metabolizmu.
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Prednosti somatske embriogeneze kao vida in vitro regeneracije biljaka u odnosu
na organogenezu su: nizak nivo somaklonalnih varijacija, moguénost dobijanja velikog
broja regeneranata, niska frekvenca himeri¢nih dogadaja prilikom procesa
transformacije (Ahloowalia, 1991; Henry i sar., 1998). Somatska embriogeneza
predstavlja i potencijalni model sistem za prouCavanje regulacije genske ekspresije,
razumevanje fizioloskih, biohemijskih i molekularih bioloskih dogadaja koji se deSavaju
tokom razvoja biljnog embriona (Zimmerman, 1993), kao i mehanizama koji vode
tranziciji somatske ¢elije u embrion (Mordhorst i sar., 2002; Su i sar., 2009).

Somatska embriogeneza moze biti odrzavana dug vremenski period kroz cikluse
sekundarne embriogeneze — repetitivna somatska embriogeneza (Raemakers i sar.,
1995). Propagacija biljaka kroz proces repetitivne somatske embriogeneze ima prakti¢ni
znacaj jer predstavlja koristan sistem za umnoZavanje klonova sa pozeljnim
karakteristikama, proizvodnju vesStackih semena i geneticku transformaciju (Merkle i
sar., 1995). U nekim slucajevima somatski embrioni mogu biti i saCuvani putem
krioprezervacije, $to daje mogucnost formiranja banaka gena (Sharma, 2005).

Prva saopstenja 0 somatskoj embriogenezi odnosila su se na rezultate dobijene
istrazivanjima na Sargarepi (Daucus carota) (Steward i sar., 1958; Reinert, 1958), dok
se tokom poslednjih 50-60 godina indukcija somatske embriogeneze pokazala
uspesnom kod mnogih biljnih vrsta (Bajaj, 1995). Kod vrsta roda Brassica, a posebno
kod B. oleracea ovaj, umnogome pozeljniji i brzi vid regeneracije u odnosu na
organogenezu ¢esto nije uspostavljen.

UspeSnost somatske embriogeneze umnogome zavisi od izbora eksplantata
(Brown i sar., 1995). Najcesc¢i izbor eksplantata za indukciju somatske embriogeneze
kod Brassica vrsta su bile mikrospore ili antere (Lichter, 1989; Sato i sar., 1989; Aslam
I sar., 1990; Baillie i sar., 1992), mada postoje podaci o koris¢enju i drugih eksplantata.
Kod karfiola su somatski embrioni produkovani iz antera (Phippen i Ockendon, 1990;
Yang, 1992), mikrospora (Klima i sar., 2004; Gu i sar., 2014), indirektno iz kalusa
indukovanog na segmentima klijanaca (Deane i sar., 1997; Leroy i sar., 2000; Siong i
sar.,, 2011) i direktno iz hipokotila klijanaca (Siong i sar., 2011). Kod brokolija,
B.oleracea var. italica, embrioni su dobijeni direktno iz korenc¢i¢a klijanaca (Yang i
sar., 2010) i indirektno iz kalusa formiranog na kotiledonima i hipokotilima (Qin i sar.,

2007). Kod kupusa somatska embriogeneza je indukovana iz mikrospora (Cristea,
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2013). Kod B. napus somatski embrioni su regenerisani iz hipokotila (Kohlenbach i sar.,
1982), protoplasta (Kranz, 1988), nezrelih kotiledona (Turgut i sar., 1998) i zigotskih
embriona (Burbulis i sar., 2007). Takode su objavljeni podaci o indukciji somatskih
embriona iz hipokotila brzo-cikli¢nog B. napus-a na MS podlozi niske pH vrednosti
(3,5-5) (Koh i Loh, 2000).

Kao i kod organogeneze, i u slu¢aju somatske embriogeneze genotip je kljucni
faktor koji uti¢e na embriogeni/regenerativni potencijal. Znacaj genotipa je pokazan kod
B. rapa (Baillie i sar., 1992), B. carinata (Barro i Martin, 1999) i B. napus (Chuong i
sar., 1988). Usled toga, regeneracija razli¢itih varijeteta B. oleracea ne predstavlja
rutinu ve¢ obi¢no zahteva dodatnu optimizaciju u smislu izbora tipa polaznog

eksplantata, vrste, kombinacije i koncentracije regulatora rastenja.

1.5.2.2. Geneti¢ke transformacije biljne vrste B. oleracea L.

Metode geneticke transformacije omoguéavaju prevazilaZzenje ograni¢enja
klasi¢nih metoda oplemenjivanja i kreiranje biljaka sa zeljenim osobinama, pritom, ne
menjajuci ostale korisne osobine polaznih varijeteta. Za razliku od tradicionalnih
metoda selekcije, koje omogucavaju da odabirom roditeljskih linija kod potomstva
postizemo postepen napredak kroz generacije u osobinama kao $to su prinos i otpornost
na nepovoljne uticaje spoljne sredine i patogene, geneticko inZenjerstvo omogucéava
uvodenje korisnih osobina, pod kontrolom jednog ili viSe gena, u komercijalne biljne
vrste na brzi i ekonomski isplativiji na¢in. Takode, u poredenju sa konvencionalnim
oplemenjivanjem, geneticko inzenjerstvo omogucava kvalitativni iskorak — odabirom
gena iz nesrodne vrste i njegovom integracijom u genom biljke mozemo dobiti
geneticku liniju sa osobinama koje su potpuno nove za datu biljnu vrstu (Hansen i
Wright, 1999).

Od kada je pre 30 godina izvrSena prva uspe$na transformacija biljnih cCelija
(Bevan i sar., 1983; Fraley i sar., 1983; Herrera-Estrella i sar., 1983) ova tehnologija je
znacajno napredovala i danas je u Sirokoj upotrebi, kako eksperimentalnoj tako i radi
dobijanja transgenih biljaka sa komercijalno pozeljnim osobinama. Genetickom
manipulacijom povecan je prinos useva usled porasta otpornosti transgenih linija na
abioticki stres, StetoCine i patogene, a manipulacijom metabolic¢kih puteva postignuto je

povecanje nutritivne ili industrijske vrednosti transgenih biljaka.
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Metodoloski, geneticku transformaciju biljaka moguce je ostvariti na dva nacina:

1. Tehnikama direktnog transfera gena (mikrobombardovanje, mikroinjektiranje,
elektroporacija, PEG (polietilen glikol) metoda, itd.)

2. Tehnikama transfera gena posredstvom bioloskih vektora - bakterije
Agrobacterium rhizogenes i Agrobacterium tumefaciens.

Metode direktnog transfera DNK su skupe, zahtevaju specijalizovanu opremu i
dovode do insercije velikog broja kopija transgena, S$to za posledicu moze imati
utiSavanje gena (Bhalla i Sing, 2008). U poredenju sa metodama direktnog DNK
transfera, transformacija pomocu A. tumefaciens je jednostavnija, jeftinija i obi¢no
dovodi do insercije jedne ili malog broja kopija transgena (Hiei i sar., 1997) S§to
umanjuje verovatnocu utiSavanja gena.

Da bi sistem geneticke transformacije bio efikasan nije dovoljan samo podesan
metod za transfer heterologne DNK, ve¢ je neophodno razviti i brz i efikasan protokol
za regeneraciju biljaka (Zhang i Bhalla, 2004). Sistem za efikasnu transformaciju
zahteva tkivo koje je kompetentno za proliferaciju i regeneraciju u biljke in vitro.
Kulture embriona su posebno pogodne za efikasnu transformaciju jer poseduju veliki
broj meristemskih citoplazmom bogatih ¢elija koje se aktivno dele i koje obezbeduju
visoku frekvencu integracije transgena (Mahn i sar., 1995). Pored toga, smatra se da ove
¢elije lakSe prevazilaze stres indukovan transformacijom (Santos 1 sar., 2002).
Embriogene kulture su najcesc¢e koris¢ene za dobijanje nehimeriénih biljaka (Taylor i
Fauquet, 2002; Deo i sar., 2009). Transformisane biljke dobijene u kulturi tkiva mogu
pokazivati somaklonalne varijacije usled mutacija indukovanih u toku in vitro gajenja,
insercijom transgena, plejotropnim efektom transgena ili kombinacijom ovih fenomena
(Wilson i sar., 2006). Stoga je potrebno proizvesti veliki broj transgenih linija, koje
sadrze isti transgen, 0od kojih se selektuje nekoliko sa visokom i stabilnom ekspresijom
transgena, ali koje su zadrzale i superiorna svojstva roditeljske biljke. Efikasni
embriogeni sistemi olakSavaju proizvodnju velikog broja transgenih linija, a
verovatnoca dobijanja himeri¢nih biljaka kroz somatsku embriogenezu je izrazito niska.

Transformacija B. oleracea je postignuta koris¢enjem razli¢itih metoda. Karfiol
je transformisan direktnim unoSenjem DNK u protoplaste (Mukhopadhyay i sar., 1991;
Eimert i Siegemund, 1992; Radchuk i sar., 2002; Nugent i sar., 2006). Transformacija
plastida karfiola postignuta je koris¢enjem PEG metode (Nugent i sar., 2006).
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Transformacija kupusa postignuta je direktnim transferoma gena u hloroplaste (Liu i
sar., 2008) i plastide (Tseng, 2014).

Najc¢eS¢e koris¢ena metoda kod Brassica vrsta je transformacija pomocu
Agrobacterium-a. Za dobijanje transformisanih biljaka koriS¢eni su i A. tumefaciens i A.
rhizogenes (Puddephat i sar., 1996; Christey i sar., 1997; Pius i Achar, 2000).
Istrazivanja transformacije B. oleracea pomocu A. rhizogenes (David i Tempé, 1988;
Metz i sar., 1995a; Christey i Sinclair, 1992; Christey i sar., 1997; Henzi i sar., 2000;
Cogan i sar., 2001; Puddephat i sar., 2001; Sretenovi¢-Rajicic¢ i sar., 2006) su pokazala
da se primenom ovog vektora najceS¢e dobijaju transformisane biljke izmenjenog
fenotipa usled introdukcije i ekspresije rol lokusa (Tepfer, 1989), kao i biljke smanjene
fertilnosti (Puddephat i sar., 2001).

Transformacija pomoc¢u A. tumefaciens omogucila je dobijanje vijabilnih
transgenih biljaka kod mnogih B. oleracea varijeteta (Srivastava i sar. 1988; Balla i
Smith., 1998; De Block i sar., 1989; Cai sar., 2000; Jin i sar., 2000; Chen i sar., 2001;
Cao i Earle, 2003: Rafat i sar, 2010; Yu i sar., 2010; Metwali i sar., 2012; Ting i sar.,
2014).

Istrazivaja genetickih faktora koji kontroliSu osetljivost B. oleracea prema A.
tumefaciens tokom in vitro regeneracije pupoljaka potvrduju da potencijal za
transformaciju genotipova B. oleracea zavisi i od regenerativne sposobnosti i od stepena
osetljivosti prema A. tumefaciens (Sparrow i sar., 2004b,c). Glavni ogranicavajuci
faktor prilikom transformacije komercijalnih vrsta pomoc¢u A. tumefaciens jeste mala
efikasnost transformacije. Ne postoji opsSti protokol transfera gena u biljni genom.
Svaka biljna vrsta i tip biljnog tkiva zahteva optimizaciju niza faktora kako bi se
postigla §to veca efikasnost transformacije i ekspresije transgena (Opabode, 2006).

Od svih B. oleracea varijeteta karfiol (Brassica oleracea var. botrytis), koji
pokazuje visok kapacitet za regeneraciju in vitro, se pokazao kao nepodesan materijal za
geneticku transformaciju (Passelegue 1 Kerlan, 1996; Puddephat i sar., 1996; Metwali,
2006). Moguc¢i razlog je preosetljivost tkiva karfiola prema infekcijama agrobakterijom
(Yu 1 sar., 2010). Istrazivanja uslova kulture in vitro koji uticu na transfer gena - tip
eksplantata, pretretmani, gustina bakterijskih suspenzija, duzina potapanja eksplanta u
bakterijske suspenzije, uslovi i trajanje kokultivacije i izbor regulatora rastenja u

hranjivim podlogama za regeneraciju - dovela su do razvijanja razlicitih protokola za
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transformaciju karfiola (David i Tempé, 1988; Eimert i Siegemund, 1992; Bhalla i
Smith, 1998; Radchuk i sar., 2002; Yu i sar., 2010).

Strategija biotehnologije biljaka je dobijanje biljaka sa pove¢anom tolerancijom
prema abiotickim 1 biotiCkim stresovima, S$to posledicno rezultira poboljSanim
kvalitetom 1 povecanim prinosom gajenih vrsta. Genetickom transformacijom B.
oleracea introdukovano je nekoliko agronomski zna¢ajnih osobina kao $to su otpornost
prema insektima, abiotickom stresu, herbicidu, odlozeno sazrevanje 1 uvenuce
formiranih cvetova/plodova (Tabela 1.1).

Insekti mogu izazvati nepopravljive Stete i znatno smanjiti prinos useva karfiola
i ostalih kupusnjaca. Kloniranje insekticidnih gena vrste Bacillus thuringiensis (Bt cry
geni), njihov transfer i ekspresija u biljkama koja rezultira produkcijom endotoksi¢nog
kristalnog proteina je opSte prihvacena strategija razvijanja otpornosti prema ciljnom
insektu. Ekspresijom nekoliko razli¢itih Bt cry gena postignuta je otpornost prema
kupusnom moljcu (Plutella xylostella). Ovaj gen je uveden u genotipove karfiola
(Christey i sar., 1997; Cai i sar., 2000; Chakrabarty i sar., 2002). Otpornost prema
leptiru kupusaru (Piers rapea) je postignuta introdukcijom i ekspresijom gena CpTI kod
karfiola (Lingling i sar., 2005). Pored pozitivnog efekta na prinos, razvoj otpornosti
prema insektima smanjuje 1 upotrebu Stetnih insekticida.

Tolerancija prema abioti¢kom stresu kod karfiola postignuta je uvodenjem gena
koji kodiraju antioksidativne enzime (AOX i SOD) (Metwali i sar., 2012).

Znacajna osobina je i otpornost prema herbicidima. Izmedu gajenih kultura 1
korova se javlja kompeticija za vodu, svetlost, prostor i hranljive materije, tako da je
drzanje pod kontrolom ovog biotiCkog stresa znac¢ajno za ostvarivanje dobrog prinosa.
Kontrola korova u usevima karfiola je posebno bitna u prvih 3-4 nedelje po iznoSenju na
polje (Weaver, 1984). Primer otpornosti prema herbicidu je otpornost prema
fosfinotricinu (PPT) kod karfiola (De Block i sar., 1989) koja je postignuta ekspresijom

bar gena (eng. bialaphos resistance gene) iz Streptomyces hygroscopicus-a.
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Tabela 1.1. Geneticke transformacije varijeteta vrste B. oleracea introdukcijom gena za
agronomski znacajne osobine.

Varijetet Osobina Gen Referenca
y . . David i Tempé (1988)
Odlozeno sazrevanje Antisense ACC Srivastava i sar. (1988)
Otpornost prema
herbicidu bar De Block i sar. (1989)
(fosfinotricinu)
B. oleracea var. Otpornost prema Bt crylA(c) Ch_rl_stey i sar. (1997)
botrytis insektima (Plutella Cai i sar. (2000)
xylostella) Bt cry Chakrabarty i sar. (2002)
Ray i sar. (2012)
Otpornost prema S
insektima (Pieris rapae) CpT! Lingling i sar. (2005)
Tolerancija prema APX i SOD Metwali i sar. (2012)
abiotickom stresu
Hosoki i sar. (1991)
Otpornost prema Metz i sar. (1995a,b)
insektima (Plutella Bt crylA(c) Christey i sar. (1997)
xylostella) Cao i Tang (1999)
Cao i Earle (2003)
Otpornost prema
insektima (Plutella Bt crylC Zhao i sar. (2000)
xylostella)
B. oleracea var. OdlozZeno sazrevanje Antisense ACC Henzi i sar. (1998,1999)
italic Odloseno uvenuée Chen i sar. (2001)
cva;;] 4 Ipt Chan i sar. (2009)
Ting i sar. (2014)
Otpornost prema
herbicidu bar Waterer i sar. (2000)
(fosfinotricinu)
Otpornost prema Bai i sar. (1993)
insektima (Plutella Bt crylA(c) Metz i sar. (1995a)
xylostella) Christey i sar. (1997)
Otpornast prema Bt crylA(b) 3ha_ttacharya i sar. (2002)
insektima (Plutella Bt CrylBa3 Jin i sar. (2000)
xylostella) Yiisar. (2011)
y crylB-crylAb Anderson i sar. (2005)
Bt crylAb Liu i sar. (2008)
B. oleracea var. Otpornost prema .
capitata insektima (Pieris rapae) CpTl Fang i sar. (1997)
Tolerancija prema stresu betA Bhattacharya i sar. (2004)
Tolerancija prema stresu AtHSP101 Rafat i sar. (2010)
Otpornost prema T aiixid
herbicidu bar (Szrg‘(c)eél)ovw Rajicic 1 sar.
(fosfinotricinu)
B. oleracea var. Otpornost prema Sretenovi¢-Rajicic i sar.
herbicidu bar

sabauda

(fosfinotricinu)

(2004; 2006)
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2. CILJEVI RADA

Naucni cilj ove doktorske disertacije je bio inkorporacija NPK1 gena u genom
biljaka karfiola pomocéu A. tumefacins EHAL101(pSHX004) i regeneracija
transformisanih biljaka u cilju dobijanja linija sa razvijenom tolerancijom na povisene
koncentracije NaCl | totalni herbicid BASTA®.

U skladu sa tim postavljeno je nekoliko ciljeva:

* Uspostavljanje efikasnog sistema za in vitro regeneraciju karfiola i joS§ tri
varijeteta B. oleracea (kupusa, kelja i brokolija) putem organogeneze i somatske

embriogeneze

* Geneticka transformacija biljaka karfiola pomo¢u A. tumefaciens
EHAL101(pSHXO004) koji nosi NPK1 gen duvana (za razvijanje tolerancije na
stres) i bar gen (za otpornost na totalni herbicid BASTA®). Dokazivanje
integracije i ekspresije transgena kod transformisanih linija.

* Pracenje morfoloSkih 1 biohemijskih parametara transformisanih linija karfiola u

uslovima povisenih koncentracija NaCl in vitro.

« Ispitivanje uticaja herbicida BASTA® na rast i rzviée transfrmisanih linija

karfiola in vitro i ex vitro.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. USPOSTAVLJANJE PROTOKOLA ZA REGENERACIJU VISE VARIJETETA
VRSTE B. oleracea PUTEM ORGANOGENEZE

3.1.1. Biljni materijal kori$éen za organogenezu

Cetiri varijeteta B. oleracea su koris¢ena za uspostavljanje in vitro kulture putem
organogeneze iz segmenta klijanaca kupusnog povrca: kupus - crveni i beli (B. oleracea
var. capitata subvar. rubra cv. Rubin i B. oleracea var. capitata subvar. alba (linija K7-
L), karfiol (B. oleracea var. botrytis, cv. Rasa), kelj (B. oleracea var. sabauda, cv.
Vertus) i brokoli (B. oleracea var. italica, cv. Korvet). Kupusi — sorta Rubin i linija K7-
L, kao i sorta karfiola Rasa su selekcionisani u Institutu za povrtarstvo u Smederevskoj

Palanci, dok su u slucaju kelja i brokolija koris¢ene slobodne sorte Vertus i Korvet.

3.1.2. Hranljiva podloga za indukciju organogeneze

Bazalna hranljiva podloga (MS podloga) je sadrzala mineralni rastvor i vitamine
po Murashige i Skoog-u (1962) ¢iji je sastav prikazan u Tabeli 3.1. Pored MS
mineralnog rastvora i vitamina, MS podloge su sadrzale i 0,01% inozitol (w/v), 2%
saharozu (w/v) i 0,7% (w/v) agar (Instiut za virusologiju, Torlak, Beograd) (Tabela 3.1).
pH podloge je pomoc¢u 1IN NaOH podesavan na 5,8 pre autoklaviranja na 117°C u

trajanju od 25 minuta.

3.1.3. Uslovi gajenja kultura in vitro

Sve kulture su gajene u komori za rast biljaka na temperaturi od 22 + 2°C i pri
svetlosnom rezimu dugog dana (16h dan, 8h no¢). Kao izvor svetlosti su koriS¢ene
fluoroscentne sijalice bele svetlosti (Philips, SAD). Gustina svetlosnog fluksa je iznosila

~45 umol m?s™, Temperaturaje odrzavana uz pomo¢ klima uredaja (Galanz).
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Tabela 3.1. Sastav MS hranljive podloge (Murashige i Skoog, 1962).

Makro elementi mg I Vitamini mg I
NH4NO3 1650 Bl 0,1
KNO3 1900 B6 0,5
CaCl,x 4H,0 440 Nikotinska kiselina 0,5
MgSO, x 7H,0 370 Glicin 2,0
KH,PO, 170 Kompleks gvozda mg I'*
Mikro elementi mg I'* NaEDTA x 2H,O 37,2
MnSO, x 4H,0 22,3 FeSO, x 7H,0 27,8
ZnsO,x 7TH,0 8,60 Organske komponente gl
H3803 6,20 Inozitol 0,1
KJ 0,83 Saharoza 20,0
NaMoO, x 2H,0 0,25 Agar 7,0
CuSO4X 5 H20 0,025

COCIZX 6H20 0,025 pH 5.8

3.1.4. Sterilno isklijavanje semena

Semena kupusnjaca su prvo isprana muckanjem 1 min u 70% etanolu kome je
dodata kap deterdzenta (Fairy, Procter & Gamble) nakon ¢ega su ispirana ¢esmenskom
vodom, a zatim povrsinski sterilisana 20 min u 20% rastvoru varikine (komercijani
izbeljivac¢ koji sadrzi 4% NaOCI) u laminarnoj komori uz povremeno muckanje. Nakon
sterilizacije semena su ispirana 5 puta sterilnom destilovanom vodom, osusena na
sterilnom filter papiru i postavljana u plasti¢ne sterilne Petri kutije pre¢nika 90 mm u

koje je razlivano po 20 ml MS podloge.

3.1.5. Regeneracija pupoljaka

Kao eksplantati koris¢eni su segmenti kotiledona, hipokotila i korenova 7 dana
starih klijanaca, koji su postavljeni na regenerativnu MS podlogu koja je sadrzala N°-
benziladenin (BA) ili 6-furfurilaminopurin (kinetin, KIN) u koncentraciji 0,5i 1 mg I u
kombinaciji sa 0, 0,1 i 0,2 mg I indol-3-buterne kiseline (IBA).

Nakon Cetiri nedelje gajenja na regenerativnoj podlozi kod razli€itih varijeteta B.
oleracea ispitivan je uticaj tipa eksplantata i regulatora rastenja na: frekvencu

regeneracije (RF = broj eksplantata sa regeneracijom nakon 4 nedelje
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kultivisanja/ukupan broj eksplantata), srednji broj pupoljaka po eksplantatu (SBP =
ukupan broj regenerisanih pupoljaka/broj eksplantata sa regeneracijom), kao i na indeks
kapaciteta za regeneraciju (IR = RF x SBP/100) koji objedinjuje RF i SBP. Za svaki
tretman su postavljene po 2 Petri kutije sa po 11 kotiledona (n=22), 15 hipokotila
(n=30) ili 18 segmenata korenova (n= 36).

3.1.6. UmnozZavanje pupoljaka

Regenerisani pupoljci su radi umnozavanja prebacivani u Erlenmajer boce od
100 ml sa 40 ml MS podlogu za umnozavanje koja je sadrzala BA ili KIN u
koncentraciji od 0 i 1 mg I, samostalno ili u kombinaciji sa 0,2 mg I IBA. Nakon
Cetiri nedelje gajenja na svakoj od podloga za umnoZavanje utvrdivan je broj
novoformiranih pupoljaka 1 izraCunavan indeks multiplikacije (IM) = broj
novoformiranih pupoljaka/pocetni broj eksplantata. Za svaki tretman su postavljene 3
boce sa po 10 pupoljaka (n=30).

Pasaziranja na sveze podloge su vrSena U intervalima od cetiri nedelje radi

dobijanja dovoljne koli¢ine materijala za dalja istraZivanja.

3.1.7. Oziljavanje i aklimatizacija in vitro regenerisanih biljaka

Radi oziljavanja, pojedina¢no izolovani in vitro izdanci visine oko 3 cm su
prenosSeni na bazalnu MS podlogu ili na MS podlogu sa dodatkom IBA u koncentraciji
1, 2 ili 4 mg I'" i gajeni 3 nedelje. U spomenutim podlogama ispitivan je uticaj
koncentracije saharoze (2 i 4%) na proces oziljavanja. Ogledi oziljavanja su vrseni u
epruvetama dijametra 25 mm sa 20 ml podloge. Za svaki tretman su postavljena 2
ponavljanja sa po 10 izdanaka (n=20).

Oziljene in vitro biljke duzine oko 5 cm, sa 3-5 razvijenih listova, su izvadene iz
podloge, ispirane ¢esmenskom vodom i prebacivane u saksije sa sterilnim supstratom
(Floradur B Pot Medium-Coarse, Floragard) koji je sadrzao: 70% nemackog belog
treseta, 30% nemackog crnog treseta, kre¢, makro i mikro elemente (Mg, B, Cu, Mn,
Mo, Fe i Zn) i okvasivac, radi aklimatizacije. Biljke su uzgajane u fitokomori na
temperaturi od 21+2°C i na rezimu dugog dana (16h dan, 8h no¢) u trajanju od 4-6

nedelja. Vlaznost je odrzavana pokrivanjem zasadenih biljaka prozirnom plasti¢nom
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folijom. Nakon 4 nedelje aklimatizovane biljke su prebacivane u staklenik gde su

zasadene u zemljiSte na rastojanju 50 x 60 cm i gajene do tehnoloske zrelosti.

3.2. SOMATSKA EMBRIOGENEZA 1Z NEZRELIH ZIGOTSKIH EMBRIONA

3.2.1. Biljni materijal kori$¢en za uspostavljanje somatske embriogeneze

Kao polazni materijal za indukciju somatske embriogeneze kori$§¢ena su semena
dva varijeteta B. oleracea: belog kupusa (B. oleracea var. capitata, linija K7-L) i
karfiola (B. oleracea var. botrytis cv. Rasa) koji su selekcionisani u Institutu za
povrtarstvo u Smederevskoj Palanci.

Semena kupusa su posejana u leje plastenika sredinom juna 2009. godine u cilju
dobijanja materinskih biljaka ¢ija ¢e se nezrela semena koristiti kao eksplantati za
indukciju SE, Nakon mesec dana rasad je presaden na otvoreno polje gde su se
formirale glavice. U drugoj polovini oktobra kompletne glavice kupusa su prebacene u
plastenik radi vernalizacije gde su i procvetale pocetkom aprila 2010. godine.

Sejanje semena karfiola je izvrSeno u septembru 2009. godine u kontejnere koji
su drzani u plasteniku. U drugoj polovini oktobra rasad je presaden u zemljiSno polje
plastenika radi vernalizacije biljaka.

Sve procvetale biljke su drzane pod platnenim izolatorima radi sprecavanja
medusobnog oprasivanja, a ukrStanja izmedu dve procvetale biljke istog varijeteta su
vr§ena rucno krajem aprila i poetkom maja 2010. godine.

Nezrele ljuske sa nezrelim semenima su uzimane sa biljaka tokom maja 2010.
godine. One su povrsinski sterilisane 20 minuta u 20% varikini (komercijalni izbeljivac
koji sadrzi 4% NaClO), nakon ¢ega su tri puta ispirane sterilnom destilovanom vodom i
drzane na 4°C u frizideru najmanje 12 h. Ljuske su otvarane u sterilnim uslovima
laminarne komore i nezreli zigotski embrioni su izolovani iz semena pod binokularnim
stereomikroskopom. Zigotski embrioni koji su na osnovu veli¢ine podeljeni u tri grupe:
rane kotiledonarne (RK) duzine 1,5 mm, kotiledonarne (K) duzin 1,8 mm i kasne

kotiledonarne (KK) duzine 3,0 mm, kori$¢eni su za indukciju somatske embriogeneze.
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3.2.2. Hranljive podloge za indukciju somatske embriogeneze

Hranljiva podloga za indukciju somatske embriogeneze je sadrzala B5S mineralni
rastvor i vitamine (Gamborg i sar., 1968), 0,01% (w/v) inozitol, 2% (w/v) saharozu i
0,3% (w/v) Gerlit® gela (Sigma) (Tabela 3.2). Ova podloga je bila bez regulatora
rastenja (B5-0) ili je sadrzala 2,4-dihlorfenoksisir¢etnu kiselinu (2,4-D) u koncentraciji
od 1,0 mg I* (B5-D). pH podloge je pomoéu 1IN NaOH podesavana na 5,8 pre

autoklaviranja na 117°C u trajanju od 25 minuta.

Tabela 3.2. Komponente osnovne B5 hranljive podloge (Gamborg i sar., 1968).

Makro elementi mg I"* Vitamini mg I"*
KNO3 2500 Bl 10
(NH,),SO, 134 B6 1,0
MgSO4 x 7H,0 246 Nikotinska kiselina 1,0
CaCl, x 2H,0 150

NaH,PO, x 2H,0 170 Kompleks gvozda mg I
Mikro elementi mg I NaEDTA x 2H,0 37,2
MnSO4x HZO 10 FeSO4x 7H20 27,8
HsBO; 3,0 Organske komponente g1
ZnSO,x TH,0 2,0 Inozitol 0,1
KJ 0,75 Saharoza 20,0
NaMoO, x 2H,0 0,25 Gerlit® gel 3,0
CuSO4x 5H20 0,025

CoCsz 6H20 0,025 pH 5,8

3.2.2.1. Hranljiva odloga za indukciju sekundarne somatske embriogeneze

Za indukciju sekundarne somatske embriogeneze koris¢ena je modifikovana MS
hranljiva podloga ¢iji je sastav dat u poglavlju 3.1.2, koja umesto agara sada sadrzi
0,3% (w/v) Gerlite® gel (Sigma). Podloga je bila bez regulatora rastenja (MS-0). pH
podloge je pomocu 1N NaOH podesavan na 5,8, pre autoklaviranja na 117°C u trajanju

od 25 minuta.
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3.2.3. Uspostavljnje somatske embriogeneze

Izolovani zigotski embrioni su postavljanji u Petri kutije pre¢nika 90 mm sa 25
ml B5-0 ili B5-D podloge. Petri kutije su drzane u komori za gajenje in vitro kultura
pod uslovima opisanim u poglavlju 3.1.3. Za svaki tretman su postavljene 3 Petri kutije
sa po 10 nezrelih zigotskih embriona (n=30).

Nakon cetiri nedelje gajenja na podlogama za indukciju somatske embriogeneze
ispitivan je uticaj stadijuma razvica zigotskog embriona i prisustva 2,4-D u podlozi na:
frekvencu somatske embriogeneze (FSE = broj eksplantata sa somatskim
embrionima/ukupan broj eksplantata x 100), srednji broj somatskih embriona (SE) po
eksplantatu (BSE = ukupan broj regenerisanih somatskih embriona/broj eksplantata sa
regeneracijom), kao i na indeks kapaciteta za formiranje somatskih embriona (KFE):
(KFE = FSE x BSE/100) koji objedinjuje FSE i BSE.

3.2.4. Uspostavljanje sekundarne i repetitivne somatske embriogeneze

U cilju postizanja sekundarne i uspostavljanja repetitivna embriogeneze,
somatski embrioni u kotiledonom stadijumu razvi¢a su odvajani sa zigotskih embriona i
stavljani horizontalno na MS-0 podlogu. Novoformirani somatski embrioni su
pasazirani na istu podlogu u intervalima od Cetiri nedelje, tokom perioda od 10 meseci
(10 subkultura). Nakon svake subkulture beleZzen je broj eksplantata sa regeneracijom,
kao i broj somatskih embriona po eksplantatu. Postavljene su 3 Petri kutije sa po 10

somatskih embriona (n=30).

3.2.5. Regeneracija i aklimatizacija in vitro biljaka

Sekundarni somatski embrioni (SSE) kotiledonarnog stupnja razviéa su
prebacivani u Erlenmajer boce sa 40 ml podloge: MS-0 ili MS + 1 mg I BA ili MS + 1
mg I KIN. SSE su postavljani vertikalno, sa korenovim polom uronjenim u medijum.
Po tretmanu su postavljene Cetiri boce sa po pet izolovanih SSE (n=20). 1zdanci duZine
4-5 cm sa dobro razvijenim listovima i korenom su izvadeni iz podloge, ispirani
¢esmenskom vodom, zasadivani u sterilni supstrat i gajeni u fitokomori na temperaturi
od 21+2°C, na rezimu dugog dana (16h dan, 8h no¢) tokom 6 nedelja. Vlaznost je

odrzavana pokrivanjem zasadenih biljaka prozirnom plasticnom folijjom.
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Aklimatizovane biljke su prenete i odrzavane u stakleniku tokom zimskog perioda, gde

su vernalizovane, cvetale i bile ru¢no oprasene.

3.2.6. HistoloSka analiza

Eksplantati sa somatskim embrionima su fiksirani u FAA fiksativu (5 ml 40%
formaldehida : 5 ml siréetne kiseline : 90 ml 70% ethanola). Nakon dehidratacije
alkoholom (60 min u 70%, 15 min u 95%, 30 min u 95% i 15 min u 100% etanolu) i
prosvetljavanje ksilolom i vrSena je ipregnacija materijala parafinom na 58°C.
Kori$¢enjem mikrotoma (Reichert, Vienna, Austria), pravljeni su preseci debljine 8-10
um. Deparafinizacija preseka vrSena je ksilolom, a rehidratacija serijom alkohola (do
50%). Preparati su zatim bojeni Delafield hematoksilinom, dehidratisani (serijom
alkohola i ksilolom) i utapani u Canada balzam. Posmatranje i snimanje je vrSeno na
svetlosnom foto-mikroskopom (Leitz DMRB, Leica, Wetzlar, Nemacka) sa objektivima
10x, 20x i 40x, okularima 10x i faktorom uveéanja na fotoaparatu 2,4 i 3,2. Uvecanje od

negativa ka pozitivu bilo je oko 3,5x.

3.2.7. Skenirajuéa elektronska mikroskopija (SEM)

Skenirajuca elektronska mikroskopija je koriS¢ena za morfoloSku opservaciju
sekundarnih somatskih embriona. Uzorci su ubacivani direktno u mikroskop (JOEL-
JSM-6390LV, Tokyo, Japan) bez prethodnog tretiranja zlatnim ¢esticama i snimani na
15 kV.

3.2.8. Analiza geneticke stabilnosti biljaka regenerisanih iz somatskih
embriona RAPD-PCR metodom

3.2.8.1. Izolacija genomske DNK

Izolacija DNK iz listova materinske biljke karfiola i kupusa i deset slu¢ajno
izabranih biljaka regenerisanih iz sekundarnih somatskih embriona, vrsena je
modifikovanom CTAB metodom (Zhou i sar., 1994).

Oko 250 mg lista je homogenizovano u teCnom azotu u sterilnom avanu.

Dobijeni prah je resuspendovan u 600 ul CTAB ekstrakcionog pufera (2% (w/v) CTAB
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(cetil-trimetil-amonijum bromid); 1,4 mM NaCl; 20 mM EDTA pH=8,0; 100 mM
Tris/HCl pH= 8,0; 1% (w/v) PVP-40 (polivinilpirolidon, Mr 40); 0,5% (v/v)
merkaptoetanol) i prenet u mikrotube volumena 1,5 ml. Mikrotube su inkubirane u
vodenom kupatilu 20 min na 56°C uz povremeno muckanje invertovanjem. PO
zavrSetku inkubiranja mikrotube su prohladene na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je u
svaku mikrotubu dodato po 600 pl smese hloroform:izoamil alkohol (24:1). Sadrzaj je
izmeSan na vorteksu kako bi se stvorila emulzija, pa je centrifugiran 10 min na 13400
rpm na sobnoj temperaturi. Tokom centrifugiranja dolazilo je do razdvajanja rastvora na
gornju - vodenu i donju - organsku fazu. Pipetom je pazljivo preneta gornja vodena faza
u kojoj se nalaze DNK i RNK u nove mikrotube i ponovljen je korak ekstrakcije sa
rastvorom hloroform:izoamil alkohol (24:1). Nakon prebacivanja vodene faze u nove
mikrotube, u svaku je dodato po 250 pl 4M NaCl 1 sadrZzaj je blago izmeSan
invertovanjem tube. Dodato je 750 pl hladnog izopropanola, blago izmeSano i stavljeno
na -20°C najmanje 30 min radi precipitacije DNK. Sadrzaj je centrifugiran 5 min na
10900 rpm, a zatim je paZzljivo odbacéen suprnatant. Talog DNK je ispran hladnim 70%
etanolom, centrifugiran 5 min na 10900 rpm, odbacen je supernatant, a talog prosusen
na sobnoj temperaturi. Osuseni talog DNK je resuspendovan u 200 ul TE pufera (10
mM Tris/HCI, pH=8,0; 1 mM EDTA) i tube su ostavljene na 4°C preko no¢i. Radi
uklanjanja RNK u svaku tubu je narednog dana dodato po 0,5 ul RNaze A (10 mg ml™),
a zatim su tube inkubirane 45 min na 37°C. Nakon delovanja RNaze u svaku tubu je
dodato po 200 pl smeSe hloroform:izoamil alkohol (24:1), smeSa je blago izmeSana
invertovanjem tubica i centrifugirana 10 min na 13400 rpm. Dobijeni supernatant je
DNK izolat.

Kvantitet 1 kvalitet izolovane DNK su odredivani spektrofotometrijski i
elektroforezom na agaroznom gelu. Absorbanca izolovane DNK je merena na
spektrofotometru (Agilent 8453, Santa Clara, CA, SAD) i na osnovu nje izracunata je
koncentracija DNK u uzorku prema formuli:

¢ (Mg p1™) = (Azeo X R x 50 pg pl™)/1000

Ayeo = absorbanca izmerena na talasnoj duzini od 260nm

R = faktor razblazenja (100),

50 pg pl™ — koncentracija dvolancane DNK pri Apg=1
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Kontaminacija uzoraka DNK je moguca i uglavnom potice od proteina ili
polisaharida. Odnos Agso/Az30 pokazuje nivo kontaminacije polisaharidima i pozeljno je
da se ovaj koeficijent kre¢e u granicama 2,2-2,5. U cilju odredivanja stepena
kontaminacije DNK proteinima vrse se i dodatna merenja na 280 nm (Amax Za proteine) i
racuna odnos Azso/Azgo koji je za Ciste izolate DNK u opsegu 1,8-2,0.

Integritet DNK je odreden elektroforetskim razdvajanjem uzorka DNK na 1%
(w/v) agaroznom gelu (PegGold Universal agaroza). Elektroforeza se odvijala u aparatu
za horizontalnu elektroforezu (Pharmacia Biotech, Svedska) i tekla je oko 3 sata u
1xTBE puferu, pri naponu od 80V. Signali na gelu su vizuelizovani pod UV svetlom

transiluminatora talasne duzine od 266 nm (Vilber Lourmat, Nemacka).

3.2.8.2. Komponente i uslovi za RAPD - PCR

Geneticka stabilnost biljaka dobijenih iz sekundarnih somatskih embriona
ispitana je RAPD - PCR (eng. Random Amplified Polymorphic DNA- Polymerase Chain
Reaction) metodom (Qin i sar., 2007). Reakcija se odvijala u 20 ul reakcione smese

koja je sadrzala komponente prikazane u Tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Sastav rekacione smese RAPD-PCR reakcije.

Komponetne RAPD smese Volumen (ul)
PCR pufer, 10X 2,0
Nukleotidi, ANTP 10 mM 2,5
MgCl;, 25 mM 0,625
RAPD prajmer, 10 uM 2,5

Taq polimeraza 5 U pul™ 0,3
DNK, 100 ng pul™ 0,25
dH>0, 11,825
Ukupno 20,0

Za amplifikaciju genomske DNK inicijalno je testirano 10 RAPD prajmera.
Utvrdeno je da 5 prajmera, ¢ije su sekvence prikazane u Tabeli 3.4, daju ponovljivi

amplifikacioni profil i oni su iskori$¢eni za dalje analize.
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Tabela 3.4. Sekvence prajmera koris¢enih za RAPD-PCR.

Naziv prajmera Sekvenca 5" — 3
BO1 GTTTCGCTCC
BO3 GGGCCACTCA
BO5 AGGTCGGCGT
Co1 GTGCCCGATC
C05 CAGGCCCTTC

Sve PCR reakcije sa navedenim RAPD prajmerima uradene su pomocéu
DreamTaq Green DNA Polymerase (Fermentas, Litvanija) i odvijale su se u PCR
masini (Mastercycler ep., Eppendorf) pod slede¢im uslovima:

° 5 min 94°C,

° 40 ciklusa: 1 min 94°C, 1 min 36°C, 2 min 72°C

. 10 min 72°C

Svaka PCR reakcija je ponovljena dva puta za svaki prajmer radi potvrdivanja
ponovljivosti rezultata.

Dobijeni RAPD PCR produkti su razdvajani elektroforezom na 2% agaroznom
gelu (PegGold Universal agaroza). Elektroforeza se odvijala u aparatu za horizontalnu
elektroforezu (Pharmacia Biotech, Svedska) i tekla je 2 h u 1xTBE puferu, pri naponu
od 100V. Gel je analiziran pod UV svetlo$¢u transiluminatora talasne duzine od 266 nm
(Vilber Lourmat, Nemacka). Za odredivanje duzine fragmenata koris¢en je 100 bp DNK

marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Ready-to-Use, Fermentas, Litvanija).

3.3. GENETICKA TRANSFORMACIJA KARFIOLA POMOCU Agrobacterium

tumefaciens

3.3.1. Konstrukt koriSéen za geneti¢ku transformaciju

Za transformaciju karfiola koriS¢en je Agrobacterium tumefaciens soj EHA101
(Hood i sar., 1986) koji nosi binarni pSHX004 plazmid (Shou i sar., 2004b), dobijen od
lowa State University, Deptartment of Agronomy, Plant Transformation Facility (USA).
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Plazmid sadrzi dve ekspresione kasete: transgenu kasetu P35S**-NPK1-Tnos u kojoj
modifikovani 35S promotor (35SC4PPDK) kontrolise ekspresiju 800 bp dugog DNK
fragmenta koji kodira kinazni domen Nicotiana protein-kinaze (NPK1) dug 268 amino
kiselina i selektivnu marker kasetu P35S*-TEV-bar-Tvsp sa bar genom iz Streptomyces
hygroscopicus, koji je pod kontrolom 2x35S promotora (P35S*) (Slika 3.1).
Zahvaljuju¢i aktivnosti enzima fosfinotricin acetil transferaze, koji kodira bar gen, samo
transformisane ¢elije mogu da prezive na selektivnim podlogama sa fosfinotricinom

(PPT).

* RB
g . TEV P35S P355*
] b wer

Slika 3.1. Sematski prikaz T-DNK (eng. transferred DNA) fragmenta plazmida
pSHX004 (Shou i sar., 2004b). LB (eng. left border) - leva grani¢na sekvenca; RB (eng.
right border) — desna grani¢na sekvenca; bar — gen iz Streptomyces hygroscopicus koji
kodira fosfinotricin acetil transferazu (Thompson i sar., 1987); NPK1 — segment gena
koji kodira kinazni domen Nicotiana protein-kinaze; P35S* - 2x CaMV 35S promotor
(Odell i sar., 1985); P35S** - modifikovani 35S promotor (35SC4PPDK; Sheen, 1993);
TEV — 5’ netranslirajuci region etch virusa duvana (Carrington 1 Freed, 1990); Tnos —
nopalin sintetazni terminator (Depicker i sar., 1982); Tvsp — terminator sojinog
rezervnog proteina (soybean vegetative storage protein terminator) (Mason i sar., 1993).

3.3.2. Hranljiva podloga za rast bakterija i priprema bakterijske suspenzije

za transformaciju biljnog tkiva

Agrobacterium tumefaciens EHA101(pSHX004) gajen je na YEP podlozi

(Garfinkel i sar., 1981) ¢iji je sastav prikazan u Tabeli 3.5.

Tabela 3.5. Komponente YEP podloge za rast bakterija.

Komponetne Koli¢ina (g I'")
Ekstrakt kvasca 10,0
Pepton 10,0
NaCl 5,0
Agar 15,0

pH 6,8
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Bakterije su rasle u Petri kutijama sa po 25 ml YEP medijuma u koji su dodati
antibiotici: spektinomicin 100 mg I i kanamicin 50 mg I Rastvori antibiotika
(Duchefa, Holandija) su sterilisani filtriranjem kroz celulozno nitratnie membranske
filtere sa porama veli¢ine 0,45 pum (Millipore, SAD) nakon ¢ega su dodavani u
sterilisanu i1 prohladenu (oko 40°C) podlogu pod asepti¢nim uslovima. Kulture su
inkubirane u termostatu na temperaturi od 28°C do pojave kolonija (24-48 h). Petri
kutije sa izraslim bakterijama cuvane su na 4°C. Bakterije su jednom mesecno
prenosene na svezu podlogu.

Za inokulaciju biljnog materijala bakterijom A. tumefaciens koris¢ene su
bakterijske suspenzije koje su dobijene zasejavanjem jedne bakterijske kolonije sa
¢vrste hranljive podloge u 5 ml tecne YEP podloge. Posle inkubacije na 28°C u

termostatu u trajanju od 24h dobijena je bakterijska suspenzija.

3.3.3. Odredivanje selektivne koncentracije fosfinotricina (PPT)

Za odredivanje selektivne koncentracije fosfinotricina uraden je test osetljivosti
prema fosfinotricinu. Segmenti hipokotila i somatski embrioni, nakon deset dana
gajenja na podlogama za regeneraciju MS + 1,0 mg I BA + 0,2 mg I IBA i MS-0,
respektivno, prebacivani su na MS podlogu istog sastava u koju je dodavan PPT u
koncentracijama od 0, 1, 2, 3, 4 i 5 mg I". Rastvor PPT-a (Duchefa, Holandija) je
sterilisan filtriranjem kroz celulozno nitrathe membranske filtere sa porama veli¢ine
0,45 um (Millipore, SAD) nakon cega je pre razlivanja dodavan u sterilisanu i
prohladenu (oko 40°C) podlogu pod aseptiénim uslovima. Za svaki tretman su
postavljene po 3 Petri kutije sa po 10 eksplantata (n=30). Eksplantati su gajeni Cetiri
nedelje u uslovima komore za gajenje kultura (poglavlje 3.1.3), nakon ¢ega je belezen
broj eksplantata sa regeneracijom kao i broj regenerisanih pupoljaka, odnosno SE po
eksplantatu. Na osnovu dobijenih rezultata odredena je potrebna koli¢ina PPT-a koja
inibira regeneraciju iz netransformisanog tkiva i koja je nakon transformacije kori$¢ena
kao selektivna koncentracija za odvajanje potencijalno transformisanog tkiva od

netransformisanog.
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3.3.4. Inokulacija eksplantata sa A. tumefaciens i regeneracija pupoljaka

Kao materijal za inokulaciju koris¢eni susegmenti hipokotila klijanca karfiola
starih osam dana, kao i somatski embrioni dobijeni u toku procesa repetitivha somatske
embriogeneze. Pre inokulacije sa EHA101(pSHX004) segmenti hipokotila su gajeni 4
danana MS + 1,0 mg ITBA +0,2 mg I IBA, dok su somatski embrioni gajeni na MS-0
podlozi. Nakon ovog pretretmana, eksplantati su prvo blago povredivani bockanjem uz
pomo¢ tanke igle, a zatim potapani 5 min u prethodno pripremljenu bakterijsku
suspenziju (poglavlje 3.3.2) kojoj je dodato O ili 100 puM acetosiringona (AS).
Eksplantati koji su koris¢eni kao kontrola potapani su u te¢nu YEP hranljivu podlogu
bez bakterija. Inokulisani, eksplantati su kokultivisani na podlogama koje su bile istog
sastava kao one za pretretman i sa istom koncentracijom AS koja je kori$¢ena prilikom
inokulacije. Kokultivacioni tretman je trajao 72 h za hipokotile i 48 h za SE, a zatim su
eksplantati su ispirani u rastvoru antibiotika cefotaksima (Tolycar®, Jugoremedija,
Zrenjanin) u koncentraciji od 500 mg I™%, osuseni na sterilnom filter papiru i postavljeni
na podloge za regeneraciju sa dodatkom cefotaksima na kojima su gajeni osam dana
radi uklanjanja preostalih bakterija. Potencijalno ,,Cisti eksplantati su prebaceni na
selektivne regenerativne podloge sa 5 mg I"! PPT-a u slucaju hipokotila, odnosno 3 mg
It u slucaju somatskih embriona (selektivna koncentracija PPT-a je utvrdena testom
osetljivosti netransformisanih eksplantata prema fosfinotricinu, poglavlje 3.3.3) i gajeni
4 nedelje. Pupoljci regenerisani na transformisanim ekslantatima (i hipokotilima i SE)
gajeni su jo§ dva ciklusa u trajanju od po &etiri nedelje na MS-0 podlozi sa 5 mg I'* PPT
i 300 mg I cefotaksima, radi potpune eliminacije netransformisanih pupoljaka i
eventualno zaostalih bakterija. Pupoljci koji su preziveli ova dva ciklusa kultivacije na
selektivnom medijumu obelezeni i izdvojeni su kao zasebne transformisane linije koje
su odrzavane i umnozavane pasaziranjem svake 4 nedelje na MS podlozi bez PPT-a. Za
gajenje transformisanih linija pored podloge bez regulatora rastenja koris¢ene su i
podloge sa BA ili KIN u koncentraciji od 1 mg I, samostalno ili u kombinaciji u
kombinaciji sa 0,2 mg I™* IBA.

Pupoljci regenerisani na kontrolnim, netransformisanim eksplantatima prenoseni
su na selektivne regenerativne podloge kao i na regenerativne podloge bez fosfinotricina
na kojima su gajeni 4 nedelje. Nakon toga pupoljci su prenoSeni na podloge za

umnozavanje.
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Svi eksperimenti vrSeni su pod istim, standardnim, uslovima temperature i

svetlosnog fluksa (poglavlje 3.1.3).

U eksperimentima transformacije praceni su slede¢i parametri:

* broj eksplantata sa regeneracijom,

* broj regenerisanih pupoljaka po eksplantatu.

Kod regenerisanih pupoljka praceni su i belezeni:

* kapacitet umnozavanja (indeks multiplikacije),

* parametri rasta in vitro (visina pupoljka i broj listova),

* parametri oziljavanja (% oziljavanja, broj korenova po oziljenom izdanku i
duzina najduzeg korena),

« procenat aklimatizacije biljaka

. fenotipske karakteristike u stadijumu tehnoloske zrelosti.

3.3.5. Hlorofenol-crveno test

Inicijalna provera transformacije kod regenerisanih pupoljaka izvrSen je
hlorofenol-creveno reakcijom. Hlorofenol-crveno reakcija (HFC) (Kramer i sar., 1993)
je izvrSena u mikrotitar plocici sa 96 bunari¢a. U svaki bunari¢ je stavljano po 500 pl
MS tegne podloge pH 6.0 sa 50 mg 1™ hrolofenol-crveno pH indikatora, koji je tamno
crvene boje na spomenutoj pH vredosti. U cilju identifikacije bar transformisanih linija
u podlogu je dodavan i PPT u koncentraciji od 5 mg I™. Segmenti lista transformisanih
linija i kontrolnih netransformisanih biljaka duzine 1 cm i Sirine 3 - 4 mm su stavljani u
bunari¢e. Procena promene boje podloge iz crvene u zutu, kao pokazatelj uspesne
transformacije, je vrsena nakon 4 dana inkubacije u fitokomori na temperaturi od
22+2°C.
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3.3.6. Molekularna analiza transformisanih biljaka (PCR, RT-PCR i qPCR)

3.3.6.1. PCR analiza

Integracija NPK1 i bar gena u genomsku DNK Kkarfiola verifikovana je PCR
analizom uz koriséenje specifiénih prajmera (Assem i sar., 2009). Radi eliminacije
mogucnosti kotaminacije analiziranih linija agrobakterijom uradena je amplifikacija
segmenta virG gena koji se nalazi u virulentnom regionu Ti plazmida agrobakterije.

DNK je izolovana iz listova svake od dobijenih transformisanih linija (NT) kao i
iz netransformisane kontrolne biljke opisanom CTAB metodom (poglavlje 3.2.8.1).

PCR reakcija se odvijala u 25 pl reakcione smese koja je sadrzala komponente

prikazane u Tabeli 3.6.

Tabela 3.6. Sastav rekacione smeSe PCR reakcije.

Komponetne RT smese Volumen (ul)
PCR pufer, 10X 2,5
Nukleotidi, ANTP 2 mM 2,5
MgCl,, 25 mM 1,0
Prajmer F, 10 uM 0,5
Prajmer F, 10 uM 0,5
Taq polimeraza 5 U pl™ 0,3
DNK, 100 ng pl™ 1,0
dH,0, 16,7
Ukupno 25,0

Sekvence prajmera koris¢enih za PCR amplifikaciju fragmenta NPK1, bar i

VirG gena su date u Tabeli 3.7.
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Tabela 3.7. Sekvence prajmera koriS¢enih za amplifikaciju segmenata NPK1, bar i
VirG gena.

Gen Sekvenca5 — 3° Amplikon (bp)

NPKL F: GGC TGC AGG AAT TCT CACATG T 646
R: GCT CCC GAAGTCATT CTG CA

b F: TAC ATC GAG ACA AGC ACGGTCAACT 484
ar
R: ACG TCATGC CAG TCCCGT G

Vir G F: GCC GAC AGC ACCCAGTTCAC 390
Ir
R: CCT GCC GTAAGT TTC ACCTCACC

* F —eng. forward; R- eng. reverse

Sve PCR reakcije sa specificnim prajmerima uradene su pomocu DreamTaq
Green DNA Polymerase (Fermentas, Lithvanija) i odvijale su se u PCR masini

(Mastercycler ep., Eppendorf).

Uslovi PCR reakcije (NPK1 i bar gen):

J 3 min 94°C

o 30 ciklusa: 1 min 94°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C
. 10 min 72°C

Uslovi PCR reakcije (VirG gen):

. 5 min 95°C

o 35 ciklusa: 1 min 95°C, 1 min 60°C, 2 min 72°C
. 10 min 72°C

Dobijeni PCR produkti su razdvajani elektroforezom na 2% (w/v) agaroznom

gelu.

3.3.6.2 RT-PCR analiza

Nivo ekspresije NPK1 i bar transgena odreden je reakcijama reverzne
transkripcije i lanCanog umnozavanja (eng. Reverse Transcription - Polymerase Chain
Reaction — RT-PCR).
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3.3.6.2.1. Izolacija RNK

RNK iz transformisanog i netransformisanog biljnog materijala je izolovana po
modifikovanom protokolu Gasic i sar. (2004).

Oko 200 mg biljnog tkiva je samleveno u avanu u te¢nom azotu. U samlevene
uzorke je dodavano po 650 ul ekstrakcionog pufera (2% (w/v) CTAB; 2% (w/v) PVP;
25 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCI pH=8,0; 2M NaCl; 0,5 g I"* spermidina) i 15ul B-
merkaptoetanola. Nakon 20 s vorteksovanja uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu 15
min na 60°C. Po inkubiranju, u svaki uzorak je dodato 650 pul smese hloroform : izoamil
alkohol (24:1) i muc¢kano je na vorteksu 20 s. Centrifugiranjem 10 min na 10000 rpm na
4°C razdvojile su se gornja vodena i donja organska faza nakon ¢ega je supernatant sa
RNK koji se odvajao u vidu gornje faze prebacen u nove tubice. Postupak ekstrakcije
hloroform : izoamil alkoholom i centrifugiranje su ponovljeni. U 500 ul supernatanta je
dodato 166 ul 7,5M LIiCl i uzorci su radi precipitacije inkubirani na 4°C preko noci.

Narednog dana, uzorci su centrifugirani 45 min na 10020 rpm na 4°C.
Supernatant je odbacen, pelet je ispran sa 1 ml hladnog 70% etanola. Uzorci su
centrifugirani 10 min na 10020 rpm na 4°C nakon Cega je supernatant odbacen i pelet
osuSen tokom 5 min u laminarnoj komori. Pelet je zatim rastvoren u 100 pl vode i1
dodato je 10 pl Na—acetata (pH 5,5) i 275 wl 70% etanola. Uzorci su inkubirani
minimum jedan sat na -70°C, a zatim su centrifugirani 45 min na 10020 rpm na 4°C.
Supernatant je odbacen i pelet ispran etanolom, kao §to je prethodno opisano. Nakon
suSenja uzoraka u laminarnoj komori (ne duze od 10 min), RNK je rastvorena u 50 pl
DEPC-vode i do upotrebe ¢uvana na -70 °C.

Kvantitet i kvalitet izolovane RNK su odredivani spektrofotometrijski i
elektroforezom na agaroznom gelu. Kvantitet je odredivan na spektrofotometru Agilent
8453 i izraCuvan po formuli:

C (g pI™) = Azgo X 40 X R

Aueo — apsorbanca uzoraka RNK na 260nm,

40 pg pl™ — koncentracija jednolangane RNK pri Aggo = 1 i

R — faktor razblazenja (100).

Cistoéa RNK je procenjena na osnovu odnosa Aggo/Azgo koji se za Ciste izolate

RNK krece u intervalu 1,8-2,2.
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Integritet izolovane RNK je proveren elektroforetskim razdvajanjem 1 pg
uzorka RNK na 1% (w/v) agaroznom gelu pre izvodenja PCR postupka. Agarozni gel je
pripreman na isti nafin kao i agarozni gel za proveru kvaliteta genomske DNK
(poglavlje 3.2.8.1), s tom razlikom §to su kadica, kalup i ¢esljiéi tretirani 3% H,0,.

Uklanjanje genomske DNK iz uzoraka RNK vrseno je tako $to je po 1 ug totalne
RNK iz svakog uzorka tretiran DNK-azom (Thermo Scientific). Ovaj tretman je vrSen u
reakcionoj smesi zapremine 10 pl (Tabela 3.8). Tretman je trajao 30 min na 37°C.
Stopiranje DNK-aze je izvrSeno dodavanjem 1 ul EDTA (ThermoScientific) u svaki

uzorak i inkubiranjem 10 min na 65°C.

Tabela 3.8. Sastav reakcione smese za eliminaciju DNK u uzorcima RNK.

Komponetne Volumen (pl)
H,O 7,75 - Vrnk
DNaza pufer, 10X 1
DNaza, 5 U pl™ 1
RNaza inhibitor, 40 U pul™ 0,25
zapremina koja odgovara 1
RNK p ja odg Hg
(max 6,75)
Ukupno 10 pl

3.3.6.2.2. Reakcija reverzne transkripcije (RT) i PCR amplifikacija cDNA

Nakon preciS¢avanja uzoraka od zaostalih molekula genomske DNK, izolovana
RNK je reverzno transkribovana u jednolanc¢ane molekule DNK (cDNK). Za reakciju
reverzne transkripcije (RT) je koriiéen GeneAmp® Gold RNA PCR Core Kit (Applied
Biosystems). RT reakcija se odvijala u 20 pl reakcione smese ¢ije su komponente
prikazane u Tabeli 3.9. Uslovi RT reakcije su bili: 10 min na 25°C, 12 min na 42°C.
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Tabela 3.9. Sastav reakcione smese RT reakcije.

Komponetne RT smese Volumen (ul)
H,0 4,7
RT-PCR pufer, 5X 4,0
dNTP, 10 mM 2,0
MgCl,, 25 mM 2,0
DDT, 10 mM 2,0
Oligo - dT 0,5
RNaza inibitor, 20 U pul™ 0,5
MultiScribe® transkriptaza 0,3
RNK, 0,1 pg pl™ 4,0
Ukupno 20,0

Nakon reverzne transkripcije dobijena cDNK je umnozena PCR reakcijom,
koris¢enjem gen specifi¢nih prajmera. Prajmeri koriS¢eni za amplifikaciju NPK1 i bar
c¢DNK dizajnirani su pomoc¢u racunarskog programa Primer-BLAST (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Konstruisani prajmeri su pre upotrebe provereni

racunarskim  programom  NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).
Sekvence prajmera kori$¢enih za NPK1 i bar RT-PCR amplifikaciju su date u Tabeli
3.10.

Tabela 3.10. Sekvence prajmera koris¢enih za NPK1 i bar RT-PCR amplifikaciju.

Gen Sekvenca5 — 3° Amplikon (bp)

NPKL F: TTT GGG AAC TGC AAG AGA GG 26
R: AAG TGA CGA GAT TGA GCC AC

0 F: AGA CAAGCACGGTCAACTTC 250
ar
R: GACTTC AGC AGG TGG GTG TA

* F —eng. forward; R- eng. reverse

PCR reakcija se odvijala u 25 pul reakcione smeSe koja je sadrzala komponente

prikazane u Tabeli 3.11.
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Tabela 3.11. Sastav rekacione smese PCR reakcije.

Komponetne PCR smese Volumen (ul)
H,0 9,00
PCR pufer, 10X 1,50
MgCl,, 25 mM 0,75
dNTP, 10 mM 1,00
Prajmer F, 5 uM 1,25
Prajmer R, 5 uM 1,25
Taq polimeraza, 5 U pl™ 0,25
cDNK 10,00
Ukupno 25 ul

Uslovi PCR reakcije (NPK1 i bar gen):

. 5 min 95°C

. 36 ciklusa: 1 min 95°C, 1 min 56°C, 1 min 72°C
o 10 min 72°C

Za reakciju reverzne transkripcije (RT) je koriS¢en GeneAmp® Gold RNA PCR
Core Kit (Applied Biosystems), a za PCR AmpliTag Gold®PCR Kit (Applied
Biosystems). Obe reakcije, RT i PCR amplifikacija cDNK, su se odvijale u PCR masini

(Mastercycler nexsus gradient, Eppendorf).

3.3.6.3. Kvantitativno odredivanje nivoa ekspresije gena (QPCR)

Nivo ekspresije NPK1 i bar transgena je odreden metodom kvantitativnog RT-
PCR (gPCR) koji se odvijao u dva koraka. RT reakcija je izvrSena po ve¢ opisanom
protokolu (poglavlje 3.3.7.2) i1 na taj nacin dobijena cDNK je koris¢ena u qPCR reakciji

koja se odvijala u smesi zapremine 25 pl i ¢ije su komponente prikazane u Tabeli 3.12.
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Tabela 3.12. Sastav rekacione smese qPCR reakcije.

Komponetne qPCR smese Volumen (ul)
H20 7,0
SYBR Master Mix 12,5
Prajmer F (5 uM) 15
Prajmer R (5 uM) 1,5
cDNK/standard (40 ng/ul) 2,5
Ukupno 25

Za qPCR korisceni su isri prajmeri kao i za RT-PCR ¢ije su sekvence prikazane
u Tabeli 3.10. Radi provere ujednacenosti koli¢ine ukupne ¢cDNK u svim uzorcima
paralelno sa amplifikacijom oba transgena, amplifikovan je i referentni gen za aktin
krompira (PoAc58). Prajmeri koris¢eni za amplifikaciju aktinskog gena prikazani su u
Tabeli 3.13.

Tabela 3.13. Set prajmera kori$¢enih za umnozavanje fragmenta referentnog gena za
aktin.

Gen Sekvenca prajmera (5’—3”) Amplikon

F: TGT TGG ACT CTG GTG ATG GTG
PoAc58 141 bp
R: AGT AAC CAC GCT CAG TGA GGA

* F —eng. forward; R- eng. reverse

Sve qPCR reakcije su uradene u tri ponavljanja u masini ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosistems Co, Foster City, SAD), pomo¢u SYBR
Green | kita (Maxima™ SYBER Green/Rox QPCR Master Mix, Thermo Scientific).

Uslovi gPCR reakcije (NPKL1 i bar gen):

. 5 min 95°C

o 40 ciklusa: 30 s 95°C, 30 s 58°C, 1 min 72°C

Specifi¢nost svih koriS¢enih prajmera potvrdena je na dva nacina, gel

elektroforezom RT-PCR produkata i analizom krive topljenja posle qPCR reakcije.
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Za svaki prajmer postavljana je kontrola koja je umesto cDNK sadrzala 2,5 ul
H,O (eng. Non Template Control - NTC). Za potrebe pravljenja standardnih krivih
koriS¢ena je serija razblazenja cDNK (10°-10 kopija/pl) pregiséena izolacijom sa 1,2 %
agaroznog gela uz pomo¢ kita (GeneJet Gel Exstraction Kit, Thermo Scientific). Broj

kopija je odreden uz pomo¢ programa http://endmemo.com/bio/dnacopynum.php. U

reakcionu smesu je nanosSeno 2,5 pl odgovarajuéeg razblazenja.

Ct (threshold cycle) vrednost, tj. broj ciklusa u kojima je fluorescencija uzoraka
dostizala prag (threshold) iznad “fluorescentnog Suma”, koji je poticao od nespecifi¢ne
fluorescencije, odredivana je automatski programom 7000 System SDS Software i po
potrebi doterivana manuelno. Standardne krive, koje pokazuju zavisnost Ct vrednosti od
logaritamskog broja kopija matrice u standardnim razblazenjima, na pocetku qPCR
reakcije, koriS¢ene su za izraCunavanje broja kopija transkripata, odnosno ¢cDNK, u
nepoznatim uzorcima. Analizirane su i krive topljenja amplikona. Tacke topljenja
amplikona (Tm) se definiSu kao temperature na kojima je prelaz iz dvolancane u
jednolan¢anu formu najbrzi. Svi uzorci su nanoSeni na plocu u triplikatima. Radena je

apsolutna kvantifikacija.

3.4. TEST TOLERANCIJE TRANSFORMISANIH BILJAKA PREMA POVECANOJ
KONCENTRACIJI NaCl

3.4.1. Odredivanje kriticne koncentracije NaCl za preZivljavanje biljaka in

vitro

Nakon potvrdivanja integracije i ekspresije NPK1 i bar gena preliminarnim
testovima sa listovima i celim izdancima procenjivan je uticaj razlicitih koncentracija
NaCl na netransformisane (NT) i transformisane biljke in vitro, radi odredivanja kriticne
koncentracije NaCl koju netransformisane biljke ne prezivljavaju, a transformisane
linije prezivljavaju. Listovi su izolovani sa 10 dana starih in vitro biljaka i postavljani na
¢vrstu osnovnu MS podlogu sa rastu¢im koncentracijama NaCl (0, 100, 200, 300 i 400
mM). Na iste podloge su postavljane i celi in vitro izdanci stari 10 dana. Procene
oste¢enja u vidu hloroza i nekroza su vrSene nakon 7 dana gajenja na podlogama sa
NacCl.
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3.4.2. Ispitivanje efekata NaCl na rast i morfoloske osobine biljaka in vitro

Radi procene tolerantnosti transformisanih pupoljaka (generacije Ty) na
povecanu koncentraciju NaCl, pupoljci karfiola linija To-L2, L11, L12 i L14 gajeni su in
vitro na bazalnoj MS podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl (0, 100 i 200 mM) pod
ve¢ opisanom rezimu (poglavlje 3.1.7). Kontrolni, netransformisani pupoljci su gajeni
na istim podlogama i pod istim uslovima. Pre postavljanja na podloge mereni su sveza
masa i visina pupoljaka. Za svaki tretman su postavljene 3 boce sa po 10 pupoljaka
(n=30).

Nakon 7 dana gajenja na MS podlozi bez i sa pove¢anom koncentracijom NaCl
poNovo Su mereni sveza masa i visina pupoljaka i procenjivan prinos (porast sveze
mase) i prirast visine u odnosu na pocetak tretmana. Dobijeni rezultati su izrazeni kao
relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu / vrednosti na podlozi bez NaCl.

Takode su belezena i vidljiva oSteCenja na listovima izdanaka, izazvana
povecanom koncentracijom NaCl u podlozi, koja su oznacavana vrednostima od 0 - 3: 0
— bez ostecenja, 1 — hloroza (zute ivice) listova, 2 — nekroza delova listova i 3 — hloroza
i nekroza celih listova. Stepen oStecenja je izraCunavan na osnovu formule SI =X (ni X
i)/N, gde je ni broj pupoljka (n) sa oSteCenjem stepena i (od 0-3), a N — ukupni broj
pupoljaka (Diaz-Vivanco i sar., 2013).

Radi ispitivanja uticaja NaCl na oZiljavanje netransformisanih i transformisanih
izdanaka, izdanci su postavljani pojedina¢no u epruvete sa 25 ml MS podloge sa 1 mg
It IBA u koje su dodate razligite koncentracije NaCl (0, 100 i 200 mM). Na svakom
tretmanu su postavljena 2 ponavljanja sa po 5 pupoljaka od svake linije (n=10).

Nakon 4 nedelje gajenja, mereni su parametri oziljavanja pupoljaka (broj
korenova po pupoljku i duzina najduzeg korena). Dobijeni rezultati su izrazeni kao

relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu / vrednosti na podlozi bez NaCl.

3.4.3. Ispitivanje efekata NaCl na fizioloske osobine biljaka in vitro

Kod netransformisanih i transformisanih pupoljaka Ty linije koji su bili izlozeni
povecanoj koncentraciji NaCl analizirani su: sadrzaj hlorofila, karotenoida, Secera,
prolina kao i aktivnost antioksidativnih enzima. Dobijeni rezultati su poredjeni sa
rezultatima analiziranih parametara kod netransformisanih biljaka koje su bile

podvrgnute istom tretmanu.

56



3.4.3.1. Odredivanje sadrzaja hlorofila i karotenoida

Izolacija hlorofila je izvrSena po metodi Brouers i Michel-Wolwertz (1983). Oko
200 mg biljnog materijala je homogenizovano u 80% etanolu (3,0 ml) u koji je dodato
oko 100 mg CaCOj3 kako bi se neutralisale biljne kiseline i sprecilo formiranje feotina a.
Ekstrakt sa hlorofilom i totalnim karotenoidima je prebaden u epruvete za
centrifugiranje. Talog je ispran sa 1,5 ml 80% acetona, ekstrakt je prebacen u epruvetu i
volumen je dopunjen do 5 ml. Ekstrakt je centrifugiran 5 min na 3500 rpm na 4°C. Pre
merenja koncentracija supernatanti su razblazeni 10 puta.

Sadrzaj hlorofila i karotenoida odredivan je spektrofotometrijski (Agilent 8453,
Santa Clara, CA, SAD), vrednost absorbance (A) je merena na Cetiri talasne duzine: 470
nm (max apsorpcije za karotenoide), 645 nm (max apsorpcije za hlorofil b), 652 nm
(max apsorpcije za ukupne hlorofile) i 663 nm (max apsorpcije za hlorofil a). Ukupan
sadrzaj hlorofila i karotenoida izraunavan je prema formulama po Lichtenthaler (1987)
1izrazavan u mg g'1 sveZe mase:

Sadrzaj hlorofila: C(at+b) = (22,2A645 + 8,2A¢3) / M

Sadrzaj karotenoida: C = (1000A470 — 1,9XChIA — 63,14xChlIB) / (214 x m)

M — masa uzorka, izrazena u gramima.

Merenje je tri puta ponavljeno za svaki tretman. Dobijeni rezultati su izrazeni
kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu / vrednosti na podlozi bez NaCl
odnosno vrednosti dobijene na tretmanu su normalizovane u odnosu na vrednosti

dobijene na podlozi bez NaCl (= 1).

3.4.3.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih Secera

Ukupni Seceri su odredivani po fenol - sumporno kiselinskoj metodi (Dubois i
sar, 1956; Krishnaveni i sar., 1984). Oko 100 mg biljnog tkiva je hidrolizovano
inkubiranjem 3h na 100°C u 5 ml 2,5N HCI. Nakon hladena na sobnoj temperaturi
reakciona smesa je neutralizovana sa NaCOs i volumen dopunjen do 100 ml sa dH,0.
Po 0,1 ml od svakog uzorka je prebacen u epruvete i volumen je dopunuen do 1 ml sa
dH,0, zatim je dodato 1 ml 5% fenola i 5 ml 96% sumporne kiseline. Smesa je snazno
izmeSana 1 inkubirana 20 min na 30°C. Apsorbanca ekstrakta je merena na 490 nm.
Koncentracija ukupnih Secera je odredena uz pomo¢ kalibracione krive konstruisane

koris¢enjem rastvora poznatih koncentracija glukoze (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,81 1,0 mg ml™).
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Eksperiment je uraden u tri ponavljanja za svaki tretman. Dobijeni rezultati su izrazeni
kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu / vrednosti na podlozi bez NaCl
odnosno vrednosti dobijene na tretmanu su normalizovane u odnosu na vrednosti

dobijene na podlozi bez NaCl (= 1).

3.4.3.3. Odredivanje sadrZaja prolina

Izolacija prolina je izvrSena po Bates i sar. (1973). Oko 200 mg zamrznutog
biljnog tkiva je homogenizovano u te¢nom azotu nakon cega je dodavana 3%
sulfosalicilna kiselina (0,5 ml / 0,01g tkiva). Ekstrakt je centrifugiran 10 min na 10 080
rpm. U 1 ml supernatanta dodato je 1 ml acid-ninhidrina (1,25 g ninhidrina se zagreva
sa 30 ml glacijalne siréetne kiseline i 20 ml 6M fosforne kiseline uz mesanje) i 1 ml
glacijalne siréetne kiseline nakon Cega je reakciona smesa inkubirana 1 h na 100°C.
Reakcija je prekinuta prenosenjem epruveta na led. U reakcionu smesu je dodato 2 ml
toluena (faza ekstrakcije), snazno je izmeSana i ostavljena na sobnoj temperaturi kako bi
se razdvojile dve faze — vodena i toluenska. Od gornje, toluenske faze je uzet po 1 ml i
koriS¢en za merenje apsorbance na 520 nm koriste¢i toluen kao blank.

Koncentracija prolina je odredena uz pomo¢ kalibracione krive konstruisane
koris¢enjem rastvora poznatih koncentracija prolina (10, 20, 40 i 80 ug ml™). Po 1 ml
rastvora prolina poznate koncentracije je promeSan sa 5 ml 3% sulfosalicilne kiseline, 1
ml acid-ninhidrina i 1 ml glacijalne kiseline. Reakciona smesa je inkubirana 1 h na
100°C zajedno sa uzorcima nakon ¢ega je reakcija prekidana prenosenjem tuba na led.
U svaku epruvetu je dodavano po 2 ml toluena radi ekstrakcije i nakon razdvajanja faza
merena je apsorbanca gornje toluenske faze. Sadrzaj prolina je izrazen u pg g’1 sveze
mase (FW).

Eksperiment je uraden u tri ponavljanja za svaki tretman. Dobijeni rezultati su
izrazeni kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu / vrednosti na podlozi bez
NaCl. Dobijeni rezultati su izraZeni kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu /
vrednosti na podlozi bez NaCl odnosno vrednosti dobijene na tretmanu su

normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene na podlozi bez NaCl (= 1).
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3.4.3.4. Analiza antioksidativnih enzima

3.4.3.4.1. 1zolacija i kvantifikacija ukupnih proteina

Ukupni rastvorljivi proteini izolovani su iz zamrznutog biljnog tkiva mase oko
600 mg koje je homogenizovano u avanu sa te¢nim azotom. U tako samlevene uzorke je
dodat ekstrakcioni pufer (50 mM TRIS-HCI pH=7,6; 10 mM EDTA pH=8,0; 10% (v/v)
glicerol; 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF); 1 mM ditriotreitol (DTT) i 5% (w/v)
PVP) u odnosu 2:1. Ekstrakt je zatim centrifugiran 10 min na 13000 rpm. Dobijeni
supernatant je ¢uvan na -70°C 1 koriS¢en za kvantifikaciju ukupnih proteina i enzimske
testove.

Koncentracija  ukupnih  proteina u  supernatantu  odredivana je
spektrofotometrijski na talasnoj duZini od 595 nm (Bradford, 1976), uz koriS¢enje BSA
(eng. Bovine Serum Albumin) kao proteinskog standarda.

3.4.3.4.2. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti ukupnih peroksidaza

Aktivnost ukupnih peroksidaza (POD) praéena je spektrofotometrijski merenjem
promene apsorbance na 430 nm. Reakciona smesa je sadrzala 1,38 ml 0.05 M kalijum-
fosfatnog pufera, pH 6,5, 50 ul 0,6 M pirogalola kao supstrata za enzim i 20 pl uzorka,
uz dodatak 50 ul 0,6 M H,0,. Aktivnost peroksidaza je merena tokom 3 min, na svakih
20 s i izrazavana je u odnosu na koncentraciju ukupnih rastvorenih proteina.
Peroksidaza katalizuje polimerizaciju i oksidaciju pirogalola u prisustvu vodonik
peroksida i nastajanje purpurogalina koji je crvenkaste boje i ima max apsorpcije na 430
nm. Aktivnost enzima izrazavana je u odnosu na koncentraciju ukupnih rastvorenih
proteina (U mg™ proteina):

Apop = (V1 x AA x 1000) / (Vy X 2,47 x Wup)

AA — promena apsorbance na 430 nm u minuti,

V1 — zapremina reakcione smeSe u kiveti (ml),

Vy — zapremina uzorka u kiveti (ml),

Waup — koncentracija ukupnih proteina dobijena na osnovu Bradfordove krive

2,47 = ¢ — milimolarni ekstinkcioni koeficijent purpurogalina na 430 nm (mM™
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Dobijeni rezultati su izrazeni kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu /
vrednosti na podlozi bez NaCl odnosno vrednosti dobijene na tretmanu su

normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene na podlozi bez NaCl (= 1).

3.4.3.4.3. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti ukupnih katalaza

Aktivnost katalaza (CAT) odredivana je spektrofotometrijskim praéenjem
kinetike nestajanja H,O, prema metodi Aebi (1984). Jedinica (U) aktivnosti katalaza se
definiSe kao koli¢ina enzima koja razgradi 1 umol H,O, za 1 min (umol H,0, mint ml
1). Aktivnost katalaza je merena u toku 3 min, na svakih 20 s, na talasnoj duzini od 240
nm i izraZavana je u odnosu na koncentraciju ukupnih rastvorenih proteina (U mg™
proteina):

Acat = (V1 x AA x 1000) / (Vy X 0,0436 X Wup)

AA — promena apsorbance na 430 nm u minuti,

V1 — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

Vy — zapremina uzorka u kiveti (ml),

Wup — koncentracija ukupnih proteina dobijena na osnovu Bradfordove krive
(mg)

0,0436 = £ — milimolarni ekstinkcioni koeficijent H,0, na 240 nm ( mM™cm™)

Dobijeni rezultati su izrazeni kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu /
vrednosti na podlozi bez NaCl odnosno vrednosti dobijene na tretmanu su

normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene na podlozi bez NaCl (= 1).

3.4.3.4.4. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) odredivana je po modifikovanoj metodi
Beyer i Fridovich (1987). Reakciona smeSa (1 ml) sadrzala je 100 mM kalijum-
fosfatnog pufera, pH=7,8 (K-P pufer), 2 mM EDTA, 260 mM metionin, 1,5 mM
nitroblu tetrazolium hlorid (NBT), 0,04 mM riboflavin.

Za svaki uzorak pripremljeno je 6 razblaZzenja koja su naneta na mikrotitar
plocu, koja je nakon toga osvetljavana 30 min—1 h. Merenje apsorbance je vrSeno na
540 nm. Jedinica (U) aktivnosti SOD se definiSe kao koli¢ina enzima uzorka potrebna
za redukciju 50% supstrata (NBT) i izrazavana je u odnosu na koncentraciju ukupnih

rastvorenih proteina (U mg™ proteina).
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Dobijeni rezultati su izrazeni kao relativne vrednosti = vrednosti na tretmanu /
vrednosti na podlozi bez NaCl odnosno vrednosti dobijene na tretmanu su

normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene na podlozi bez NaCl (= 1).

3.4.4. Test otpornosti transformisanih biljaka prema herbicidu
fosfinotricinu (PPT) in vitro i ex vitro

Otpornost transformisanih biljaka na PPT ispitivana je u in vitro uslovima
gajenjem transformisanih pupoljaka (TO linije) na MS podlogama sa razliitom
koncentracijom PPT (0-5 mg I""). Netransformisani pupoljci su takode bili podvrgnuti
tretmanu sa PPT i sluzili su kao kontrola. U toku 10 dana gajenja na podlozi sa PPT-om
procenjivana je pojava oStecenja u vidu hloroza i nekroza na gajenim biljkama (n=3).

Otpornost aklimatizovanih biljaka prema PPT-u ispitivana je u stakleniku
tretiranjem transformisanih i netransformisanih biljaka rastvorom herbicida BASTA®
(Bayer CropScience), koji kao aktivnu supstanscu sadrzi PPT (200 g I* PPT).
Pojedinaéni listovi mesec dana starih aklimatizovanih biljaka (kontrole i transformisane
linije To-L9) natopljeni su rastvorima herbicida BASTA® (300 i 600 mg I™* PPT). Oba
tretmana su izvodena u isto vreme i na istoj biljci. Takode smo ispitivali i uticaj
prskanja 3 meseca starih aklimatizovanih biljaka rastvorom BASTA® koji je sadrzao
600 mg I PPT. Nakon prskanja svakodnevno su procenjivana oite¢enja u vidu hloroza

i nekroza sve do potpunog propadanja kontrolnih biljaka (n=3).

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svi podaci statisticki su obradeni u programu StatSoft Inc. STATISTICA,
verzija 8.0 (2007) i prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka. Statisticka
obrada podataka podrazumevala je analizu varijanse jednofaktorijalnog i
dvofaktorijalnog eksperimenta (ANOVA) i poredenje srednjih vrednosti FiSerovim LSD
testom (LSD engl. least significant difference) na nivou znacajnosti P <0,05. Kada je
vr§eno poredenje razlicitih parametara pojedinacnih transformisanih linija u odnosu na
netrasnformisanu liniju srednje vrednosti su razdvajane na osnovu t-testa (P <0,05).
Podaci izrazeni u procentima su angularno transformisani u cilju statistiCke obrade.
Graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomocu raCunarskog programa Microsoft

Office Excel.
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U tabelama i na graficima su prikazani i rezultati analiza statisti¢ke znacajnosti
razlika izmedu srednjih vrednosti i to slovima ili zvezdicom. Razli¢ita slova koja prate
numeri¢ke vrednosti ili * ukazuju na statisticki znacajne razlike. U slu¢aju da su u istoj
tabeli ili na istom grafiku prikazane dve grupe podataka koje su zasebno statisticki
analizirane, jedna grupa podataka je obelezena velikim, a druga malim slovima. Na
graficima na kojima je prikazano vise od dve grupe zasebno statisticki analiziranih
podataka, statisticki znacajne razlike u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu vrednost

oznacene su zvezdicom.
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4. REZULTATI

4.1. In vitro PROPAGACIJA KOD RAZLICITIH VARIJETETA B. oleracea

4.1.1. Uspostavljanje kulture in vitro organogenezom de novo

Prvi i neophodan preduslov za dobijanje transgenih biljaka je uspostavljanje
regenerativnih kultura in vitro. Kao pocetni materijal za uspostavljanje regenerativnog
sistema putem organogeneze kori$¢eni su razli¢iti eksplantati (kotiledoni, hipokotili,
koren) koji su bili izolovani sa 7 dana starih klijanaca karfiola, kelja, brokolija i kupusa
(crveni i beli kupus).

Nakon povrSinske sterilizacije 20% varikinom zaraZenost semena, koja su
isklijavana na MS podlozi, je bila na relativno niskom nivou i varirala je od 0,66% kod
brokolija do 3,90 % kod crvenog kupusa. Klijavost je kod svih varijeteta bila
zadovoljavaju¢a i iznad donje granice klijavosti koja kod kupusnjaca iznosi 75%
(Tabela 4.1). Posebno visoku klijavost je imalo seme brokolija (97,37%) i belog kupusa
(96,17%).

Tabela 4.1. Klijavost semena Cetiri varijeteta B.oleracea.

Varijetet Broj semena % proklijalih % zarazenih
Semena Semena
Karfiol 575 484(8417) 209
Brokoli 152 148 (97,37) 0,66
Kelj 215 190 (88,37) 1,86
Crveni kupus 282 229 (81,21) 3,90
Beli kupus 261 251 (96,17) 1,15

Nakon 7 dana gajenja na MS podlozi klijanci su dostizali duzinu od oko 4 cm.
Segmenti ovako razvijenih klijanaca (kotiledoni, hipokotili i koren) (Slika 4.1) su radi
iniciranja regeneracije postavljeni na MS podloge koje su sadrzale BA ili KIN u
koncentraciji 0,5 i 1 mg 1" u kombinaciji sa 0, 0,1 0,2 mg I'* IBA.
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Slika 4.1. In vitro gajen klijanac karfiola: koren (Ko), hipokotil (H), kotiledon (K) i
epikotil (E). Kao eksplantati su koris¢eni koren (Ko), hipokotil (H) i kotiledon (K).

Ubrzo nakon postavljanja na MS podloge za regeneraciju eksplantati su poceli
da rastu, a prva pojava kalusa na krajevima hipokotila i korenova je uoc¢ena nakon 7-10
dana gajenja. Nakon 14-16 dana primeceni su zaceci prvih adventivnih pupoljaka, koji
su se tokom daljeg gajenja na istoj podlozi razvijali u izdanke. Zapazena su dva razlicita
nacina regeneracije pupoljaka: direktna i indirektna, posredstvom kalusa. Direktna
regeneracija je bila dominantna kod eksplantata kotiledona svih varijeteta izuzev
brokolija. U sluc¢aju hipokotila preovladavala je indirektna regeneracija, koja je €inila
90% ukupne regeneracije kod kelja i belog kupusa, oko 80% kod karfiola i crvenog
kupusa i 100% kod brokolija. Regeneracija iz segmenata korena svih varijeteta je
takode bila indirektna. Do formiranja kalusa je dolazilo na 70% korenskih eksplantata
kelja do 90% kod Karfiola i brokolija. Kalusi i pupoljci su se razvijali na krajevima i/ili
na sredi$njem delu eksplantata hipokotila i korenova (slika 4.2 a,b,c), a povremeno i na
obe strane eksplantata (slika 4.2 d). Kod eksplantata kotiledona, do direktne
regeneracije dolazilo je na proksimalnoj (petiola) strani kotiledona (slika 4.2 e).
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Slika 4.2. Regeneracija pupoljaka iz razli¢itih segmenata klijanaca karfiola (Brassica
oleracea L. var. botrytis). Regeneracija iz segmenatata hipokotila (a, ¢ i d), regeneracija
iz segmenata korenova (b) i regeneracija iz segmenta kotiledona (e).

ANOVA analiza je pokazala da su tip eksplantata i sastav regenerativne podloge
faktori koji znacajno uti¢u na frekvencu regeneracije (RF) i srednji broj pupoljaka po
eksplantatu (SBP).

Generalno, kod svih ispitivanih varijeteta, izuzev Kkarfiola, hipokotili su
regenerisali pupoljke sa najve¢om frekvencom od 74,19% kod crvenog kupusa do
91,67% kod kelja. Kod kelja su hipokotili regenerisali pupoljke4 puta vise u odnosu na
kotiledone (85,71% prema 21,74%) (Tabela 4.3), dok su kod kupusa regenerisali 1,5-2,5
puta vecom frekvencom u odnosu na kotiledone u zavisnosti od genotipa (Tabela 4.5 i
4.6). Najizrazenije razlike su ostvarene kod brokolija, ¢iji su hipokotili regenerisali
pupoljke sa frekvencom 2-20 puta ve¢om u odnosu na kotiledone i koren na istoj
podlozi (Tabela 4.4).

Regenerativni odgovor kotiledona je varirao od 0-85% u zavisnosti od varijeteta
i podloge. Karfiol je jedini varijetet kod koga je postignuta znacajno veca frekvenca
regeneracije (RF) iz kotiledona u odnosu na hipokotile (85% prema 51,52%) (Tabela
4.2). Najsmanji kapacitet za regeneraciju je postignut na segmentima korena, posebno
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kod brokolija i crvenog kupusa, dok je kod karfiola i kelja na podlogama sa BA
postignuta zadovoljavajuéa regeneracija (oko 50%).

Regenerativni potencijal je poreden i na osnovu srednjeg broja pupoljka (SBP)
regenerisanih po eksplantatu. Kod karfiola najve¢i SBP je postignut na kotiledonima 1
podlozi sa KIN, dok su kod svih ostalih varijeteta hipokotili regenerisali veéi broj
pupoljaka u odnosu na kotiledone i korenove i to na podlozi sa BA (Tabele 4.2 - 4.6)

Postojale su znacajne razlike u regeneraciji jednog tipa eksplantata u zavisnosti
od kombinacije regulatora rastenja. Podloga koja je sadrzala BA je bila optimalna za
regeneraciju kod svih varijeteta, izuzev karfiola kod koga je najbolji odgovor na
kotiledonima postignut na podlozi sa KIN. Znacajno veca RF sva tri tipa eksplantata je
postignuta na podlozi sa 1,0 mg I™* BA u odnosu na podlogu sa 1,0 mg 1! KIN. Bilo je
znaCajne razlike u frekvenci regeneracije ukoliko se BA primenjivao sam ili u
kombinaciji sa IBA. Dodavanje IBA u koncentraciji od 0,1 mg I ili 0,2 mg I"* je u
mnogim slu¢ajevima uticalo na povecéanje frekvence regeneracije, dok je primena samo
BA davala zadovoljavajuce rezultate u pogledu srednjeg broja pupoljaka po eksplantatu.
Najveci broj pupoljaka po eksplantatu (7,4+0,3) je postignut kod brokolija na
eksplantatima hipokotila gajenim na podlozi sa 1,0 mg I BA (Tabela 4.4).

Indeks regeneracije (IR) koji kombinuje frekvencu regeneracije (RF) i srednji
broj pupoljaka po eksplantatu (SBP) je takode pokazao da je najbolji rezultat kod svih
varijeteta postignut na hipokotilima i podlozi sa BA, izuzev karfiola kod koga su

najbolje odreagovali kotiledoni na podlozi sa KIN.

66



Tabela 4.2. Uticaj regulatora rastenja i tipa eksplantata na regeneraciju adventivnih
pupoljaka kod karfiola (cv. Rasa).

Srednji broj

Regulatori rastenja  Frekvenca . Indeks
Eksplantat (mg I'") regeneracije DU ELE 26 regeneracije
eksplantatu
BA KIN IBA (RF, %) (SBP)* (IR)
1 - 0 73,68 % 3,36 +0,54 " 2,48
1 - 0,1 72,22°¢ 4,18 +0,54 % 3,02
1 - 0,2 47,22'™ 3,35+0,23" 1,58
0,5 - 0,1 65,00 f 4,23+0,63“ 2,75
Kotiledon , - 0,2 80,00 " 4,06+ 0,63 ° 3,25
- 1 0 85,00 2 5,47 + 0,89 2 4,65
- 1 0,1 54,551 3,15+ 0,46 1,72
- 1 02 75,00 ™ 2,26 +0,27 ™ 1,70
- 05 01 34,62 ° 2,22 + 0,38 "P 0,77
- 05 0,2 31,58 ° 2,33+0,38" 0,74
1 - 0 59,09 ¢ 3,54 +0,69 ¢ 2,09
1 - 0,1 72,73 % 2,13 + 0,38 M 1,55
1 - 0,2 76,67 ° 3,09 +0,37 1 2,37
0,5 - 0,1 41,67 " 2,10 + 0,56 P 0,88
Hipokotil , - 0,2 48,39'k 3,00 + 0,58 1,45
- 1 0 51,52 2,12 + 0,34 P 1,09
- 1 0,1 53,57 2,87 +0,48 ¥ 1,54
- 1 0,2 56,25 M 2,17+0,35 % 1,22
- 05 01 58,06 9" 1,78+0,23" 1,03
- 05 0,2 34,62 ° 2,56+ 0,46 ™ 0,89
1 - 0 21,74 ¢ 520+0,91° 1,13
1 - 0,1 42,11°" 433+0,76° 1,82
1 - 0,2 57,14 9" 2,00+ 0,59 ¢ 1,14
0,5 - 0,1 4545™ 2,80+0,82' 1,27
Koren 0,5 - 0,2 40,00" 3,83+044f 1,53
- 1 0 0° 0° 0
- 1 041 0° 0° 0
- 1 02 14,81" 2,50+0,43 ™ 0,37
- 05 01 0° 0° 0
- 05 0.2 0° 0° 0

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=22-36. Vrednosti oznacene
razli¢itim slovima u okviru iste kolone su statisti¢ki razli¢ite na osnovu Fiserovog LSD testa (P

<0,05)
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Tabela 4.3. Uticaj regulatora rastenja i tipa eksplantata na regeneraciju adventivnih
pupoljaka kod kelja (cv. Vertus).

Regulatori rastenja  Frekvenca S 91 Indeks
Eksplantat (mg I'") regeneracije DU ELE 26 regeneracije
eksplantatu
BA KIN IBA (RF, %) (SBP)* (IR)
1 - 0 63,64 ° 5,38 +0,78° 3,42
1 - 0,1 68,42 ¢ 2,60+ 0,61~ 1,78
1 - 0,2 21,74° 3,54 +0,40 9" 0,77
0,5 - 0,1 60,87 ' 1,86 +0,22" 1,13
. 0,5 - 0,2 48,15 5,59 + 0,89 " 2,69
Kotiledon K m
- 1 0 43,48 2,13 +0,33 0,93
- 1 01 24,24 ° 3,50+0,88" 0,85
- 1 02 30,77 " 1,29+0,16° 0,40
- 05 01 44,00 2,09+0,33™ 0,92
- 05 02 50,00 " 2,11+0,40"™ 1,06
1 - 0 71,43° 5,17 +0,48 ¢ 3,69
1 - 0,1 91,67 2 4,95+ 0,55 ° 4,54
1 - 0,2 85,71 ° 479+057f 4,11
0,5 - 0,1 44,44 * 1,88 +0,60" 0,84
. . 0,5 - 0,2 87,50 " 6,14 +0,71° 5,37
Hipokaotil .
- 1 0 46,151 1,83+0,20 " 0,84
- 1 01 62,86 °f 3,16 +0,48' 1,99
- 1 02 71,43°¢ 1,95+0,19" 1,39
- 05 01 50,00 " 1,60 + 0,28 ° 0,80
- 05 02 52,94 9 1,67+0,27° 0,88
1 - 0 37,21 " 2,50 +0,39 1 0,93
1 - 0,1 50,00 " 2,90 + 0,68 1,45
1 - 0,2 50,00 " 3,64 +0,55¢ 1,82
0,5 - 0,1 41,67 2,17+0,60™ 0,90
0,5 - 0,2 50,00 " 3,00 + 0,60 1,50
Koren N |
- 1 0 29,17 2,43+ 0,34 0,71
- 1 01 21,88° 3,15+0,69' 0,69
- 1 02 54,17 ¢ 1,14 +0,13¢ 0,62
- 05 01 04 0" 0
- 05 02 04 0" 0

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=22-36. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima u okviru iste kolone su statisticki razli¢ite na osnovu FiSerovog
LSD testa (P < 0,05)
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Tabela 4.4. Uticaj regulatora rastenja i tipa eksplantata na regeneraciju adventivnih

pupoljaka kod brokolija (cv. Korvet).

Srednji broj

Regulatori rastenja Frekvenca " oliaka bo Indeks
Eksplantat (mg 17) regeneracije pupoljaka p regeneracije
(RF. %) eksplantatu (IR)
BA KIN IBA 1 (SBP) *
1 - 0 10,00 " 2,00 +0,00 0,20
1 - 0,1 4,76° 1,75+0,41" 0,08
1 - 0,2 20,00 2,00 + 0,00 0,40
0,5 - 0,1 17,65 3,67+0,76" 0,65
_ , - 0,2 25,00 3,20+0,87" 0,80
Kotiledon h N
- 1 0 31,82 1,29 + 0,26 0,41
- 1 0,1 11,54 ™ 1,00 + 0,00 ° 0,12
- 1 0,2 5,00 ° 2,00 +0,47 0,10
- 05 01 10,00 " 1,50 +0,35™ 0,15
- 05 072 2041 1,40 £0,22™ 0,41
1 - 0 57,14 ¢ 7,38 +0,76 2 4.22
1 - 0,1 83,87 2 5,14 + 0,62 ¢ 431
1 - 0,2 67,74° 6,23+1,00°" 422
0,5 - 0,1 43,48 9 3,20+0,70 " 1,39
_ _ , - 0,2 58,06 ¢ 272+0,42" 1,58
Hipokotil f -
- 1 0 48,39 2.13+0,401 1,03
- 1 0,1 61,90 © 5,00 + 0,86 ¢ 3,10
- 1 0,2 50,00 © 1,78 +0,21" 0,89
- 05 01 25,00 443+0,72°¢ 1,11
- 05 072 47,837 2.09 +0,27 1,00
1 - 0 0P 0P 0
1 - 0,1 0P 0P 0
1 - 0,2 0P 0P 0
0,5 - 0,1 9,09" 1,00 + 0,00 ° 0,09
0,5 - 0,2 0P 0P 0
Koren
- 1 0 0P 0P 0
- 1 0,1 4,55 ° 1,00 + 0,00 ° 0,05
- 1 0,2 16,67 1,00 +£ 0,00 ° 0,17
- 05 01 11,76 ™ 35+0,359 0,41
- 05 072 0P 0P 0

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=22-32. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima u okviru iste kolone su statisticki razli¢ite na osnovu FiSerovog

LSD testa (P < 0,05)
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Tabela 4.5. Uticaj regulatora rastenja i tipa eksplantata na regeneraciju adventivnih

pupoljaka kod crvenog kupusa (cv. Rubin).

Srednji broj

Regulatori rastenja  Frekvenca . Indeks
Eksplantat (mg I'") regeneracije DU ELE 26 regeneracije
eksplantatu
BA KIN IBA (RF, %) (SBP)* (IR)
1 - 0 28,57 ™ 1,50+ 0,20 ¥ 0,46
1 - 0,1 40,91 2,00 + 0,42 0,82
1 - 0,2 50,00 © 2,10+ 0,26 " 1,05
0,5 - 0,1 53,85 ¢ 2,71+0,31 ¢ 1,46
. 0,5 - 0,2 50,00 ¢ 2,90+ 0,56 1,45
Kotiledon ‘ -
- 1 0 5,00 2,00 + 0,00 0,10
- 1 0,1 0! 0" 0
- 1 0,2 15,00 " 1,67 +0,54 0,25
- 05 01 0! 0" 0
- 05 0,2 18,75° 1,67 +0,27 " 0,31
1 - 0 74,192 3,83+0,51° 2,84
1 - 0,1 54,84 ¢ 5,24 + 0,70 @ 2,87
1 - 0,2 70,00° 5,00 +0,83° 3,50
0,5 - 0,1 4286 3,33+0,57 ¢ 1,43
. . : - 0,2 48,28 ° 5,29 + 0,64 ° 2,55
Hipokotil K i
- 1 0 37,93 2,18+ 0,53 0,83
- 1 0,1 66,67 3,06+0,21° 2,04
- 1 0,2 32,14 2,67+0,67° 0,86
- 05 01 44,83" 2,77+0,57 ¢ 1,24
- 05 0,2 22,22° 1,25+0,22' 0,26
1 - 0 0! 0" 0
1 - 0,1 13,64" 2,33+0,27" 0,32
1 - 0,2 0! 0" 0
0,5 - 0,1 25,00" 3,33+0,27 ¢ 0,83
0,5 - 0,2 16,67 ¢ 2,670,729 0,45
Koren
- 1 0 0" 0" 0
- 1 0,1 0" 0" 0
- 1 0,2 46,67 9 2,43+0,49" 1,13
- 05 01 0" 0" 0
- 05 0,2 9,09 1,00+ 0,00 ™ 0,9

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=22-32. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima u okviru iste kolone su statisticki razli¢ite na osnovu FiSerovog
LSD testa (P < 0,05)
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Tabela 4.6. Uticaj regulatora rastenja i tipa eksplantata na regeneraciju adventivnih

pupoljaka kod belog kupusa (linija K7-L).

Srednji broj

Regulatori rastenja  Frekvenca S, Indeks
Eksplantat (mg 17) regeneracije pupoljaka p regeneracije
(RF. %) eksplantatu (IR)
BA KIN IBA , (SBP)*
1 - 0 55,00 f 3,09+037" 1,70
1 - 0,1 65,00 °° 3,77 +0,53 ¢ 2,45
1 - 0,2 58,33 % 2,36 +0,41" 1,38
0,5 - 0,1 65,00 4,08+0,37°¢ 2,65
_ 0,5 - 0,2 45,00 " 457+0,79" 2,06
Kotiledon m |
- 1 0 26,09 1,67 + 0,45 0,44
- 1 0,1 28,00 2,00 + 0,40 0,56
- 1 0,2 15,79 ° 1,33+027™ 0,21
- 05 01 14,29 ° 2,00 + 0,00 0,29
- 05 072 31,25 1,80 +0,72 0,56
1 - 0 41,38 400+0,41°¢ 1,66
1 - 0,1 57,14 ¢ 3,38+0,39° 1,93
1 - 0,2 85,712 3,79+0,34 ¢ 3,25
0,5 - 0,1 66,67 ° 4,85+0,62°2 3,23
_ _ , - 0,2 64,52 ¢ 455+0,80°" 2,94
Hipokaotil -
- 1 0 36,361 2,67 +0,609 0,97
- 1 0,1 60,00 ¢ 400+0,80°¢ 2.40
- 1 0,2 59,09 ¢ 254 +0,49" 1,50
- 05 01 45,00" 278 + 0,58 9 1,25
- 05 02 34,48 3,10+0,82F 1,07
1 - 0 10,00 " 2,00 + 0,00 0,20
1 - 0,1 15,79 ° 2.00 +0,82] 0,32
1 - 0,2 0° 0° 0
0,5 - 0,1 47,379 1,56 + 0,23 0,74
Koren 0,5 - 0,2 46,15 9" 1,67+0,19' 0,77
- 1 0 11,119 1,00 +0,00" 0,11
- 1 0,1 12,50 Pd 2,67 + 0,549 0,33
- 1 0,2 0° 0° 0
- 05 01 0° 0° 0
- 05 072 18,18 " 250+0,35" 0,45

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=22-32. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima u okviru iste kolone su statisticki razli¢ite na osnovu FiSerovog
LSD testa (P < 0,05)
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lako je BA bio najefikasniji citokinin za regeneraciju kod vecine varijeteta, s
druge strane, prisustvo BA u podlogama uzrokovalo je pojavu vitrifikacije pupoljaka u
visokom procentu (preko 50%), posebno kod karfiola i kelja. U cilju smanjenja
vitrifikacije pupoljaka segmenti hipokotila sva Cetiri ispitivana varijeteta B. oleracea
postavljeni su na MS podloge sa 1,0 mg I BA'i 1,0 mg I BA + 0,2 mg I IBA koje su

sadrzale agar u povisenoj koncentraciji 0,8 %.

Tabela 4.7. Uticaj poveéanja koncentracije agara u podlozi sa BA na vitrifikaciju kod
razli¢itih verijeteta B. oleracea.

RR (mg I Agar (% . TP
Varijetet — ( gl Bi . 7g (o g RF (%) SBP V'”'(fo'/ok)ac”a
Lo + 59,09°  354+0,69°2 80,432
_ ' + 7850%  1,90+021°  4520°
Karfiol A A A
+ 76,67 3,09 + 0,37 53,52
10 072 5 A .
+ 67,50 3,00 0,41 46,91
Lo + 7143% 517+0482 75,69 2
_ ' + 75008  4,17+0,54° 69,332
Kelj A A A
+ 85,71 4,79 + 0,57 80,00
10 072 A A .
+ 90,00 4,67 +0,76 51,19
Lo + 57,14°  7.38+0,76°% 69,49 2
Brokoli ' + 6500  250+0,27° 0P
rokKoli
+ 67,74"  6,23+1,00° 59,26 A
10 072 5 5 .
+ 51,16 2,95+ 0,42 0
Lo + 7419%  383+0,51°% 63,64 2
Crveni ’ + 80,00® 3,70+£0,76* 50,802
kupus + 70,00A 500+0834 47,144
10 072 5 5 5
+ 31,25 2,00 + 0,59 30,00
+ 4138% 400+041°2 41,672
_ Lo ' + 3380° 360+0,69°  3520°
Beli kupus A A A
+ 85,71 3,79+0,34 56,04
10 072 A . .
+ 80,00 2,60 +0,23 48,30

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=30. RR - regulatori
rastenja. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima u okviru jednog varijeteta i jedne podloge su
statisti¢ki razli¢ite na osnovu Fiserovog LSD testa (P < 0,05). Velika slova se odnose na razlike
na podlozi sa BA 1,0 mg I"*, a mala na podlozi sa BA 1,0 mg I-1 + IBA 0,2 mg I'™.
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Kao S§to se moze videti na osnovu podataka iz Tabele 4.7, povecanje
koncentracije agara u podlozi dovodilo je do smanjenja vitrifikacije od 6,4% kod kelja,
a kod brokolija je potpuno suzbijena. Medutim, sa druge strane povecanje koncentracije
agara dovodilo je kod nekih varijeteta do smanjenja frekvence regeneracije, a kod svih i
broja pupoljaka regenerisanih po eksplantatu. Najveéi pad RF je zabelezen kod crvenog
kupusa na podlozi sa 1,0 mg It BAP + 0,2 mg I"* IBA, gde je frekvenca regeneraci sa
80% na podlozi sa 0,7% agara, opala na 31,25% na podlozi sa pove¢anom

koncentracijom agara (Tabela 4.7).

4.1.2. UmnoZavanje regenerisanih pupoljaka

Radi umnozavanja regenerisani pupoljci su prebacivani na MS podlogu koja je
sadrzala BA ili KIN u koncentraciji 0 i 1 mg I u kombinaciji sa 0i 0,2 mg I"* IBA. Na
podlogama za multiplikaciju pupoljci su gajeni 4 nedelje nakon ¢ega je utvrdivan broj
novoformiranin pupoljaka. Na podlozi bez regulatora rastenja (MS-0) indeks
multiplikacije (IM) je bio nizak i iznosio je od 0,08 kod crvenog kupusa do 0,5 kod
karfiola (Slika 4.3), Sto je ukazalo na potrebu upotrebe citokinina radi postizanja boljeg
umnozavanja. Na osnovu dobijenih rezultata (Slika 4.3) mozemo zakljuciti da je i u
postupku mikropropagacije primena BA (samostalno ili u kombinaciji sa IBA) imala
bolji efekat na umnozavanje od KIN (IM kod svih varijeteta, izuzev karfiola, je bio
ispod 4,5). Najveéi IM zabeleZeni je kod kelja (12,75) na podlozi sa BA. Kod Kkarfiola i
crvenog kupusa najbolja podloga za umnozavanje pupoljaka je bila MS+1,0 mg 1™ BA +
0,2 mg It IBA, dok su kod kelja, brokolija i belog kupusa najvec¢i IM postignuti na MS
podlozi sa 1,0 mg I'* BA.
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Slika 4.3. Indeks multiplikacije regenerisanih pupoljaka razli¢itih varijeteta B. oleracea.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ standardna greSka; n=30. Vrednosti

oznacene razli¢itim slovima u okviru istog varijeteta su statisticki razli¢ite na osnovu
FiSerovog LSD testa (P <0,05).
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4.1.3. Oziljavanje i aklimatizacija in vitro regenerisaih biljaka

Radi oziljavanja izdanci visine oko 3 cm su prebacivani na MS podlogu sa
dodatkom IBA u koncentraciji 0, 1, 2 ili 4 mg I* i gajeni 3 nedelje. Takode, testiran je i
uticaj dve razlicite koncentracije saharoze (2 i 4%) na proces oziljavanja. Na MS-0
podlogama oziljavanje izdanaka je bilo 100% kod svih varijeteta, izuzev kod karfiola
na podlozi sa 2% saharoze (75%) i kelja na podlozi sa 4% saharoze (85%) (Tabela 4.8).
Dodatak IBA u koncentracijama od 1 i 2 mg I kod veéine varijeteta nije uticao na
procenat oziljenih biljaka, ali je stimulisalo oziljavanje kod karfiola na podlozi sa 2%
saharoze. Dodavanje IBA u koncentraciji od 4 mg I™* dovodilo je do smanjenja procenta
oziljavanja kod svih varijeteta. Kod biljaka karfiola i brokolija je IBA dovodila do
povecanja broja korenova po biljci, ali je u isto vreme uticala na smanjenje duzine
najduzeg korena sem kod karfiola na 2% saharoze i belog kupusa na 4% saharoze
(Tabela 4.8, Slika 4.4a,b). Kod svih varijeteta optimalna podloga za oziljavanje u
pogledu broja korenova i duZine korena, je bila ona sa 1 mg 1 ili 2 mg I"* IBA, zavisno
od koncentracije saharoze u podlozi. Povec¢ana koncentracija saharoze od 4% dovodila
je do pojave malog kalusa u bazi izdanaka, ali nije zapazen znacajan uticaj na procenat

oziljenih biljaka, izuzev kod kelja (Tabela 4.8).

Slika 4.4. Oziljavanje i aklimatizacija in vitro regenerisanih biljaka karfiola na MS
podlogama sa razli¢itim koncentracija IBA (0, 1, 2 i 4 mg ™). Oziljavanje na
podlogama sa 2% saharozom (a); oziljavanje na podlogama sa 4% saharozom (b);
aklimatizovane biljke u uslovima fitokomore stare 4 nedelje (c).
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Tabela 4.8. Uticaj saharoze i IBA na ozZiljavanje izdanaka razliitih varijeteta B.
oleracea, nakon 3 nedelje gajenja na podlozi za oZiljavanje.

Varijetet Saharoza IBA1 Oziljavanje  Broj korenova Duzina korena
(%) (mg 1) (%) po izdanku* (mm)*
0 75° 18,7 +2,3¢ 350+0,8°
204 1 100° 17,0+6,0°¢ 320+55°
2 100 Z 215+1,8 i 37,0+5,7°2
: 4 75 10,0 + 2,5 380+74°
aClile 0 100° 168+1,1°  265+34°
1% 1 1002 345+11° 335+32"
2 1002 330+28"° 240+0,7°
4 60 © 330+14° 250+2,1°%
0 1002 94+23° 474+76°
2% 1 1002 46+09° 38,6 +8,2°
2 1002 10,0+25°? 46,0+ 85"
Keli 4 80 ¢ 90+2,0" 30,3+59°
0 85" 88+17° 57,0+5.2°2
1% 1 60 ¢ 87+29¢ 46,7+6,9°
2 85" 76+16° 444+ 45°
4 80 ¢ 88+19°¢ 295+5,0°
0 1002 12,0+2,8"7 354+15°
206 1 1002 17,8+3,2¢ 342+18%
2 100? 248+3,7° 242+1,7"
Brokoll 4 80° 253+5,4° 19,8+3,8 9
0 1002 13,8+2,7°¢ 50,0 +5,0°
A% 1 1002 17,8+2,8¢ 32,8+3,9¢
2 80° 19,0+2,1°¢ 39,3+50°
4 1002 21,4+29° 26,8 +3,7°
0 1002 240+49° 60,5 +2,5°
204 1 100° 260+1,38"° 36,5+ 4,61
° 2 100 ® 12,0+0,7°¢ 245+18"
Crveni 4 50° 16,0+ 0,7 ¢ 195+1,89
kupus 0 100 ? 285+32° 485+11°
A% 1 100° 16,0+ 0,7 ¢ 47,0+49°
2 100 95+25" 325+74°
4 50° 285+1,8° 410+2,1°¢
0 1002 73+14" 325+30°
204 1 1002 17,0+2,4° 250+2,0°
2 1002 11,0+1,4°9 17,0+26°
Beli kupus 4 75° 120+1,7" 227+19¢
0 1002 250+172° 31,7+1,7°8
A% 1 100? 140+14° 31,3+31%
2 100° 155+ 2,4 ¢ 30,3+2,1°
4 50 © 19,3+0,7° 320+14°

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka; n=20. Vrednosti oznaéene
razli¢itim slovima u okviru iste kolone istog varijeteta su statisticki razli¢ite na osnovu

Fiserovog LSD testa (P < 0,05)
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Oziljene biljke su nakon spiranja hranjive podloge zasadene u sterilni supstrat
(Slika 4.4 c). Pokazalo se da uspesno oziljavanje (ako se posmatra broj i duzina korena)
nije bilo uvek u korelaciji sa uspe$Snom aklimatizacijom. Rezultati su pokazali da
povecan sadrzaja saharoze u podlozi za oziljavanje ima pozitivan efekat na
aklimatizaciju, jer je u proseku preko 50% biljaka oziljenih na podlozi sa 4% saharoze
uspesno aklimatizovano u poredenju sa 30% aklimatizovanih biljaka oziljenih na

podlogama sa 2% saharoze (Slika 4.5).

Sy -1 o0
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o
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20 - 0 4% saharoza
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karfiol brokoli kel crveni  beli
kupus  kupus
Varijetet

Slika 4.5. Procenat aklimatizacije biljaka razli¢itih varijeteta B. oleracea oziljenih na
podlogama sa 2% i 4% saharoze. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost *
standardna greska; n=12. Vrednosti oznacCene razli¢itim slovima u okviru istog
varijeteta su statisticki razli¢ite na osnovu FiSerovog LSD testa (P < 0,05).

4.2. USPOSTAVLJIANJE SOMATSKE EMBRIOGENEZE 1Z NEZRELIH ZIGOTSKIH
EMBRIONA

4.2.1. In vitro indukcija somatske embriogeneze

Nezreli zigotski embrioni karfiola (var. Rasa) i belog kupusa (linija K7-L)
koris¢eni su za indukciju somatske embriogeneze. Na osnovu veli¢ine zigotski embrioni
su bili podeljeni u tri grupe: rani kotiledonarni (RK) (1,5 mm), kotiledonarni (K) (1,8
mm) i kasni kotiledonarni (KK) (3,0 mm) (Slika 4.6 a,b,c).
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Slika 4.6. Nezreli zigotski embrioni razli¢itog stadijuma razvica: rani kotiledonarni (a),
kotiledonarni (b) i kasni kotiledonarni (c).

Nezreli zigotski embrioni, postavljeni su na B5 podlogu bez regulatora rastenja
(B5-0) ili sa 1 mg I"* 2,4-D, (B5-D). Na B5-0 podlozi u toku prve tri nedelje gajenja
embrioni su rasli formiraju¢i klijance duzine 1,5-3,0 cm, a ve¢ nakon 15-20 dana
inkubacije na B5-0 primeéena je pojava somatskih embriona (SE) direktno na
hipokotilu, bez formiranja kalusa. Brojni SE su bili vidljivi uglavhom na donjem delu
hipokotila, blizu korena (Slika 4.7 a) ili rede na sredini hipokotila (Slika 4.7 b). Proces
je bio asinhron, pa su se istovremeno na jednom eksplantatu mogli videti somatski
embrioni razliitih stadijuma razvica (Slika 4.7 d-f). Nakon cetiri nedelje gajenja, jasno
su bili vidljivi brojni somatski embrioni u kotiledonarnom stadijumu razvi¢a. Oni su
nezno odvajani od eksplantata i postavljani horizontalno na MS-0 podlogu radi
inicijacije sekundarne somatske embriogeneze.

Nezreli zigotski embrioni gajeni na B5-D podlozi, nisu rasli u duzinu ve¢ su
samo zadebljavali, posebno u regionu hipokotila (Slika 4.7 c). Nakon tri do Cetiri
nedelje gajenja na ovoj podlozi kotiledoni nezrelih embriona su postajali neravni i na
njihovoj povrsini su se javljale protuberance od kojih su neke kasnije okarakterisane kao
somatski embrioni (Slika 4.7 c). Ovi SE su ¢esto bili medusobno spojeni i bilo ih je jako
tesko razdvojiti. Nakon prenosa na MS-0 podlogu razvijali su se isto kao i embrioni koji

su bili indukovani na B5-0 podlozi.
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Slika 4.7. Somatska embriogeneza kod karfiola i kupusa. Somatski embrioni (strelice)
direktno formirani na donjem delu hipokotila zigotskog embriona kupusa nakon 16 dana
gajenja na B5-0 podlozi, bar =1 mm (a). Somatski embrioni formirani na srednjem delu
hipokotila zigotskog embriona karfiola nakon 15 dana gajenja na B5-0 podlozi, bar = 2
mm (b). Grupa somatskih embriona formirana na kotiledonu zigotskog embriona
kupusa nakon 21 dana gajenja na B5-D podlozi, bar = 2 mm (c). Somatski embrioni
kupusa u razli¢itim stadijumima razviéa, globularni (d), srcasti (), kotiledonarni (f), bar
=1 mm.

Somatski embrioni, koji su se obrazovali na hipokotilima zigotskih embriona
gajenim na B5-0 podlozi, formirani su iz ¢elija subepidermalnog sloja hipokotila. Ovi
regioni mogli su da se prepoznaju po ¢elijama sa jasno izraZzenim jedrom, gustom
citoplazmom i intenzivnoj ¢elijskoj deobi (Slika 4.8 a). Antiklinalne i periklinalne
deobe celija su rezultirale formiranje globularnih SE (Slika 4.8 b). Nije dolazilo do
formiranja kalusa i globularni embrioni su se formirali direktno iz tkiva hipokotila.
Dalja diferencijacija globularnin embriona vodila je pojavi torpedo, srcastog i
kotiledonarnog stadijuma razvi¢a (Slika 4.8 c¢). Pojedini SE indukovani dublje u
eksplantatu (materinskom tkivu nezrelog zigotskog embriona) su na povrsinu izlazili
korenom dok su kotiledonima bili vezani za eksplantat (Slika 4.8 d). Nije bilo
vaskularne veze izmedu materinskog tkiva 1 novonastalth SE. U finalnoj fazi
diferencijacije kotiledonarni embrioni su imali jasno izraZzenu polarnost i pokazavali su

zacetke vaskularizacije (Slika 4.8 e i f).
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Slika 4.8. Razvi¢e somatskih embriona na B5-O podlozi kod karfiola i kupusa.
Embriogene ¢elije sa gustom citoplazmom i istaknutim jedrom u fazi deobe (strelice),
bar = 100 um (a). Pocetak formiranja globularnih SE (strelice) u meristemskoj zoni, bar
= 200 pum (b). Razli¢iti stadijumi razvi¢a somatskih embriona karfiola - globularni (g),
izduzeni torpedo (elt) i rani kotiledonarni stupanj (eac), bar = 200 um) (c). SE karfiola
koji izrasta iz materinskog tkiva korenom, bar = 200 um (d). SE karfiola (e) i kupusa (f)
u fazi klijanja, sa izraZenim kotiledonima (cp), primarnim korenom (rp) i zacecima
vaskularnih elemenata (vt), bar = 200 um (e-f).
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Uspesnost somatske embriogeneze belog kupusa i karfiola iz nezrelih zigotskih
embriona prikazana je u Tabeli 4.9.

Tabela 4.9. In vitro indukcija somatske embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona u
razli¢itim stadijumima razvic¢a kod dva varijeteta B.oleracea, nakon 4 nedelje gajenja na
induktivnoj podlozi.

Tretman
Varijetet Stadijum Indukeiona £ )\ enca Srednji broj SR 22
B. oleracea  zjgotskog Brjg (jrlggi indukcije SE  SE/eksplantatu fgrrnnglrzgﬂ{ae
embriona p g1t (sB8)” (KFE)
RK 0 78,57 F 9,50 + 0,92 © 7,46
1 67,85 ° 3,90 +0,49° 2,64
Karfiol K 0 88,46 ’; 13,48 + 2,022 11,92
1 60,00 2,33+ 0,50 1,40
KK 0 57,14 ° 11,13+2,12 8 6,36
1 48,28 2,64+048°F 1,28
RK 0 76,00 " 13,44 +1,36° 10,21
1 70,00 ° 8,26+ 0,76 ¢ 5,78
Kupus K 0 89,65 ° 1315+1,43° 11,79
1 69,23 " 12,33 +1,19° 8,54
KK 0 56,52 4,88 0,90 ° 2,76
1 53,33°¢ 3,53+0,51° 1,88

“RK - rani kotiledonarni, K - kotiledonarni, KK - kasni kotiledonarni stadijum razvica
“Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n=30.

Vrednosti oznaene razli¢itim slovima u okviru svake kolone istog varijeteta su
statisti¢ki razli¢ite na osnovu FiSerovog LSD testa (P < 0,05), velika slova se odnose na
karfiol, a mala na kupus.

Kod karfiola i kupusa frekvenca somatske embriogeneze je bila relativno visoka
I varirala je od 48,28% do 88,46% kod karfiola i od 53,33% do 89,60% kod kupusa
(Tabela 4.9).

ANOVA analiza je pokazala da su stadijum razvi¢a zigotskih embriona i
prisustvo/odsustvo 1 mg I 2,4-D u indukcionoj podlozi faktori koji znacajno uti¢u na
frekvencu somatske embriogeneze i srednji broj somatskih embriona po eksplantatu.
Oba varijeteta imala su slican odgovor na istim tretmanima $to znai da je najvisa

frekvenca indukcije somatske embriogeneze je postignuta na zigotskim embrionima u K
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stadijumu razvi¢a gajenim na B5-0 podlozi (Tabela 4.9), a u kasnijem KK stadijumu
razvica je opadala kod oba varijeteta.

Zigotski embrioni na niZzim stupnjevima razvi¢a (RK i K) su produkovali vise
SE po eksplantatu u odnosu na kasnije KK embrione. Najve¢i srednji broj SE po
eksplantatu je postignut na RK i K embrionima kupusa gajenim na B5-0 podlozi (13,44
odnosno 13,15), dok je kod karfiola najveci broj SE regenerisan na istoj podlozi iz K
embriona (13,48) (Tabela 4.9).

Suprotno ocekivanju, dodatak 2,4-D u indukcionu B5 podlogu redukovao je
kako frekvencu somatske embriogeneze, tako i broj SE po eksplantatu kod oba
varijeteta. Negativni uticaj bio je vec¢i kod karfiola kod koga je broj produkovanih SE po
eksplantatu bio za 3-6 puta manji u poredenju sa podlogom bez 2,4-D.

KFE indeks, koji kombinuje frekvencu somatske embriogeneze i srednji broj SE
po eksplantatu, ukazuje da je najbolji SE odgovor postignut na K embrionima gajenim
na B5-0 podlozi kod oba varijeteta, karfiola (11,95) i kupusa (11,84) (Tabela 4.9).
Zigotski embrioni na starijem KK stadijumu razvi¢a u proseku su pokazivali nizi KFE
bez obzira na indukcionu podlogu. Najmanje vrednosti KFE su ostvarene kada su

zigotski embrioni nezavisno od stadijuma razvi¢a gajeni na B5-D podlozi (Tabela 4.9).

4.2.2. In vitro indukcija sekundarne somatske embriogeneze

SE u kotiledonarnom stadijumu razvoja su nezno odvajani od eksplantata i
postavljani horizontalno na MS-0 podlogu radi inicijacije sekundarne somatske
embriogeneze. Nakon 15 dana gajenja na MS-0 podlozi globularni sekundarni somatski
embrioni (SSE) su se formirali direktnom regeneracijom na povrsini hipokotila SE
(Slika 4.9 a) i u naredne dve nedelje diferencirali u naprednije stupnjeve embriogenog
razvoja (Slika 4.9 b-d). SSE su bili prislonjeni uz povrsinu materinskog tkiva (Slika 4.9

d) i Cesto su se spontano odvajali nastavljajuci individualno svoj razvoj (sl 4.9 e).
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Slika 4.9. Sekundarna somatska embriogeneza kod karfiola i kupusa. SEM fotografije
prikazuju globularni sekundarni somatski embrion (SSE) karfiola (a) i kotiledonarni
SSE kupusa (b) koji su formirani na povrsini hipokotila somatskog embriona. SSE u
razli¢itim stadijumima razvi¢a formirani asinhrono na hipokotilima somatskih embriona
kupusa, bar = 1 mm (c,d). Individualni proklijali SSE kupusa spontano odvojen od
materinskog tkiva SE, bar =1 mm (e).

Prilikom praéenja regeneracije SSE vodilo se racuna o poreklu eksplantata (SE)
i podlozi na kojoj su dobijeni. Rezultati su pokazali da je na potencijal za sekundarnu
somatsku embriogenezu nije uticalo poreklo SE dok se negativan uticaj 2,4-D preneo i
na proces sekundarne somatske embriogeneze. Najve¢i embriogeni potencijal
pokazivali su SE indukovani na B5-0 podlogama kod kojih je frekvenca indukcije
sekundarne somatske embriogeneze bila iznad 80% kod oba varijeteta. Medutim, srednji
broj SSE po eksplantatu bio je veci kod kupusa sa maksimumom od 13,23 nego kod

karfiola ¢iji maksimum iznosi 5,23. (Tabela 4.10).
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Tabela 4.10. In vitro indukcija sekundarne somatske embriogeneze na MS-0 podlozi iz
SE Karfiola i kupusa indukovanih u razli¢itim tretmanima, nakon 4 nedelje gajenja na
MS hranljivoj podlozi.

Indukcioni SE tretman

Varijetet i
B J Stadijum In((jjlljkcmlga Frekvenca Srednii broi SSE Kapacitet za
leracea  Zigotskog  P° 20 gaD > indukcije /reknj II 9525 formiranje
0 % - **
embriona ng [ SSE” (%) exsplantall goF (KFSSE)
Karfiol RK 0 88,37 % 3,11 +0,20 P 2,74
1 60,00 © 3,39+ 0,41 B¢ 2,03
K 0 87,50 A 523+0,294 4,58
1 3159F 2,17+048F 0,68
KK 0 81,258 3,69+052°8 3,00
1 41,28 ° 271+0,75° 1,12
RK 0 88,33 2 5,37 +0,48 ° 4,74
Kupus b c
1 72,72 5,59 + 0,80 4,06
K 0 89,36 2 13,23 +0,952 11,82
1 72,00 " 6,68+ 033" 4,81
KK 0 - - -
1 - - -

"RK-rani kotiledonarni, K-kotiledonarni, KK-kasni kotiledonarni stadijum razvica
nezrelog zigotskog embriona

""SSE-sekundarni somatski embrion

““Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska; n= 30.

Vrednosti oznacene razli¢itim slovima u okviru svake kolone istog varijeteta su
statisticki razli¢ite na osnovu Fiserovog LSD testa (P < 0,05). Velika slova se odnose na
karfiol, a mala na kupus.

4.2.3. Uspostavljanje repetitivne somatske embriogeneze

Direktna sekundarna somatska embriogeneza se odvijala ciklicno sa
novoformiranim somatskim embrionima koji su davali slede¢u generaciju SSE. Proces
je uspesno odrzavan 10 ciklusa (oko 10 meseci).

Nakon cetiri nedelje gajenja na MS-0 podlozi (prvi ciklus), SSE kupusa i
karfiola su pokazivali visok potencijal za sekundarnu somatsku embriogenezu (83,3% i
87,5%) i u ovom ciklusu nije bilo razlike u potencijalu za SSE izmedu dva varijeteta
(Slika 4.10 a). Medutim, frekenca indukcije SSE je opadala sa ciklusima gajenja na istoj
podlozi da bi pad posebno bio izrazen nakon osmog ciklusa. Nakon 10 ciklusa,

potencijal za formiranje SSE je iznosio 51,0% kod karfiola i 34,2% kod kupusa (Slika
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4.10 a). Izuzev prvog ciklusa, u slede¢im ciklusima bilo je znacajnih razlika u frekvenci

indukcije SSE izmedu varijeteta; opadanje je bilo izrazenije kod kupusa u odnosu na

karfiol.
a
100 87.54 —a— karfiol
90 -
= 80 -
= 70
60
S 50 -
2 40
< 30
Ll
= 20 -
10
0 . .
i viii ix X
broj pasaza
b}'{
7 —+—karfiol
_*: 71 —e—kupus
E
S5 -
cr 3.56 ¢
2 3 ;
# 2,07¢
.§ 2 _ —®
= 1 -
0 : ;
i viii ix X
broj pasaza

Slika 4.10. Repetitivna sekundarna somatska embriogeneza kod karfiola i kupusa.
Frekvenca SSE (a); srednji broj sekundarnih embriona po eksplantatu (b). Prenosenje na
svezu MS-0 podlogu vrSeno je svake 4 nedelje. *Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna greska; n=30. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima u okviru
istog varijeteta su statisti¢ki razli¢ite na osnovu FiSerovog LSD testa (P < 0,05). Velika

slova se odnose na karfiol, a mala na kupus.

Srednji broj SSE po eksplantatu pokazuje slican trend opadanja sa brojem
ciklusima sekundarne somatske embriogeneze. Kod kupusa srednji broja SSE po
eksplantatu opada sa 7,3 u prvom na 5,7 nakon osmog ciklusa, a na kraju desetog je
2,07 (Slika 4.10 b). Nasuprot tome, kod karfiola je broj produkovanih SSE do osmog

ciklusa raste dostizué¢i maksimalnu vrednost od 6,95, a zatim naglo opada i posle 10

ciklusa iznosi 3,6 (Slika 4.10 b).
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4.2.4. Rastenje i razvice in vitro formiranih somatskih embriona

SSE su se nakon izolacije i1 vertikalnog postavljanja na MS podlogu bez ili sa
BA ili KIN (1 mg 1) brzo razvijali u mlade biljke. ANOVA je pokazala da je sastav
podloge faktor koji je znaCajno uticao na konverziju SSE u biljke. Nakon prenosa
embriona na MS podlogu bez citokinina, 20% SSE kupusa i 55% SSE karfiola se
spontano razvilo u mlade zdrave biljke. Prisustvo BA ili KIN u podlozi povecalo je
procenat konverzije SSE u biljke na 55,5% kod kupusa i 78,6% kod karfiola (Slika
4.11), kao i kvalitet regenerisanih biljaka, koje su imale 2-3 razvijena lista i razvijen

korenov sistem.

90 - _
78,6
fg | 66,7° =
~ 7] 55 I a
£ 60 - T 2 55°
= 50 - i
s
2 40 Okarfiol
S 30 - b
“.2 X 20 B kupus
20 -
10 | -
0 . |
MS MS + MS +
1 mgl-1 BA Img1-1 KIN
podloga

Slika 4.11. Konverzija sekundarnih somatskih embriona u biljke na MS podlozi bez ili
sa citokininima, nakon 4 nedelje gajenja na hranljivoj podlozi. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska; n=20. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima
u okviru istog varijeteta su statisticki razliite na osnovu FiSerovog LSD testa (P <
0,05). Velika slova se odnose na karfiol, a mala na kupus.

4.2.5. Aklimatizacija biljaka regenerisanih iz somatskih embriona

Biljke dobijene konverzijom sekundarnih somatskih embriona su uspeSno
aklimatizovane u plasteniku (preko 80%). Aklimatizovane biljke su nastavile da rastu,
vernalizovale su tokom zime i procvetale u aprilu naredne godine (Slika 4.12 a i c).
Nakon ru¢nog oprasivanja biljke su razvijale ljuske sa semenom (Slika 4.12 b). Biljke

su bile zdrave i morfoloski identi¢ne donorskoj (roditeljskoj) biljci.
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Slika 4.12. Aklimatizovane biljke dobijene iz sekundarnih somatskih embriona karfiola
i kupusa. Biljka kupusa u fazi cvetanja (a) i sa razvijenim ljuskama (b). Procvetala
biljka karfiola (c).

4.2.6. Geneticke stabilnosti biljaka regenerisanih iz sekundarnih somatskih

embriona

Geneticka stabilnost regeneranata dobijenih sekundarnom somatskom
embriogenezom je potvrdena RAPD-PCR tehnikom. Od deset analiziranih RAPD
prajmera, pet je davalo ponovljivi profil traka i oni su koris¢eni za dalje PCR analize.
Svaki prajmer je generisao jedinstvene produkte amplifikacije veli¢ine od 700 bp do
3000 bp, a ukupan broj detektovanih traka je iznosio 21 (Tabela 4.11). Broj traka se
kretao od dve (BO1) do sedam (B03), sa proseCanim brojem traka po prajmeru od 4.2.
Na slici 4.13 je prikazan profil traka roditeljske biljke karfiola i biljaka regeneranata

dobijen pomocu B0O3 prajmera.

Tabela 4.11. RAPD analiza geneti¢ke stabilnosti biljaka regenerisanih iz sekundarnih
somatskih embriona i broj dobijenih amplikona po prajmeru.

Opseg velicine produkata

Prajmer Broj traka (bp)
BO1 2 1031-3000
B03 7 700-3000
B05 6 900-3000
Cco1 3 1200-2000
CO05 3 1500-3000
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BMR12 34 567 8910

Slika 4.13. RAPD-PCR profil biljaka karfiola dobijen kori§¢enjem BO03 prajmera. B:
blank; M: DNK standard (100 bp Plus DNA ladder, Fermentas); R: roditeljska biljka; 1-
10: biljke regenerisane iz sekundarnih somatskih embriona.

4.3. GENETICKA TRANSFORMACIJA POMOCU A. tumefaciens

4.3.1. Selektivna koncentracija fosfinotricina (PPT)

Radi odredivanja koncentracije selektivnog agensa PPT-a, koja ¢e se
primenjivati posle transformacije za razdvajanje transformisanig tkiva od
netransformisanog, uraden je test osetljivosti eksplantata (hipokotila i SE) prema
razli¢itim koncentracijama PPT-a. Eksplantati su gajeni na odgovaraju¢im podlogama
za regeneraciju (poglavlje 3.4.3) sa dodatkom rastucih koncentracija PPT (1, 2, 3,415
mg I™"). Dobijeni rezultati uporedivani su sa kontrolnim segmentima hipokotila i
somatskim embrionima gajenim na hranljivoj podlozi koja nije sadrzala PPT (Tabela
4.12). Procenat regeneracija kao i broj pupoljaka po eksplantatu su se smanjivali sa
porastom koncentracije PPT-a (Tabela 4.12). Nakon 4 nedelje gajenja, do nekroze
eksplantata i potpune inhibicije regeneracije dolazilo je kod hipokotila gajenih na
podlogama sa 5 mg I PPT-a i kod SE gajenih na 3 mg I™* PPT-a (Tabela 4.12, Slika
4.14), tako da su za selekciju transformisanog tkiva, u zavisnosti od tipa eksplantata koji

je koris¢en za transformaciju, upotrebljene ove dve koncentracije PPT-a.
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Tabela 4.12. Uticaj razli¢itih koncentracija PPT-a na regenerativni kapacitet eksplantata
hipokotila i SE karfiola, nakon 4 nedelje gajenja na selektivnoj podlozi.

Broj regenerisanih

. PPT (mg Frekvenca .
Tip eksplantata -1 o pupoljaka po IR
) regeneracije (%) eksplantatu *
0 86,67~ 5,06+ 0,344 4,39
1 80,00 B 3,78+0721°8 3,02
_ _ 2 63,33 2.80+0,38° 1,77
Hipokotil b b
3 53,33 2,07 +£0,18 1,1
4 23,33F 157+0,19F 0,37
5 oF oF 0
0 72,222 3,13 +0,262 2.26
Somatski 1 55,56 ° 1,56 +0,22° 0,87
embrioni 2 22,22°¢ 1,15+0,22°¢ 0,26
3 0¢ 0¢ 0

*Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (n=30). Vrednosti
obelezene razli¢itim slovima u okviru jedne kolone i istog tipa eksplantata su statisticki
znacajno razli¢ite za P < 0,05, $to je utvrdeno primenom LSD testa. Velika slova se
odnose na hipokotile, a mala na somatske embrione.
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Slika 4.14. Odredivanje selektivne koncentracije PPT-a. Segmenti hipokotila (a) i
SE (b) gajfni 4 nedelje na regenerativnoj MS podlozi sa rastu¢om koncentracijom PPT
(0-5mg 7).

4.3.2. Geneticka transformacija Kkarfiola pomocu A.tumefaciens
EHA101(pSHX004)

Segmenti hipokotila, izolovani sa klijanaca karfiola starih 8 dana, kao i somatski
embrioni u kotiledonarnom stadijumu razvoja, dobijeni u toku procesa repetitivna
somatske embriogeneze, predkultivisani su 4 dana na odgovaraju¢im regenerativnim
podlogama (Materijal i metode, poglavlje 3.3.4) nakon Cega su inokulirani sa A.
tumefaciens EHA101(pSHX004) i postavljeni na istu podlogu sa ili bez acetosiringona

(AS) i obavezno prisustvo cefotaksima radi dekontaminacije eksplantata. Potencijalno
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,»Cisti,, eksplantati osam dana nakon inokulacije su preneseni na podloge istog sastava uz
dodatak PPT-a u odgovaraju¢im koncentracijama. Praceno je prezivljavanje eksplantata
na selektivnim podlogama, kao i uticaj AS na efikasnost transformacije. Tokom prve
dve nedelje gajenja eksplantati su se izduzivali i zadebljavali, 1 dok su na kraju ovog
perioda uocavani prvi znaci regeneracije na kontrolnim neinokulisanim eksplantatima
na podlozi bez PPT-a, na inokulisanim eksplantatima do regeneracije dolazilo 2 nedelje
kasnije (Slika 4.15). Odmah po uodavanju zaletaka regeneracije na neinokulisanim
eksplantatima, hipokotili i SE su prebacivani na selektivne podloge koje su sadrzale 5
odnosno 3 mg I PPT-a, respektivno. Kontrolni eksplantati postavljeni na selektivnu
podlogu nisu regenerisali pupoljke i podlegli su nekrozi u toku prve dve nedelje gajenja.
Kod inokulisanih eksplantata nekrozi je podleglo 25% odnosno 49,17% u zavisnosti od

prisustva ili odsustva AS.

PSHX004

Slika 4.15. Selekcija pupoljaka transformisanih sa EHA101(pSHX004) koji se
regenerisani na eksplantatima hipokotila (a) i somatskim embrionima (b) nakon 4
nedelje gajenja na MS podlozi za regeneraciju sa dodatkom 5 mg I PPT-a kod
hipokotila (a) odnosno 3 mg I* PPT-a kod SE (b). nt - kontrolni neinokulisani
eksplantati.
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Kontrolni neinokulisani eksplantati hipokotila gajeni na regenerativnom MS
medjumu bez PPT-a normalno su se razvijali i regenerisali pupoljke u visokom procentu
(72%), sa prosecno 3,25 pupoljaka po eksplantatu (Tabela 4.13). Medutim kod
inokulisanih hipokotila koji su gajeni na medijumu sa PPT-om zapazeno je smanjenje
frekvence regeneracije (35,75%) i prose¢nog broja pupoljaka po eksplantatu (2,68)
(Tabela 4.13).

Kod somatskih embriona, inokulacija sa EHA101(pSHX004) takode je izazvala
smanjenje frekvence regeneracije za 13-16% u poredenju sa kontrolnim neinokulisanim
eksplantatima. Medutim prosecan broj regeneresinih pupoljka po eksplantatu je bio
veci kod inokuliranih SE i zavisio od prisustva (1,68) ili odsustva (1,48) AS u podlozi
(Tabela 4.13).

Potencijalno transformisani pupoljci, regenerisani iz oba tipa eksplantata, su
dalje gajeni na selektivnoj regenerativnoj podlozi sa PPT-om. Nakon dva ciklusa
selekcije prezivela su ukupno 22 izdanka (po 11 od oba tipa inokuliranih eksplantata,
Tabela 4.13) koji su prebaceni na podloge za multiplikaciju. Svaki izdanak je tretiran
kao zasebna potencijalno transformisana linija.

Upotreba AS je znaCajno povecala efikasnost transformacije kod oba tipa
eksplantata u odnosu na tretman bez AS i to: sa 0,83% na 2,5% kod hipokotila i sa 0%
na 7,33% kod SE (Tabela 4.13).
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Tabela 4.13. Transformacija karfiola (B. oleracea var. botrytis) pomoc¢u A. tumefaciens EHA101(pSHX004).

Ti Broj Preziveli Frekvenca Srednji broj bNaI:I;éF'Q Efikasnost
eks Ia%tata Tretman  AS inokulisanih eksplantati regenergcije pupoljaka po ozitivni transformgcije
P eksplantata (%) (%) eksplantatu P . %
izdanci
EHA101 - 120 50,83 © 30,83 ° 2,68+0,21° 18 0,83°
Hipokotili ~ (pSHX004)  + 400 75,00 ® 35,75 ° 2,46 +0,42° 104 2,54
Kontrola - 100 98,00 72,004 3,25+0,36 " - -
EHA101 - 120 61,67° 45,67° 1,48 +0,35° 0° 0°
Somatski b b
brion (pSHX004) + 150 70,00 48,67 1,68 +0,12° 11° 7,332
emporioni
Kontrola - 60 89,17° 61,67° 1,13 +0,09 - -

:*Frekvenca regeneracije = br. eksplantata sa regeneracijom / br. inokulisanih eksplantata x 100
Srednji broj pupoljaka po eksplantatu = ukupan br. regenerisanih pupoljaka / br. regenerativnih eksplantata. Rezultati su prikazani kao

srednja vrednost + standardna greska; n= 60-400.

" Efikasnost transformacije = br. PCR pozitivnih izdanaka / br. inokulisanih eksplantata x 100
Razlicita slova u okviru jedne kolone istog tipa eksplantata ukazuju na statisticki zna¢ajne razlike prema LSD testu (P < 0,05). Velika slova

se odnose na hipokotile, a mala na somatske embrione.
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4.3.2.1. Hlorofenol-crveno reakcija

Inicijalni skrining potencijalno transformisanih izdanaka izvrSen je pomocu
hlorofenol-crveno (HFC) reakcije. HFC je pH indikator koji rastvoru ¢ija je pH vrednost
6,0 daje tamno crvenu boju. U prisustvu PPT-a u rastvoru, transformisano biljno tkivo,
kao otporno prema PPT-u, ostaje zdravo i funkcionalno i svojom metabolickom
aktivnos$¢u izaziva acidifikaciju podloge i promenu njene boje iz crvene u Zutu.
Netransformisano tkivo neotporno prema PPT-u propada usled ¢ega dolazi do
akumulacije amonijum jona u rastvoru koji povecava njegovu pH vrednost i izaziva

promenu boje u ljubicastu. Promena boje podloge iz crvene u zutu je detektovana nakon

3-4 dana kod svih testiranih potencijalno transformisanih linija (Slika 4.16).

Slika 4.16. Hlorofenol-crveno reakcija. B: blank; NT: kontrolno, netransformisano
tkivo; 1-18: tkivo potencijalno transformisanih linija.

4.3.2.2. UmnoZavanje transformisanih izdanaka in vitro

Od 21 potencijalno transformisane linije, uspesno je umnozeno 18 linija (linije
To-L1-To-L8 dobijene transformacijom hipokotila i linije To-L9-T,-L18 dobijene
transformacijom SE), dok su 3 linije izgubljene usled gljivicne kontaminacije. Linije su
umnozavane na MS podlogama bez selektivnog agensa PPT-a, a koje su sadrzale BA ili
KIN u koncentraciji 0 i 1 mg I u kombinaciji sa 0 i 0,2 mg I'* IBA. ANOVA je
pokazala da su se transformisane linijje medusobno razlikovale u kapacitetu za
umnozavanje kao i da je kod svake linije indeks multiplikacije zavisio od hormonskog
sastava podloge. Na podlozi bez regulatora rastenja (MS-0) ili nije bilo umnozavanja ili
je indeks multiplikacije bio nizak (0,08 kod linije To-L14) dok je kod kontrole bio 0,5
(Slika 4.17). To je ukazalo na potrebu ukljucivanja citokinina radi postizanja boljeg
umnoZavanja. Najbolje umnoZavanje veéine linija postignuto je na podlozi sa 1,0 mg I*
BA + 0,2 mg I IBA (od 3,5 kod linije To-L5 do 7,4 kod linije To-L17) (Slika 4.17).

Ipak i na ovoj podlozi, kapacitet za umnoZzavanje transformisanih linija je bio znacajno
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ispod kapaciteta za umnozavanje kontrolnih netransformisanih biljaka (za 35% kod
linije To-L17 do 87% kod linije To-L6) (Slika 4.17).

NT la

TO-L1 a

TO-L2 B a
TO-L3 b
TO-L4 2
TO-L5 a
TO-L6 ;
TO-L7 C @
To-L = 5 mMS-0
TO-L9 e a =1.0BA
TOL1) a ® 1.0 BA + 0.2 IBA

TO-L11 '3 = 1.0 KIN

(]
TO-L.12 b 3 ®1.0KIN +0.2 IBA

TO-L13

TO-L14

TO-L15

TO-L16

TO-L17

TO-L18

0 2 4 6 8 10 12
Indeks multiplikacije

Slika 4.17. Indeks multiplikacije netransformisane (NT) i transformisanih T, linija
karfiola. To-L1-L18: transformisane linije. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost =
standardna greska; n=30. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima u okviru jedne linije su
statisticki razlicite na osnovu Fiserovog LSD testa (P < 0,05).
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4.3.2.3. Morfoloske karakteristike, oZiljavanje i aklimatizacija in vitro

transformisanih izdanaka

Potencijalno transformisani izdanci su radi oziljavanja postavljeni na MS
podlogu sa IBA 1 mg I i 4% saharozom, koja se prethodno pokazala kao najpodesnija
za oziljavanje i aklimatizaciju netransformisanih izdanaka karfiola (poglavlje 4.1.2,
Tabela 4.8). Nakon cetiri nedelje gajenja na ovoj podlozi ocenjivani su oziljavanje i
fenotipske karakteristike biljaka iz razliCitih transformisanih linija. Biljke svih
transformisanih linija su se razlikovale po visini u odnosu na kontrolne netransfomisane
(NT) biljke. Najmanju visinu su imale biljke linija To-L1, To-L4 i To-L15, ¢ija je visina
bila upola manja u odnosu na NT kontrolu, dok su biljke linija To-L11 i To-L12
dostizale visinu vecu u odnosu na NT za 33% (Tabela 4.14). Sve transformisane linije
su se uspesno ozilile na datoj podlozi. Duzina najduzeg korena kod svih transformisanih
linije je bila manja u odnosu na koren kontrolnih NT biljaka, ali je kod cak deset
transformisanih linija srednji broj korenova po biljci bio statistiCki znacajno veéi u
odnosu na NT kontrolu.

Oziljenje transformisane (To) biljke zajedno sa odgovaraju¢im NT kontrolnim
biljkama posadene su sterilni supstrat 1 prenete u staklenik radi aklimatizacije. Vecina
transformisanih linija se uspesno aklimatizovala u stakleniku, izuzev linija To-L6, To-L8
I To-L13 koje su imale slab korenov sistem i kod kojih nije uspeo nijedan pokusaj
aklimatizacije (Slika 4.18). Kod svih transformisanih linija, izuzev linije To-L4 kod koje
su uspeSno aklimatizovale sve biljke, efikasnost aklimatizacije je bila niZza u odnosu na
NT kontrolu kod koje se uspesno aklimatizovalo 95% biljaka. Uprkos tome, visok
procenat aklimatizacije iznad 85% postignut je kod osam transformisanih linija, dok je
kod svega tri linije bio ispod 50%. Najmanja efikasnost aklimatizacije je postignuta kod
linije To-L14 (11,11%) (Slika 4.18).
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Tabela 4.14. Morfoloske karakteristike netransformisane i transformisanih linija (To.
L1-To.L18) nakon 4 nedelja gajenja na MS podlozi za oziljavanje sa IBA 1 mg 1™ i 4%

saharoze.
Linija Visi?r?]rt:qi)ljaka Broj listova B;?%?_lrj?q%?a Duzulizrne?guzeg
iljci (mm)

NT 59,80 + 1,07 5,80 + 0,37 14,60 + 0,75 30,00 £ 0,89
To-L1 29,60 * 1,50* 5,20 £ 0,37 14,00 £ 0,84 17,20 £ 1,16*
To-L2 48,60 £ 1,72* 4,80 £ 0,37 12,40 £0,51* 10,20 £ 0,58*
To-L3 33,20 + 1,20* 4,20 £ 0,37* 15,00 £ 0,71 10,40 + 0,51*
To-L4 29,40 + 1,44* 5,40 £ 0,40 19,20 £ 0,58* 11,20 £+ 0,86*
To-L5 77,00 + 1,64* 4,60 £ 0,24* 15,00 + 1,00 18,40 + 0,68*
To-L6 68,80 + 1,16* 3,80 +0,37* 2,60 +1,12* 5,00 £ 1,34*
To-L7 60,00 £ 0,71 3,80 + 0,20* 14,20 + 0,58 15,00 + 0,63*
To-L8 68,60 + 2,16* 3,80+0,37* 7,60 + 0,51* 10,40 + 0,81*
To-L9 37,60 £ 0,93* 7,20 £ 0,58* 19,80 £ 0,58* 19,40 + 1,36*
To-L10 46,60 + 1,29* 6,00 £ 0,32 14,00 £ 0,71 26,20 £1,07*
To-L11 81,00 + 2,28* 4,00 + 0,45* 23,80+ 0,80* 24,20 +1,28*
To-L12 80,00 + 1,58* 6,00 + 0,45 16,20 + 0,49* 26,60 + 0,75*
To-L13 74,60 £ 1,33* 5,60 + 0,40 3,60 +0,51* 8,40 + 0,51*
To-L14 69,20 £ 0,97* 6,60 + 0,40 10,60 + 0,51* 25,20 + 0,86*
To-L15 29,20 + 0,58* 5,20 + 0,58 19,80 + 0,66* 26,00 + 0,84*
To-L16 45,00 £ 1,82* 4,60 £0,24* 23,80 + 0,66* 22,20 + 0,66*
To-L17 34,40 + 1,69* 4,80 £ 0,37 17,60 + 0,51* 28,00 + 1,70
To-L18 36,20 + 1,85* 6,00 + 0,55 18,80 + 0,58* 27,20 + 1,59

Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti + standardna greska; n=5. NT:
netransformisana kontrola, To-L1 - To-L18: transformisane linije. Zvezdica oznacava
postojanje statisticki znacajne razlike u merenom parametru transformisane biljke u
poredenju sa NT kontrolnom biljkom na osnovu t-testa (P < 0,05).
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Slika 4.18. Procenat aklimatizacije netransformisanih (NT) i transformisanih T, biljaka
karfiola. To-L1-L18: transformisane linije. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
standardna greska; n=12-20. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima su statisti¢ki
razli¢ite na osnovu FiSerovog LSD testa (P < 0,05).

4.3.2.4. Fenotipske karakteristike transformisanih biljaka aklimatizovanih

u stakleniku

Aklimatizovane transformisane T, biljke posadene su u leje u stakleniku (Slika
4.19 a) gde su dalje rasle i razvijale se, formirale cvasti (Slika 4.19 b), vernalizovale
tokom zimskog perioda (Slika 4.19 c), procvetale (Slika 4.19 d) i nakon ru¢nog
samooprasivanja dale seme T; generacije (Slika 4.19 e). Seme sakupljeno sa biljaka Sest
To linija (Te-L9, L10, L15-L18) je isklijavano in vitro i dobijena je T; generacija
biljaka.
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Slika 4.19. Aklimatizovane transformisane T, biljke karfiola u stakleniku (a), izgled
biljke sa razvijenom cvasti nakon Cetiri meseca gajenja u uslovima staklenika (b),
vernalizacija u toku zimskog perioda (c), formirani butoni (d) i formirane ljuske nakon
ru¢nog oprasivanja (e).

Kod Ty biljka 10 transformisanih linija koje su Cetiri meseca gajene u stakleniku
vizuelno nije uoceno prisustvo morfoloSkih abnormalnosti kao $to su na primer patuljast

rast, nepravilni listovi, abnormalne cvasti (Slika 4.19 b i 4.20). Cvasti su bile okruglog,

ujednacenog oblika i dobre zbijenosti kao i cvasti kontrolnih biljaka (Slika 4.20).

| NT T,-L2 NT T,-L2

Slika 4.20. lIzgled zrelih cvasti (a) i popre¢ni presek cvasti (b) netransformisanog
karfiola (NT) i transformisane linije To-L2.

lako su merenja pokazala da su se biljke pojedinih Ty linija razlikovale u odnosu
na NT kontrolu u nekim parametrima rasta koji su generalno imali nesto niZze vrednosti

u dnosu na kontrolu, to nije uslovilo razlike u prinosu izmrdu T i NT biljaka (Tabela

4.15).
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Tabela 4.15. Karakteristike transformisanih linija u poredenju sa kontrolnom netransformisanom linijom (NT) nakon 4 meseca gajenja u

stakleniku.
Linija Visina biljke Masa biljke Broj listova Sirina cvasti Visina cvasti Obim cvasti Masa cvasti
(cm) (kg) (cm) (cm) (cm) (kg)

NT 58,10 + 3,69 4,26 +0.38 34,20 £ 0,51 21,08 £ 0,39 16,10 + 0,40 68,10 + 2.35 1,38 £ 0.01
To-L1 54,66 + 0,86 3,66 = 0,06* 27,60 £ 0,51* 19,26 + 0,51 15,20 £ 0,24 62,52 £ 0,77 1,28 £ 0,03
To-L2 56,86 +2.31  4,33+0,08 32,60+ 1,03 22,10+£0,60 16,78 +0,36 73,30 £1,20 1,36 £ 0,04
To-L3 54,18 + 4,95 4,22 +0,54 28,80 + 2,35* 21,30 £ 0,43 15,18 + 0,16 68,02 + 0,96 1,31+ 0,02
To-L4 61,24 + 0,20 4,40 + 0,31 28,40 + 0,60* 22,02+ 0,44 14,92 + 0,37 70,80 £ 0,78 1,29 £ 0,05
ToL9 60,88 + 0,36 4,15+ 0,15 35,40 £ 0,81 20,24 £ 0,24 16,32 + 0,28 68,34 £ 0,73 1,32 £ 0,02
To-L10 59,56 £ 0,68 3,70 + 0,06* 28,20 £ 0,37* 18,88 +0,21* 15,38+ 0,22 60,26 + 1,92* 1,28 + 0,01
To-L12 48,34 +2,35* 3,80+ 0,04 34,60 £ 1,63 20,36 £ 0,71 16,38 + 0,31 68,46 + 0,36 1,34 £ 0,12
To-L14 59,36 + 0,41 3,80 £ 0,14* 32,20 £ 0,97 18,74 +0,53* 14,32+ 0,62 60,36 + 0,43* 1,27 £0,01
To-L16 49,30+ 1,67* 3,72 +0,05* 29,00 + 0,84* 2259+0,86 15,62 +0,13 60,86 + 1,92* 1,33+ 0,09
To-L17 54,60 + 0,38 4,25+0,11 32,20 £ 0,58 20,48 £ 0,62 14,32 + 0,29 60,74 + 0,24* 1,28 £ 0,03

Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti + standardna greska, n= 5. Zvezdica oznacava postojanje statisticki znacajne razlike u merenom
parametru izmedu transformisane biljke i NT kontrolne biljke na osnovu t-testa (P < 0,05).
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4.3.2.5. Molekularna analiza biljaka transformisanih sa EHA101(pSHX004)
4.3.2.5.1. PCR analiza potencijalno transformisanih linija

PCR analizom genomske DNK izolovane iz potencijalno transformisanih
izdanaka (11 regenerisanih iz hipokotila i 11 regenerisanih iz SE) potvrdeno je prisustvo
produkata amplifikacije oCekivane velic¢ine od 646 bp (NPK1) i 484 bp (bar) kod svih
analiziranih linija kao i kod bakterijske DNK kao pozitivne kontrole i njihovo odsustvo
kod odgovarajucih, netransformisanih kontrolnih uzoraka. Odsustvo amplifikacije
fragmenta od priblizno 390 bp, koji pokriva sekvencu virG gena, potvrdilo je da
analizirane linije nisu kontaminirane agrobakterijom (Slika 4.21).

a
NPK1
646 bp
M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2021 22 NT At B
bar
484 bp
M 1 2 3456 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 NT At B
C
virG
390 bp

Slika 4.21. PCR analiza Ty izdanaka karfiola transformisanih sa EHA101 (pSHX004)
uz koris¢enje NPK1 (a), bar (b) i virG (c) prajmera. M: DNK standard (100 bp DNA
ladder, Fermentas), 1-22: potencijalno transformisane linije, NT: netransformisana
kontrola, At: plazmidna DNK pSHX004 upotrebljena kao pozitivna kontrola za NPK1,
bar i virG, B: blank.

4.3.2.5.2. RT-PCR analiza transformisanih linija

Ekspresija NPK1 i bar gena kod transformisanih linija Ty generacije gajenih in
vitro pokazana je RT-PCR analizom. Potvrdeno je prisustvo produkata amplifikacije
oc¢ekivane velic¢ine od 76 bp (NPK1) i 250 bp (bar) kod svih analiziranih linija kao i kod
plazmidne DNK koris¢ene kao pozitivna kontrola, kao i odsustvo oba gena kod

odgovarajucih, netransformisanih kontrolnih uzoraka (Slika 4.22).
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NPK1
76 bp

MBI1 234567 89101112131415161718NT At

bar
250bp

Slika 4.22. RT-PCR analiza ekspresije NPK1 (a) i bar (b) gena kod T, transformisanih
izdanaka karfiola. M: DNK standard (100 bp DNA ladder, Fermentas), 1-18:
transformisane linije, NT: netransformisana kontrola, At: plazmidna DNK koris¢ena
kao pozitivna kontrola za NPK1 i bar.

4.3.2.5.3. gqPCR analiza transformisanih linija

Nivo ekspresije NPK1, odnosno bar gena u odabranim transformisanim linijama
karfiola To i T; generacije odreden je pomocu qPCR analize. cDNK fragmenti gena
NPKL1 i bar, duzine 76 bp, odnosno 250 bp, amplifikovani su sparivanjem prajmera na
56°C pod standardnim uslovima gqPCR reakcije nakon Cega je specifi¢nost amplifikacije
proverena analizom krive topljenja produkata.

Ujednacena koli¢ina ukupne cDNK u svim uzorcima na pocetku qPCR analize
potvrdena je paralelnom amplifikacijom referentnog gena P0OAc58. Prosean broj
ciklusa qPCR reakcije posle kojih se dostize prag detekcije PoAc58 produkta (Ct
vrednost) bio je ujedna¢en medu svim analiziranim uzorcima izdanaka sa vrednostima

od 33,06 + 0,48 (Slika 4.23 a).
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a b _ PoAcsS

Ct vrednost referentnog gena za
aktin
-
o

NT T0-L2 TO-L11 TO-L12 TO-L14

---------

netransformisanin (NT) izdanaka i T, transformisanih izdanaka (TO-L2, TO-L11, TO-
L12 i TO-L14) (a). Prikazani podaci predstavljaju srednju Ct vrednost + standardna
greska (n=3). Odsustvo statisticki znacajne razlike izmedu Ct vrednosti kod bilo koja
dva uzorka ¢cDNK prema FiSerovom LSD testu (P < 0,05) ukazuje na ujednaceno
prisustvo transkripta aktinskog gena u svim uzorcima. (b) Zbirne krive topljenja
produkata qPCR amplifikacije ¢cDNK izdanaka pomocu prajmera specifinih za
sekvencu aktinskog gena.

Specifi¢nost amplifikacije gena POAC58 pokazana je analizom krive topljenja.
Kod svih analiziranih uzoraka zabeleZen je ujednafen oblik krive i1 jedinstven
maksimum vrednosti —dRn/dT u temperaturnom opsegu od 81-83°C (Slika 4.23 b).

Specifiénost amplifikacije gena NPK1 i bar pokazana je analizom krive
topljenja. Kod svih analiziranih uzoraka zabeleZen je ujednacen oblik krive i jedinstven
maksimum vrednosti —dRn/dT u temperaturnom opsegu od 74-75°C (NPK1) (Slika 4.24
a) i 88-89 °C (bar) (Slika 4.24 b).

=

NPKI b, bar

~dRn/dT

-‘1“:'5
< NN,

Slika 4.24. Zbirne krive topljenja produkata qPCR amplifikacije cDNK izdanaka
kontrolnih (NT) i transformisanih biljaka karfiola pomoc¢u prajmera specificnih za
sekvencu NPK1 (a) i bar (b) gena. Ujednacen oblik krive i polozaj maksimuma
potvrduju specifi¢nost amplifikacije.
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gPCR analiza je uradena kod cetiri odabrane transformisane linije iz generacije
To (To-L2, To-L11, To-L12 i To-L14) i Sest linija iz generacije Ty (T1-L9, T;-L10, T;-
L15-18). Slika 4.25 prikazuje da je broj kopija NPK1 transkripata u izdancima varirao
od 2341 do 1272*10* po ug ukupne RNK, a bar transkripata od 990 do 7180*10% po pg
RNK. Najveci broj kopija NPK1 i bar transkripata detektovan je kod izdanaka linije To-
L2, a najmanji kod linije To-L12. U kontrolnim netransformisanim izdancima (NT) nije

dolazilo do specifi¢ne amplifikacije fragmenata sekvenci NPK1 i bar.

a) b)

T0-14 q—< T0-14

i
T0-12 ] To-12 [
-

To-11 ) To-11

T0-2 To-2

NT NT

1 100 10000 1000000 1 100 10000 1000000
Broj kopija transkripata NPK/ gena Broj kopija transkripata bar gena
/ ng ukupnih RNK / g ukupnih RNK

Slika 4.25. Broj kopija NPK1 (a) i bar (b) transkripata u izdancima T, transformisanih
linija karfiola gajenih in vitro. Koli¢ina transkripta NPK1, odnosno bar prikazana je kao
broj kopija po mikrogramu ukupne RNK. Prikazani podaci predstavljaju srednju
vrednost + standardna greska (n=3). Kod kontrolnih biljaka (NT) nije dolazilo do
specificne amplifikacije fragmenata sekvenci NPK1 i bar.

Kod svih Sest testiranih T; linija, dobijenih iz semena nakon samooplodenja
aklimatizovanih Ty linija, dokazana je ekspresija NPK1 gena. Znacajna ekspresija NPK1
utvrdena je kod dve linije T;-L17 i T1-L18 sa po 13870 i 14400 kopija transkripata po
ug ukupne RNK (Slika 4.26). Najniza ekspresija NPK1 gena je zabelezena kod T1-L16.
U kontrolnim netransformisanim izdancima (NT) nije dolazilo do specificne

amplifikacije fragmenata sekvenci NPK1 (Slika 4.26).
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Slika 4.26. Broj kopija NPK1 transkripata u izdancima T, transformisanih linija karfiola
gajenih in vitro. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + standardna greska
(n=3). Kod kontrolnih biljaka (NT) nije dolazilo do specifi¢ne amplifikacije fragmenata
sekvenci NPK1.

4.3.3. Efekat poviSenih koncentracija NaCl in vitro na transformisane biljke

karfiola

Uticaj razli¢itih koncentracija NaCl (0-400 mM) ispitivan je u preliminarnom
testu sa listovima, izolovanih sa biljaka transformisane linije To-L9, kao i u testu sa
celim pojedina¢no gajenim transfomisanim biljkama in vitro linija To-L11 i To-L14. Na
taj nacin odredena je kriticna koncentracija NaCl koju transformisane biljke mogu da
prezive, a koja je bila toksi¢na za kontrolne netransformisane (NT) biljke. Nakon 5 dana
tretmana na podlozi sa 200 mM NaCl, uocavale su se vidljive razlike u boji listova
kontrolne NT biljke i transformisane To-L9 linije (Slika 4.27 a). Listovi izolovani sa
kontrolne NT biljke su bili svetle zelen zute boje $to je ukazivalo na smanjeni sadrzaj
hlorofila u njima. Na podlozi sa 300 mM NacCl dolazilo je potpunog izbeljivanja listova
NT biljke dok su se kod To-L9 listova zapazale tek pojedinaéne naznake hloroze (Slika
4.27 a). Na 400 mM NaCl hlorofil su izgubili listovi i NT i To-L9 transformisane biljke.

Netransformisane NT biljke gajene in vitro na podlozi sa 100 mM NaCl

pokazivale su umerene simptome stresa koje su se ogledale u vidu hloroze veéih delova
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ili celih pojedinacnih listova. Na podlozi sa 200 mM NaCl, na NT biljkama pored
hloroze zapazena i ozbiljnija oStecenja u vidu nekroze delova ili celih listova, dok je u
prisustvu 300 mM NaCl u hranljivoj podlozi dolazilo do potpunog propadanja biljaka
nakon 7-10 dana. S druge strane, na transformisanim biljkama sporadi¢no su se javljali
znaci nekroze tek na 300 mM NacCl, ali su prezivljavale ovaj tretman (Slika 4.27 b).
Transformisane linije To-L11 i To-L14 su prezivljavale i na podlozi sa 400 mM NacCl
(Slika 4.27 c).

Prikazani rezultati su ukazali na to da su koncentracije manje od 300 mM NacCl,
na kojima i kontrolne NT biljke prezivljavaju, odgovarajuée za postavljanje stres
tretmana radi procene tolerancije transformisanih linija prema povisenoj koncentraciji
NaCl u podlozi in vitro, jer omoguéavaju poredenje odgovora netransformisanih i

transformisanih biljaka.

—,u_ :

Tl T,Ll4 3, T g

Slika 4.27. Efekat rastu¢ih koncentracija NaCl-a (0, 100, 200, 300 i 400 mM) na listove
izolovane netransformisane (NT) i To-L9 transfomisane biljke (a); 4 nedelje stare
netransformisane (NT) i transfomisane biljke (To-L11 i To-L14) gajene 5 dana in vitro
na MS podlozi sa 300 mM NacCl (b) i sa 400 mM NacCl (c).
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4.3.3.1. Rast i morfoloske karakteristike transformisanih biljaka gajenih u

uslovima poveéane koncentracije NaC in vitro

Kod biljaka cetiri transformisane Ty linije (L2, L11, L12 i L14) i
netransformisane kontrole (NT), nakon 7 dana tretmana na MS podlogama koje su
sadrzale NaCl u koncentracijama od 0, 100 i 200 mM, ocenjivane su morfoloske (stepen
osteCenja, parametri rasta, oziljavanje) i fizioloSke promene (sadrzaj hlorofila,
karotenoida, redukovanih Secera, prolina i aktivnost antioksidativnih enzima).

Najpre je izvrSena vizuelna procena stepena oSteCenja na in vitro gajenim
biljkama na nacin koji je opisan u poglavlju 3.4.2.

U prisustvu 100 mM NaCl u hranljivoj podlozi na Ty biljkama doslo je do
pojave hloroze po ivicama pojedinih listova (Slika 4.28 e), dok je kod NT biljaka
hloroza obuhvatala vece delove ili ¢ak ¢itave povrSine listova (Slika 4.28 d). Medutim,
na podlozi sa 200 mM NaCl, na NT biljkama su pored hloroze zapazena i ozbiljnija
oste¢enja u vidu nekroze delova ili celih listova (Slika 4.28 f), dok su oStecenja na
transfomisanim linijama bila umerenog intenziteta u vidu slabe hloroze i sa sporadi¢nim
pojavama nekroze na pojedinim listovima (Slika 4.28 g).

Ocenjivanjem stepena oSteCenja tretiranih biljaka 1 normalizovanjem njihovih
vrednosti u odnosu na one koje su dodeljene netretiranim biljkama (sa podloga bez
NaCl), utvrdeno je da su sve Ty linije imale statist¢ki znacajno nizi stepen oStecenja u
odnosu na NT biljke na oba tretmana (Slika 4.28 a). Dok je na podlozi sa 100 mM NaCl
srednji stepen ostecenja za NT biljke iznosio 0,5, kod svih transformisanih linija ova
ocena se kretala od 0,2 kod L-11 do 0,1 kod To-L14 (Slika 4.28 a). Na podlozi sa 200
mM NaCl najmanji stepen oSteCenja od 0,33 zabelezen je takode kod To-L2 i bio je 2
puta niZi nego kod ostalih transformisanih linija, a ¢ak 3 puta niZi od stepena oSte¢enja

dobijenog kod netransformisanih biljaka.
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Slika 4.28. Ocena tolerantnosti NPK1 transformisanih T, i netransfomisanih (NT)
biljaka karfiola prema povecanoj koncentraciji NaCl u hranjivoj podlozi na osnovu
stepena ostecenja biljaka in vitro. (a) Rezultati procenjenog stepena oStecenja prikazani
su kao srednja vrednost + standardna greska za n=30. Zvezdica predstavlja statisti¢ki
znacajne razlike izmedu Ty linije i NT kontrole u okviru istog tretmana sa NaCl (100
mM ili 200 mM NaCl) na osnovu t-testa (P < 0,05). Reprezentativne slike izgleda
izdanaka NT i To-L2 linije posle 7 dana gajenja na MS podlozi sa 0 mM NaCl (b i e),
100mM (cif)i200mM (di g).

Merenjem porasta sveze mase kod netranformisanih biljaka karfiola nakon 7
dana tretmana na podlozi sa NaCl, uoceno je da umereni stres izazvan prisustvom 100
mM nije doveo do promene porasta mase, ali da je sa povecanjem koncentracije NaCl
na 200 mM doslo do redukcije porasta sveze mase izdanaka (Slika 4.29 a). Dok je
porast sveze mase na podlozi bez ili sa 100 mM NaCl iznosio 85 mg, na podlozi sa 200
mM porast sveze mase je bio 72 mg.

Nasuprot ovome sve Ty biljke su naizgled normalno rasle na podlogama sa obe
primenjene koncentracije NaCl i kod njih je posle 7 dana zabelezen veci porast sveze
mase u odnosu na biljke koje su rasle na podlozi bez NaCl. Sve tranformisane linije
imale su 30- 40% veci porast sveze mase na podlozi sa 100 mM u odnosu na netretirane
biljke iste linije (za linije To-T2, T11, T12 i T14 porast mase netretiranih biljaka je
iznosio 78; 130; 1251 117 mg, dok je na 100 mM porast sveze mase za iste linije bio
96; 183; 159 1 156 mg). I dok je sa povecanjem koncentracije NaCl na 200 mM kod
linije To- L11 porast sveZze mase ostao sliCan onom izmerenom na nizoj koncentraciji,

kod linija To-L12 i To-L14 porast sveze mase se vratio na nivo sli¢an onom kod
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netretiranih biljaka, dok se kod linije To-L2 i na ovoj koncentraciji nastavio trend
povecanja mase (za 128 mg). (Slika 4.29 a).

Nakon 7 dana gajenja na podlogama sa NaCl promene sveze mase svih
transgenih linjja izazvane tretmanima NaCl bile su statisticki znacajno razliite u
odnosu na promene koje su zabeleZene za NT biljke (Slika 4.29 a).

Za razliku od rezultata dobijenih merenjem porasta sveze mase, primeceno je da
je NaCl tretman doveo do smanjenja prirasta visine kako netransformisanih biljka (sa
5,67 mm na podlozi bez NaCl, na 4,32 mm na 100 mM i 3,94 mm na 200 mM), tako i
transformisanih Ty biljaka karfiola (Slika 4.29 b). Kod linija To-L11 i To-L12 prirast
visina netretiranih biljaka je sa 8,57 i 12,17 mm opala na 7,40 i 10,27 mm na 100 mM i
7,331 10,31 mm na 200 mM. Jedino kod linije To-L2 nije doslo do zna¢ajnih promena u
prirastu visine biljaka nakon NaCl tretmana (6,74; 6,87 i 6,51 mm na podlogama sa 0,
100 i 200 mM), dok je za liniju To-14 zabelezen veci prirast u visini na viSoj
koncentracijama (10,46; 8,55 i 10,00 mm na podlogama sa 0, 100 i 200 mM). Ipak, kod
svih transformisanih linija karfiola tretman NaCl doveo je do statisticki znacajno manje

redukcije prirasta visine biljaka (Slika 4.29 b).
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Slika 4.29. Efekti NaCl na porast sveze mase (a) i prirast visine (b) netransformisanih
(NT) 1 transformisanih T, biljaka karfiola. Za svaku liniju vrednosti dobijene na
tretmanu sa NaCl su normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene na podlozi bez
NaCl (= 1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti + standardna greska (n=30).
Zvezdica predstavlja statisticki znacajne razlike izmedu svake transformisane linije i NT
kontrole u okviru istog tretmana na osnovu t-testa (P < 0,05).

Kod svih testiranih linija do oZiljavanja je doslo nakon 3 nedelje gajenja na

podlozi sa 1 mg I"* IBA. Dodavanje NaCl u podlogu produZilo je period do pojave prvih
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korenova na 4 nedelje i uticalo, kako na broj formiranih korenova po izdanku, tako i na
njihovu duzinu (Slika 4.30).

Kod NT biljaka uoceno je znac¢ajno smanjenje broja i duzine korenova nakon
oba tretmana NaCl (100 1 200 mM), a posebno je bilo izrazeno na podlozi sa 200 mM
NaCl. Prisustvo NaCl u koncentraciji od 100 mM kod ovih biljaka dovelo je do
smanjenja broja korenova od oko 50% (10,5 korenova u odnosu na 20,5 korenova kod
netretiranih biljaka) 1 duzine najduzeg korena od 35% (13 mm u odnosu na 20 mm kod
netretiranih biljaka). Na tretmanu sa 200 mM NaCl srednji broj korenova po biljci i
dalje se smanjivao u odnosu na tretman bez NaCl za ¢ak 98% (0,5), a njihova duzina u
proseku je iznosila svega 2 mm.

Kod Ty biljaka NaCl teretman je takode uticao na smanjivanje vrednosti za
parametre oZziljavanja, ali u statisticki znacajno manjoj meri nego kod NT, narocito na
200 mM NaCl. Obe koncentracije NaCl su negativno uticale na duzinu najduzeg korena
kod svih Ty linija, a posebno kod onih gajenih na tretmanu sa 200 mM NaCl gde je
duzina bila 2-3 puta manja od one postignute na kontrolnoj podlozi bez NaCl (11,33;
11,67; 9,67 1 13 mm za To-L2, L11, L12 i L14 na 200 mM u odnosu na 22,33; 28,67; 28
1 21,67 mm za iste linije na 0 mM NaCl).
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Slika 4.30. Relativni broj korenova po biljci (a) i relativna duzina korenova (b) kod
netransformisanin (NT) i NPK1 transformisanih T, biljaka karfiola nakon 4 nedelje
gajenja na podlozi za oziljavanje (MS + 1 mg 1" IBA) u prisustvu 100 i 200 mM NaCl.
Za svaku liniju vrednosti dobijene na tretmanu sa NaCl su normalizovane u odnosu na
vrednosti dobijene na podlozi bez NaCl (= 1). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednosti + standardna greSka (n=10). Zvezdica predstavlja statisticki znacajne razlike
izmedu pojedinacne Ty linije i NT kontrole u okviru istog tretmana sa NaCl na osnovu t-
testa (P < 0,05).
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Jasne razlike u oziljavanju, bujnosti korenovog sistema, izmedu Ty linija i NT

biljaka koje su bile izloZzene NaCl tretmanu se lako mogu 1 vizuelno uociti na slici 4.31
bic.

T —

NT T-L2T-L11T-L12T-L14

C

NT T-L2 T-L11 T -L12 T -L14 e e

Slika 4.31. Oziljavanje netransfomisane (NT) i transformisanih T, linija karfiola (To-
L2, L11, L12, L14) nakon 4 nedelje gajenja na podlozi za oziljavanje (MS+ 1 mg 1™
IBA) sa dodatkom NaCl u koncentraciji 0 mM (a), 100 mM (b) i 200 mM (c).

4.3.3.2. Sadrzaj hlorofila i karotenoida kod transformisanih biljaka gajenih

u uslovima poveéane koncentracije NaC in vitro

U odsustvu stresa sadrzaj hlorofila kod svih transformisanih linija, izuzev linije
To-L11, je bio za 2-3 visi u odnosu na netransformisanu liniju. Dok je kod NT biljaka
ukupna koli¢ina hlorofila bila 16,17 mg g™ FW, kod linija L2, L11, L12 i L14 izmereno
je 30,40; 12,12; 44,47 i 38,56 mg g™ FW.

Negativan uticaj obe koncentracije NaCl na sadrzaj hlorofila bio je veoma
izrazen kod NT biljaka, gde je tretman sa 100 mM snizio sadrzaj hlorofila za 31%
(11,16 mg g™ FW) dok je na 200 mM ova redukcija bila jo§ vise izrazana i iznosila je
blizu 46% (8,73 mg g™ FW). Kod transformisanih Ty linija gubitak ukupnog hlorofila
kao posledica NaCl tretmana bio je znacajno manji nego kod NT biljaka.
Transformisana linija To-L2 je bila najotpornija na prisustvo NaCl u podlozi Sto se
ogledalo neznatnim smanjenje sadrzaja ukupnog hlorofila od 9% na podlozi sa 100 mM,
odnosno 12% na podlozi sa 200 mM (Slika 4.32 a). Najosetljivija transformisana linija
na gubitak hlorofila bila je To-11 sa negativna promena od 26% zabeleZzenom na podlozi
sa 100 mM i 50% na podlozi sa 200 mM NacCl (Slika 4.32 a).
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Slika 4.32. Promene sadrzaja hlorofila (a) i karotenotida (b) kod netransformisanih
(NT) i transformisanih T, biljaka karfiola nakon 7 dana tretmana sa 100 i 200 mM
NaCl. Vrednosti na tretmanu za svaku liniju su normalizovane u odnosu na vrednosti
dobijene na podlozi bez NaCl (= 1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti +
standardna greSka (n=3). Zvezdica predstavlja statisticki znacajne razlike izmedu Ty i
NT biljaka u okviru istog tretmana sa NaCl na osnovu t-testa (P < 0,05).

Za razliku od hlorofila, sadrzaj karotenoida je u odsustvu stresa bio nizi kod
transformisanih linija u odnosu na NT biljke, izuzev kod linije To-L2 kod koje je bio 2
puta veci. NT biljke su pokazale najznacajnije smanjenje koncentracije karotenoida od
49 i 61% nakon tremana na podlozi sa 100 mM odnosno 200 mM NacCl (Slika 4.32 b).
Za razliku od ovih biljaka, linije To-L2, L11, L12 i L14 su nakon gajenja na podlozi sa
100 mM NaCl zadrzavale 97, 77, 80 i 70 % karotenoida odnosno 83, 71, 58 i 49 % na
podlozi sa 200 mM NaCl (Slika 4.32 b). Najmanji negativan uticaj NaCl na sadrzaj
karotenoida zabelezen je kod linije To-L2 od svega 3% na 100 mM i 17% na 200 mM
NaCl.

4.3.3.3. Sadrzaj osmolita (Sefera i prolina) kod transformisanih biljaka

gajenih u uslovima poveéane koncentracije NaC in vitro

Koncentracija ukupnih Secera i prolina u NPK1 transformisanim biljkama
kafiola je merena radi utvrdivanja stepena osmotskog prilagodavanja biljaka na stres
izazvan pove¢anom koncentracijom NaCl u podlozi. Sadrzaj SeCera u odsustvu stresa je
kod netransformisanih biljaka iznosio 0,34 mg mg™ FW. Kod Ty transgenih linija To-L2,
L11 i L14 izmeren je slican sadrzaj, dok linije Ty-L12 bio za oko 1,5 puta visi (0,55 mg
mg™* FW).
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Nakon dodavanja NaCl u podlogu doslo je do znacajnog poveéanja sadrzaja
Secera i kod NT i kod transformisanih Ty biljaka. Ove promene bile su uocljivije na
podlozi sa 100 nego sa 200 mM NaCl. Na podlozi sa 100 mM samo je kod linije To-L12
povecanje 0d 0ko 1,4 puta je bilo na nivou onog zabelezenog kod NT kontrole gde je
poveéanje iznosilo 1,3 puta. Kod ostalih Ty linija povecanje nivoa Secera je bilo znatno
vece (Slika 4.33 a). Najvece promene zabelezene su kod linije To-L2 sa porastom u
sadrzaju Secera od 1,65 puta na 100 mM NaCl i 1,3 puta na 200 mM NaCl. Sa
povecanjem sadrzaja NaCl u podlozi promene koncentracija Secera bile su dosta manje 1
jedino je kod linije To-L2 ova promena od oko 32% bila statisti¢ki znacajno veca u

odnosu na promenu zabelezenu kod NT biljaka (Slika 4.33 a).
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Slika 4.33. Promena sadrzaja Secera (a) i prolina (b) kod netransformisanih (NT) i
transformisanih Ty biljka karfiola nakon 7 dana tretmana sa 100 mM i 200 mM NacCl.
Vrednosti na tretmanu za svaku liniju su normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene
na podlozi bez NaCl (= 1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednosti + standardna
greSka (n=3). Zvezdica predstavlja statisticki znacajne razlike izmedu transformisane
linije i NT kontrole u okviru istog tretmana sa NaC na osnovu t-testa (P < 0,05).

Merenjem sadrzaja prolina utvrZzeno je da kao posledica izlaganja biljaka
karfiola povisenom sadrzaju NaCl dolazi do porasta njegove koncentracije kako kod
netransformisanih, tako i kod svih analiziranih transformisanih biljaka karfiola (Slika
4.33. b). U uslovima bez stresa sadrzaj prolina u NT biljkama iznosio je 5,82 pug g™ FW,
da bi nakon izlaganja stresu porastao na 10,02 pg g FW kod 100 mM i 25,66 pug g™
FW kod 200 mM NacCl tretmana.
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Kod transformisanih linija sadrzaj prolina u odsustvu stresa je bio za 1,5 puta
(kod To-L14) do 2,3 puta (kod To-L2) visi u odnosu na NT biljke. Nizi nivo prolina u
odsustvu stresa u odnosu na NT biljke zabeleZen je samo kod linije To-L11 (3,77 ug g™
FW).

Najveci porast sadrzaja prolina, nakon izlaganja poviSenim koncentracijama
NaCl, zabelezen je kod biljaka linije To-L2 kod koje je sadrzaj prolina bio najveci i u
odustvu stresa (13,14 pg g™ FW). Kod ovih biljaka je nakon gajenja na podlozi sa 100
mM NacCl sadrZaj prolina bio 7,4 puta ve¢i, a na podlozi sa 200 mM NacCl 9,8 puta veci
u odnosu na biljke iste linije gajene na podlozi bez NaCl. U odnosu na porast sadrzaja
prolina kod NT kontrolnih biljaka, porast kod linije To-L2 je bio 4 puta veci na 100 mM
NaCl 1 2 puta ve¢i na 200 mM NaCl. Na podlozi sa 200 mM NaCl do statistic¢ki
znacajnog porasta dolazilo je i kod linija To- L11 i To-L14. Kod linije To-L12 je na
podlozi sa 100 mM NaCl sadrzaj prolina bio na nivou zabelezenom kod NT kontrole,
dok je relativni porast na tretmanu sa 200 mM NaCl bio nesto nizi u poredenju sa NT

kontrolom linijom (Slika 4.33 b).

4.3.3.4. Aktivnost antioksidativnih enzima — peroksidaza (POD), katalaza
(CAT) i superoksid dismutaza (SOD)

Aktivnost POD kod svih analiziranih NPK1 transformisanih linija gajenih pod
optimalnim uslovima in vitro je bila znac¢ajno visa u odnosu na netransformisane (NT)
biljke. Dok je kod NT biljaka izmerena aktivnost POD iznosila 3676,88 U mg™ ukupnih
proteina, kod transformisanih linija ona je iznosila od 4528,76 U mg™ ukupnih proteina
kod linije To-L2 do 11068,71 U mg™ ukupnih proteina kod To-L14 (Tabela 4.16).

Nakon izlaganja biljaka osmotskom stresu izazvanom prisustvom povecane
koncentracije NaCl u podlozi, kod svih analiziranih linija, ukljucujuéi i
netransformisane, zabelezeno je povecanje aktivnosti ukupnih POD, na obe primenjene
koncentracije NaCl (100 i 200 mM) (Tabela 4.16). Jedino je kod transformisane linije
To-L14 nakon tretmana na 200 mM NaCl aktivnost ovog enzima opala za 23% u odnosu
na netretirane biljke iste linije. Uoceno je da je do vecih promena u aktivnosti dolazilo
nakon tretmana sa 100 mM NaCl u odnosu na tretman sa 200 mM NaCl. Aktivnost
POD kod NT biljaka je bila 1,63 puta ve¢a na 100 mM NaCl i 1,10 puta vec¢a na podlozi

sa 200 mM NaCl u odnosu na netretirane biljke iste linije. Najvece povecanje aktivnosti
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POD izazvano prisustvom NaCl zabelezeno su kod linije To-L11, od ¢ak 2,39 puta na
100 mM NaCl i 1,87 puta na 200 mM NaCl. Uprkos tome §to je povecanje aktivnosti
POD kod linije To-L12 bilo na nivou kontrolnih biljaka na oba tretmana (1,62 i 1,21
puta) postignute apsolutne vrednosti aktivnosti ovog enzima kod transformisane linije

su bile na viSem nivou usled vecée pocetne aktivnosti (Tabela 4.16).

Tabela 4.16. Promene aktivnosti peroksidaza (POD), kod netransfomisanih (NT) i
transformisanih Ty biljaka karfiola nakon 7 dana tretmana na podlogama sa 100 mM i
200 mM NacCl.

POD aktivnost (U mg™ ukupnih proteina) Relativna promena POD aktivnosti

Linja O0mM NaCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl 100 mM/0 mM 200 mM/0 mM

NT 3676,88 5993,31 4044,57 1,63 1,10
Tol2 452876 8559,36 /110,15 1,89% 157
To-L11 756178 18072,65 14140,52 2,39* 1,87*
To-L12 547694 8872,64 6627,10 1,62 1,21
Tol14  11068,71 12839,70 8522,91 1,16* 0,77*

Za svaku liniju vrednosti na tretmanu su normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene
na podlozi bez NaCl (= 1). Zakrivljenim ciframa obelezene su vrednosti koje ukazuju na
smanjivanje aktivnosti enzima nakon NaCl tretmana u odnosu na aktivnost kod biljaka
iste linije koje su gajene na podlozi bez NaCl. Zvezdica predstavlja statisticki znacajne
razlike izmedu To i NT biljaka u okviru istog tretmana sa NaCl na osnovu t-testa (P <
0,05) za n=2. Crvenom zvezdicom oznaCeno je statisticki znafajno smanjivanje
aktivnosti enzima kod transformisane linije u poredenju sa NT biljkama.

Za razliku od POD, aktivnost CAT je kod netransformisanih biljaka bila i do 4
puta veca u odnosu na aktivnost zabelezenu kod svih transformisanih linija (Tabela
4.17). Dok su NT biljke imale prose¢nu vrednost od 16497,70 U mg™ ukupniih
proteina, aktivnost ovog enzima kod svih transformisanih linija bila je znac¢ajno niza i
kretala se od 2682,15 (T,-L12) do 3912,57 U mg™ ukupniih proteina (To-L2 i To-14).

Sa dodavanjem NaCl u podlogu za gajenje aktivnost CAT kod NT biljaka ostala
je na slicnom nivou zabelezenom kod netretiranih biljaka (Tabela 4.17). Kod tri od
Cetiri analizirane transformisane linije (To-L2, L11 i L14) nakon tretmana sa NaCl doslo
je do povecanja aktivnosti ukupnih CAT. Najveca promena je zabeleZena kod linije To-
L2 kod koje je tretman sa 100 mM NaCl doveo do porasta u aktivnosti od 1,85 puta, a
tretman sa 200 mM NaCl do povecanja od ¢ak 2,9 puta. Jedino je kod transformisane
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linije To-L12 doslo do znacajnog smanjivanja aktivnosti od 17% na 100 mM i 27% na
200 mM NaCl (Tabela 4.17).

Uporedivanjem promena CAT aktivnosti izazvanih NaCl tretmanima
transformisanih linija sa zabeleZenim promenama u NT biljkama, uocava se da je
aktivnost statisticki znacajno vec¢a kod linija To-L2, L12 i L14 na 100 mM i kod kod
linija To-L2 i L11 na 200 mM. Kod linije To-L12 promene izazvane NaCl tretmanom

bile su statisti¢ki zna¢ajnoi manje od promena zabelezenih kod tretiranih NT biljaka.

Tabela 4.17. Promene aktivnosti katalaza (CAT) kod netransfomisanih (NT) i
transformisanih T, biljaka karfiola nakon 7 dana tretmana na podlogama sa 100 mM i
200 mM NacCl.

CAT aktivnost (U mg™ ukupnih proteina) Relativna promena CAT aktivnosti

Linija O0mM NaCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl 100 mM/0 mM 200 mM/0 mM

NT 16497,70 18972,35 18312,45 1,15 1,11
Tol2 391257 7238,25 11346,45 1,85* 2,90*
ToL11 384448 5882,05 4728,71 1,53* 1,23*
To-L12  2682,15 2226,18 1957,97 0,83* 0,73*
To-L14 391257 5047,21 4264,70 1,29% 1,09

Za svaku liniju vrednosti na tretmanu su normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene
na podlozi bez NaCl (= 1). Zakrivljenim ciframa obelezene su vrednosti koje ukazuju na
smanjivanje aktivnosti enzima nakon NaCl tretmana u odnosu na aktivnost kod biljaka
iste linije koje su gajene na podlozi bez NaCl. Zvezdica predstavlja statisticki znacajne
razlike izmedu Ty i NT biljaka u okviru istog tretmana sa NaCl na osnovu t-testa (P <
0,05) za n=2. Crvenom zvezdicom oznafeno je statistiCki znacajno smanjivanje
aktivnosti enzima kod transformisane linije u poredenju sa NT biljkama.

U odsustvu stresa aktivnost SOD kod 3 od 4 analizirane transformisane linije
bila visa u odnosu na aktivnost kod NT biljaka od 12,02 U mg™ ukupnih proteina
(Tabela 4.18). Jedino je kod linije To-L11 aktivnost ovog enzima bila oko 2 puta niza
(5,92 U mg™ ukupnih proteina).

Za razliku od prethodna dva enzima, kod NT biljaka doslo je do smanjivanja
aktivnosti SOD nakon tretmana NaCl i to za 64% na 100 mM i 56% na 200 mM
tretmanu. Smanjivanje aktivnosti SOD usled osmotskog stresa detektovano je i kod
transformisanih linija To-L2 1 L14 nakon oba tretmana (za 20% odnosno 46% na 100
mM NacCl i za 64% odnosno 30% na 200 mM NaCl), ali je kod ovih biljaka izmerena
aktivnost bila visa u odnosu na NT biljke (14,02 i 7,16 U mg™ ukupnih proteina u
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odnosu na 4,37 U mg™ ukupnih proteina). Do poveéanja aktivnosti SOD nakon NaCl
tretmana dolazilo je samo kod linije To-L11 (Tabela 4.18), tako da je uprkos pocetno
manjoj aktivnosti SOD kod ove linije u odsustvu stresa, u uslovima stresa postignuta
veca aktivnost u odnosu na netransformisane biljke (7,16 u odnosu na 4,33 U mg‘1
ukupnih proteina na 100 mM NaCl i 6,69 u odnosu na 5,65 U mg™ ukupnih proteina na
200 mM NaCl). Kod linije To-L12 aktivnost SOD se povecavala nakon tretmana sa 100
mM NacCl, dok je nakon tretmana sa 200 mM NaCl dolazilo do pada aktivnosti SOD u

odnosu na kontrolni tretman za 32%.

Tabela 4.18. Promene aktivnosti superoksid dismutaza (SOD) kod netransfomisanih
(NT) i transformisanih Ty biljaka karfiola nakon 7 dana tretmana na podlogama sa 100
mM i 200 mM NacCl.

SOD aktivnost (U mg™ ukupnih proteina) Relativna promena SOD aktivnosti

Linja O0mM NaCl 100 mM NaCl 200 mM NaCl 100 mM/0 mM 200 mM/0 mM

NT 12,02 4,33 5,65 0,36 0,47
To-L2 17,53 14,02 6,31 0,80* 0,36*
To-L11 5,92 7,16 6,69 1,21* 1,13*
To-L12 16,75 20,10 11,39 1,20* 0,68*
To-L14 13,23 7,14 9,26 0,54* 0,70*

Za svaku liniju vrednosti na tretmanu su normalizovane u odnosu na vrednosti dobijene
na podlozi bez NaCl (= 1). Zakrivljenim ciframa obeleZene su vrednosti koje ukazuju na
smanjivanje aktivnosti enzima nakon NaCl tretmana u odnosu na aktivnost kod biljaka
iste linije koje su gajene na podlozi bez NaCl. Zvezdica predstavlja statisticki znacajne
razlike izmedu Ty i NT biljaka u okviru istog tretmana sa NaCl na osnovu t-testa (P <
0,05) za n=2. Crvenom zvezdicom oznaleno je statistiCki znaCajno smanjivanje
aktivnosti enzima kod transformisane linije u poredenju sa NT biljkama.

4.3.4. Otpornost transformisanih biljaka karfiola prema totalnom herbicidu

fosfinotricinu (PPT) in vitro i ex vitro

Otpornost na PPT ispitivana je kod in vitro gajenih izdanaka transformisanih
biljaka karfiola (linija To-L9) i NT kontrolnih biljaka na podlogama sa rastu¢im (0-5 mg
I"Y) koncentracijama PPT-a. Prvi znaci nekroze i propadanja netransformisanih NT
biljaka, pri upotrebi PPT-a u koncentraciji 4 i 5 mg I"* su se javili ve¢ nakon 2 dana, dok
su nakon 7 dana ovi izdanci propadali i na manjim koncentracijama PPT (2 mg I™)

(Slika 4.34). Biljke transformisane linije To-L9 su normalno rasle na svim testiranim
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koncentracijama PPT-a bez vidljivih znakova nekroze i drugih mogucih osteéenja koja
se javljaju upotrebom ovog herbicida (Slika 4.34).

Slika 4.34. Otpornost netransformisanih (NT) i transformisanih biljaka linije To-L9
prema rastu¢im koncentracijama PPT-a (0-5 mg I™") nakon 7 dana gajenja in vitro.

Listovi mesec dana starih aklimatizovanih transformisanih T, biljaka linije To-
L9 i NT biljaka iste starosti tretirani su rastvorima herbicida BASTA (300 i 600 mg I™
PPT) ex vitro. Oba tretmana nisu prouzrokovala bilo kakva oStecenja na listovima Tg
biljaka, dok su se na NT biljkama znaci nekroze javili ve¢ 2 odnosno 5 dana (zavisno od
primenjene koncentracije PPT-a) nakon tretmana herbicidom (Slika 4.35 a). Nakon
prskanja To i NT biljaka starih 3 meseca rastvorom BASTA koji sadrzi 600 mg I PPT,
Sto je 2-3 puta veca koncentracija od one koja se preporuCuje za suzbijanje vecine
korovskih vrsta, Ty biljke su pokazale izuzetnu otpornost s obzirom da na njima nije
bilo ikakvih promena nakon primene herbicida, dok su se NT kontrolne biljke potpuno
osusile ve¢ 3 nakon dana posle prskanja (Slika 4.35 b).

118



Slika 4.35. Otpornost netransformisanih (NT) i transformisanih To-L9 biljaka prema
totalnom herbicidu BASTA. Tretman razli¢itih listova iste aklimatizovane biljke mesec
dana stare rastvorom herbicida BASTA koji sadrzi 300 mg I (x) ili 600 mg I (xx)
aktivne supstance PPT (a). Prskanje 3 meseca starih biljaka rastvorom BASTA sa 600
mg It PPT (b).
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5. DISKUSIJA

5.1. REGENERACIJA VARIJETETA B. oleracea L. PUTEM ORGANOGENEZE |
SOMATSKE EMBRIOGENEZE

Uspesnost regeneracije svakog genotipa zavisi od adekvatnog izbora
eksplantata, sastava hranljive podloge (koncentracija regulatora rastenja i drugih
materija koje se dodaju u podlogu) i uslova gajenja.

Kod vise varijeteta B. olaracea (karfiola, kupusa, kelja i brokolija) ispitivanih u
ovom radu, dominantan faktor koji je uticao na procenat regeneracije pupoljaka bio je
tip eksplantata. Kod veéine wvarijeteta, hipokotili su pokazali najve¢i procenat
regeneracije (i do 91,67%). Regenerativni odgovor kotiledona je Siroko varirao u
zavisnosti od varijeteta i podloge, a najmanji kapacitet regeneracij postignut je na
segmentima korenova. Ovo je u saglasnosti sa publikovanim rezultatima koja su takode
pokazala da su eksplantati hipokotila bili najpogodniji za regeneraciju razli¢itih
varijeteta B. oleracea (Metz i sar., 1995a; Puddephat i sar., 2001; Sasaki, 2002; Munshi
I sar., 2007; Ravanfar i sar., 2009; Siong i sar., 2012; Qamar i sar., 2014; Gerszberg i
sar., 2015).

U naSem radu, podloga sa BA je bila pogodna za regeneraciju pupoljaka kod
svih varijeteta, izuzev kod karfiola kod koga je najbolja regeneracija postignuta na
podlozi sa KIN. Pozitivan efekat BA na regeneraciju iz razli¢itih eksplantata je pokazan
kod razli¢itih B. oleracea varijeteta od strane vise autora (Bhalla i Smith, 1998; Christey
i Earle, 1991; Sparrow i sar., 2004b; Qin i sar., 2006; Siong i sar., 2012). Prisustvo BA
u hranljivoj podlozi znacajno je povecavalo broj regenerisanih pupoljka po eksplantatu
kod brzo-ciklusnih B. oleracea (Cheng i sar., 2001). Sta vise, kod ove grupe biljaka do
regeneracije pupoljaka je dolazilo priblizno 4 dana ranije na hipokotilima u prisustvu
BA. Ravanfar i sar. (2009) su pokazali da je BA u kombinaciji sa NAA i 2,4-D mnogo
efikasniji u indukciji regeneracije iz peteljki kotiledona B. oleracea var. italica u
poredenju sa KIN i TDZ. Suprotno ovome, Rihan i sar. (2011) su najbolju regeneraciju
iz cveta karfiola postigli na kombinaciji KIN i IBA.

Citokinini i auksini su klju¢ni faktori koji uticu na regeneraciju kod mnogih B.
oleracea varijeteta. Auksini indukuju formiranje kalusa dok je prisutvo citokinina

neophodno za diferencijaciju kalusa u pupoljke. U nasem eksperimentu dodavanje IBA
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u regenerativnu podlogu povecavalo je frekvencu regeneracije iz hipokotila kod svih
varijeteta. Kombinacija citokinina (BA) i auksina (NAA) u podlozi se pokazala kao
najpogodnija za regeneraciju brokolija cv. Green Marvel (Ravanfar i sar., 2011), kao i
za formiranje kalusa i diferencijaciju u pupoljke na segmentima hipokotila B oleracea
L. var. capitata (Gerszberg i sar., 2015). Jednake koncentracije BA i IBA od 1,0 mg I
u hranljivoj podlozi su bile najbolje za regeneraciju iz segmenata lista brokolija
(Farzinebrahimi i sar., 2012).

Hiperhidriranost (vitrifikacija) je problem kod in vitro kultura mnogih biljaka
(Guo 1 Pulli, 1996; Kevers i sar., 2004; Ivanova i van Staden, 2008), ukljucujuéi i
Brassica vrste kod kojih ovaj fenomen moze znatno ometati klonalnu propagaciju
(Vandemoortele, 1999). Nekoliko faktora je opisano kao odgovorno za vitrifikaciju, a
najvazniji je prisustvo citokinina, pre svega BA u podlozi (Gaspar i sar., 1987; Kataeva
i sar., 1991; Debergh i sar., 1992). Li i sar. (2003) su takode ukazali da je primena BA
zajedno sa visokim vodnim potencijalom podloge glavni razlog vitrifikacije pupoljaka,
ali sa druge strane smanjenje koncentracije BA u podlozi smanjuje frekvencu
regeneracije. Prilikom propagacije karfiola zapaZen je sinergisti¢ni efekat izmedu BA 1
visokog nivoa Secera u podlozi (Vandemoortele i sar., 1998). Vandemoortele i sar.
(2001) su objavili jednostavnu proceduru propagacije pupoljaka karfiola bez pojave
vitrifikacije koris¢enjem osmotskog pretretmana potapanjem eksplantata 24h u rastvor
saharoze od -2 Mpa, pre kultivisanja na podlozi bez hormona, koji povecava koli¢inu
endogenog citokinina i samim tim ukida potrebu za primenom istog u podlozi.

Relativno visok procenat vitrifikovanih pupoljka, posebno kod karfiola i kelja
(preko 50%), prilikom regeneracije u nasim ogledima na podlogama sa BA, umanjen je
povecavanjem koncentracije agara u regenerativnoj podlozi sa 7 g I* na 8 g I'.
Smanjenje procenta vitrifikacije na podlogama sa pove¢anom koncentracijom agara se
moze objasniti poveéanim viskozitetom podloge, $to se odrazava na apsorpciju vode
(Casanova i sar., 2008) ili citokinina iz hranljive podloge (Debergh, 1983). Casanova i
sar. (2008) su pokazali da procenat vitrifikacije pupoljaka Dianthus caryophyllus L.
opada sa povecanjem koncentracije agara u podlozi, ali i da prekomerno povecanje
koncentracije agara (10 g I™") moze dovesti do uvenuéa pupoljaka. Pupoljci su bili

najvitalniji na podlozi sa agarom u koncentraciji od 8 g I
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Izdanci svih ispitivanih varijeteta su pokazivale spontano oziljavanje na podlozi
bez regulatora rastenja, Sto moze ukazivati da kupusnjac¢e imaju dovoljan endogeni nivo
auksina potreban za oziljavanje. Oziljavanje kupusnjata se Cesto postize prostim
uklanjanjem citokinina iz podloge (Sparrow i sar., 2006; Qamar i sar., 2014), ali u
nekim slu¢ajevima je neophodno dodavanje auksina (Bhalla i Singh, 2008; Singh i sar.,
2009). U nasem eksperimentu dodavanjem IBA u podlogu za oziljavanje povecavao se
broj korenova po izdanku kod svih ispitivanih varijeteta. Indukcija korena je
kompleksan morfogenetski proces na koji mogu uticati, u najvecoj meri auksini, ali i
drugi endogeni i egzogeni faktori. Moncousin (1991) je razmatrao faktore kao §to su
mineralni i hormonalni sastav podloge za oziljavanje, koncentracija Secera u podlozi,
svetlo, temperatura i prisustvo fenolnih jedinjenja. Rezultati ovog rada su pokazali da je
sadrzaj Secera u podlozi za oziljavanje znacajno uticao na uspes$nost aklimatizacije, i da
su se na uslove ex vitro uspesnije adaptirale biljke oziljene na podlozi sa veCom
koncentracijom saharoze. Publikovani rezultati su takode pokazali da sadrzaj saharoze u
podlozi za oziljavanje moze biti vazan faktor u aklimatizaciji i da moze biti znacajniji i
od sastava hormona (Sretenovi¢-Raji¢i¢ i sar., 2002).

Somatska embriogeneza, kao brzi i pozeljniji nadin za regeneraciju biljaka in
vitro u odnosu na organogenezu, rede je uspostavljena kod veéine varijeteta B. oleracea.
Moguci razlog je postojanje velikog broja ustaljenih protokola za regeneraciju putem
organogeneze kod mnogih Brassica vrsta. Rezultati prezentovani u ovom radu pruzaju
podatke o indukciji somatske embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona i
uspostavljanju repetitivna embriogeneze kod dva ekonomski znacajna varijeteta B.
oleracea, belog kupusa (linija K7-L) i karfiola (cv. Rasa).

Kod oba varijeteta izbor eksplantata je bio kljuan za indukciju somatske
embriogeneze. Pokusaji da se somatska embriogeneza indukuje iz razli€itih segmenata
klijanaca na osnovu ranije objavljenih protokola kod drugih B. oleracea varijeteta (Qin i
sar., 2007; Yang i sar., 2010), nisu dali rezultate, osim u slu¢aju kori$¢enja nezrelih
zigotskih embriona kao eksplantata. Inace, nezreli zigotski embrioni su poznati kao
pogodan materijal za indukciju somatske embriogeneze, jer poseduju embrio
kompententne ¢elije koje mogu lako biti preusmerene na embriogeni put (Williams i

Maheswaran, 1986). Ovo je posebno znacajno kod vrsta (Capsicum, Fabaceae,
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Poaceae) koje su problematicne za regeneraciju in vitro (Ochoa-Alejo i Ramirez-
Malagon, 2001; Choudhary i sar., 2009; Khalafalla i Hattori, 2000; Ahmad i sar., 2002).

Kod vecine biljnih vrsta, embrio kompetentne ¢elije zahtevaju neki fizicki ili
hemijski stimulus kako bi se razvile u somatske embrione (Williams i Maheswaran,
1986). Kao znacajni induktivni faktori somatske embriogeneze kod mnogih biljnih vrsta
su se pokazali auksini, posebno 2,4-D, ukljucuju¢i i Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae) (Gaj, 2001), koja je kao model biljka koriS¢ena za molekularne analize
somatske embriogeneze in vitro (Elhiti i sar., 2010). Medutim, upotreba auksina (2,4-D)
u indukciji somatske embriogeneze moze uticati na promenu geneticke stabilnosti
embriogenih celija. To mozZe rezultirati somaklonalnim varijacijama i posledi¢no
gubitkom embriogenog potencijala (Merkle 1 sar., 1995). Ove varijacije su cesto
nasledne i zbog toga nepozeljne kod embriogenih klonova. Vrlo je vazno detektovati ih
rano u zivotnom ciklusu biljke kako bi se izbegle ekonomske Stete ukoliko je re¢ o
komercijalnoj proizvodnji. Mnogi istrazivaci su za procenu ovih varijacija kod Brassica
vrsta Kkoristili morfoloske analize, izozome i ISSR (eng. inter simple sequence repeat)
markere (King, 1995; Lazaro i Aguinagalde, 1998; Lim i sar., 1998; Leroy i sar., 2000).
Analize su pokazale da biljke regenerisane iz neorganizovanog kalusa variraju mnogo
viSe nego one regenerisane iz organizovanog kalusa, dok se varijacije gotovo i ne
deSavaju prilikom direktne regeneracije (Leroy 1 sar., 2001). Stoga je od velikog znacaja
da se indukcija somatskih embriona postigne na hranljivim podlogama bez regulatora
rastenja, pogotovo ako se radi o direktnoj embriogenezi kao $to je to bio sluéaj kod vrste
Brassica napus (Koh i Loh, 2000).

U naSem radu potencijal za embriogenezu nezrelih embriona karfiola i kupusa je
bio takav da su se somatski embrioni indukovali putem direktne embriogeneze na
hranljivoj podlozi bez dodatka regulatora rastenja, za razliku od nekih ranijih saopstenja
gde je za indukciju embriogenog kalusa iz segmenata hipokotila karfiola bio potreban
2,4-D (Leroy i sar., 2000). Novouspostavljeni sistem je ujedno i efikasniji, s obzirom na
frekvencu embriogeneze blizu 90% u odnosu na 27,4% koliko je iznosila u prethodno
pomenutom protokolu Leroy i sar. (2000). Pored toga, ovako regenerisani somatski
embrioni pokazali su zavidan potencijal za sekundarnu somatsku embriogenezu
omogucujuci uspostavljanje procesa repetitivna somatske embriogeneze. Na ovaj nacin

je obezbeden visoko efikasan sistem za somatsku embriogenezu kod karfiola i kupusa u
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kome je embriogeni potencijal odrzavan skoro godinu dana i koji omogucava dobijanje
velikog broja somatskih embriona u kratkom vremenskom periodu. Izrac¢unato je da,
primenom protokola opisanog u ovom radu, oko 2000-3000 somatskih embriona moze
biti produkovano iz jednog zigotskog embriona nakon cetiri ciklusa embriogeneze, koji
traju otprilike Cetiri meseca.

HistoloSkom analizom potvrdena je direktna somatska embriogeneza i
nepostojanje vaskularne veza izmedu materinskog tkiva i razvijenih embriona, koji su
imali jasnu bipolarnu organizaciju sa definisanim polom korena i kotiledona na
suprotnoj strani. Interesantno je da se veliki broj somatskih embriona, posebno
sekundarnih, pojavljivao iz materinskog tkiva korenovim polom, §to je fenomen
zapazen i kod nekih drugih povrtarskih Brassica (keleraba, brokoli, kelj) (neobjavljeni
podaci).

Sem odsustva potrebe za regulatorima rastenja, direktna regeneracija embriona
tj. odsustvo kalusne faze tokom procesa somatske embriogeneze, je joS jedna od
prednosti uspostavljenog postupka regeneracije jer, kao S$to je pomenuto, redukuje
verovatno¢u nastanka varijabilnosti medu regenerisanim biljakama, §to je i dokazano
RAPD analizom regeneranata kupusa i karfiola koje smo dobili.

Priroda stimulusa za somatsku embriogenezu u odsustvu regulatora rastenja,
uocena i kod drugih biljnih vrsta (Gharyal i Maheshwari, 1981; Smith i Krikorian, 1989;
Dhanalakshmi i Laksmanan, 1992; Koh i Loh, 2000; Zegzouti i sar., 2001; Burbulis i
Kupriene, 2005) je jo§ uvek nepoznata. U nekim slu€ajevima za indukciju somatskih
embriona bez kori§¢enja regulatora rastenja, bio je potreban specijalan tretman, kao §to
je povredivanje zigotskih embriona (Smith 1 Krikorian, 1990).

Pretreman niskom temperaturom (4°C) takode se pominje kao bitan za
povecanje embriogeneze iz zigotskih embriona Arabidopsis-a i cvetnih pupoljaka
karfiola (Bassuner i sar., 2007; Gu i sar., 2014).

Orijentacija eksplantata se pokazala kao znaCajan faktor za podsticaj somatske
embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona karfiola i kupusa, s obzirom da su se
somatski embrioni indukovali jedino iz eksplantata postavljenih horizontalno na
hranljivu podlogu. Suprotno, ukoliko su bili postavljani vertikalno, razvijali su se u

pupoljke. Jedno od objaSnjenja za ovo moze biti nivo 1 distribucija endogenih regulatora
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rastenja u eksplantatima, $to je presudan faktor koji utice na embriogenezu (Luo i Koop,
1997; Gaj, 2001; Ni i sar., 2001).

Stadijum razvica ili starost eksplantata je jos jedan od faktora koji moze bitno da
uti¢e na indukciju somatske embriogeneze. Kod zigotskih embriona, potencijal za
somatsku embriogenezu je obi¢no bio veéi kod onih koji se nalaze na ranijem stupnju
razvi¢a (Koh i Loh, 2000). Nasi rezultati pokazuju je da kod kupusa i karfiola, najveci
kapacitet za formiranje somatskih embriona (KFE) je bio povezan sa kotiledonarnim
stupnjem razvica zigotskih embriona i opadao je kod kasnijih razvojnih stadijuma.

Znacajan korak za primenu somatske embriogeneze u procesu oplemenjivanja
biljaka jeste uspesSnost konverzije somatskih embriona u biljke. lako je spontana
konverzija somatskih embriona u biljke na podlozi bez regulatora rastenja bila
zadovoljavajuca kod karfiola (preko 50%), niska konverzija dobijena kod kupusa (20%)
zahtevala je ispitivanje mogucnosti za njeno poboljsanje. U skladu sa literaturom da
prisustvo citokinina moze poboljsati sazrevanje i klijanje somatskih embriona nekih
biljaka, na primer uljane repice (Loh 1 sar., 1983; Koh i Loh, 2000) i vlasca
(Zdravkovi¢-Kora¢ i sar., 2010), citokinini BA 1 KIN su bili ukljuc¢eni u podlogu za
sazrevanje somatskih embriona kupusa i karfiola. Efekat ovog tretmana je bio vise nego
dvostruko povecanje konverzije kod kupusa i za 10-35% kod karfiola, uz poboljsanje
razvijenosti dobijenih biljaka.

5.2. GENETICKA TRANSFORMACIJA KARFIOLA POMOCU
EHA101(pSHX004)

Karfiol je podlozan je negativnom dejstvu razlic¢itih faktora sredine, kako
abiotickim tako i biotickim. Dejstvom coveka i promenom klime deSavaju se
kvantitativne, ali i kvalitativne promene ovih faktora pa povecanje otpornosti gajenih
biljaka prema negativnim uticajima sredine predstavlja strategiju od posebnog izazova.
Koriste¢i metode genetickog inZenjeringa, geni ukljuceni u prilagodavanje biljaka na
uslove stresa ili njihovi transkripcioni aktivatori mogu biti ugradeni u biljke u cilju
povecanja tolerancije na negativne uticaje sredine (Zhang i sar., 2000; Yamaguchi-
Shinozaki i Shinozaki, 2007). Kao povrtarska kultura, karfiol je izlozen intenzivnom
zalivanju 1 dubrenju, koji za sobom povlace povecanje zaslanjenosti zemljista i

prisustvo korova, zajedno sa pojacanim stepenom napada razlicitih patogena. Na osnovu
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malobrojnih i relativno starih podataka karfiol je umereno tolerantan na povecani
salinitet zemljista (Bernstein, 1959) i dosta izloZen uticaju razli¢itih vrsta korova
(Qasem, 2009). Zbog toga je glavni cilj geneticke transformacije karfiola bio dobijanje
biljaka sa povecanom tolerancijom prema poviSenom salinitetu. U cilju povecanja
tolerancije biljaka na povecani salinitet pomocu genetickog inzenjeringa najcesce se
koriste geni koji kodiraju: proteine za trasport jona, antioksidante, organske
osmoprotektante, “heat-chock™ proteine i dr., kao i transkripcione faktore za regulaciju
ekspesije gena ukljuc¢enih u neki od mehanizama tolerancije (Ashraf i sar., 2008; Ashraf
i Akram, 2009). S obzirom da su mitogenom aktiviraju¢i protein (MAP) kinaze
identifikovane kao glavne komponente u uspostavljanju odbrambenog odgovora biljaka
na razliite vrste stresa (Pedley i Martin, 2005), poveéana tolerancija na poviSeni
salinitet kod biljaka karfiola moze biti postignuta konstitutivnom ekspresijom aktivne
verzije MAPKKK gena duvana (NPK1). Ugradnjom ovog gena u genom biljaka
kukuruza poboljsana je njihova tolerancija na niske temperature (Shou i sar, 2004a) i
suSu (Shou 1 sar., 2004b; Assem i sar., 2009; Omer i sar., 2013; Muoma i Ombori,
2014).

Mada postoje podaci o transformaciji karfiola direktnim transferom DNK
(Mukhopadhyay i sar., 1991; Eimert i Siegemund, 1992; Radchuk i sar., 2002; Nugent i
sar., 2006), do sada je najCeS¢e koris¢ena metoda transformacije je pomocu A.
tumefaciensa vaktora (Metz i sar., 1995a; Balla i Smith., 1998; Kuvshinov i sar., 2001;
Chakrabarty i sar., 2002; Yu i sar., 2010; Ray i sar, 2012; Metwali i sar., 2012). Kako je
regeneracija biljaka karfiola u in vitro kulturi uspostavljena uglavnom putem
organogeneze, ovaj sistem je koriS¢en 1 za transformaciju, pri ¢emu su kao eksplantati
najc¢eS¢e koriS¢eni hipokotili klijanaca (David i Tempé, 1988; Metz i sar., 1995a;
Kuvshinov i sar., 2001; Chakrabarty i sar., 2002; Metwali i sar., 2012).

U naSem radu u slucaju primene organogenog regenerativnog puta iz hipokotila
klijanaca u transformaciji karfiola pomoc¢u A. tumefaciens vektora EHA101(pSHX004),
koji nosi NPK1 gen za povecanje tolerancije prema stresu i bar gen za otpornost prema
herbicidu, postignuta je efikasnost transformacije od 2,5%. Sli¢nu efikasnost
transformacije karfiola pomocu Agrobacterium-a, koristeci iste eksplantate dobili su i
Puddephat i sar. (2001). Visa frekvenca transformacije (8-30%) dobijena je iz hipokotila
klijanaca dva varijeteta karfiola uz upotrebu srebro nitrata kao anti-etilenskog agensa
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kako bi se obezbedila bolja regeneracija transformisanih pupoljaka (De Block i sar.,
1989). Nazalost, ova procedura nije uspesno reprodukovana u drugim laboratorijama
(Metz i sar, 1995a; Bhalla i Smith, 1998). Balla i Singh (2008) su uspeli da postignu
nesto vecu efikasnost transformacije (9,5%) regeneracijom transformisanih biljaka iz
kotiledona. Svi naSi pokuSaji transformacije kotiledona karfiola pomocu
EHA101(pSHX004) zavrSeni su neuspesno propadanjem svih eksplantata tokom ili
ubrzo nakon perioda kokultivacije. Do sada ne postoje literaturni podaci koji govore o
upotrebi somatskih embriona (SE) kao eksplantata za geneti¢ku transformaciju karfiola.
Sistem za cikli¢nu somatsku embriogenezu, koji je po prvi put uspostavljen u ovom
radu, pokazao se se kao veoma pogodan za primenu u geneti¢kom inzenjeringu karfiola.
Postignuta efikasnost transformacije u ovom slucaju je iznosila 7,33%, $to je skoro tri
puta visa efikasnost nego ve¢ ranije pomenutom organogenezom iz hipokotila klijanaca
(2,5%). Sem efikasnosti, prednost koriS¢enja SE u transformaciji lezi i u Cinjenici da je
verovatnoca dobijanja himeri¢nih biljaka svedena na minimum (Taylor i Fauquet, 2002;
Deo i sar., 2009).

Niska efikasnost transformacije pokazala se kao glavni ogranicavaju¢i faktor u
genetickoj transformaciji B. oleracea. Istrazivanja geneti¢kih faktora koji kontrolisu
osetljivost B. oleracea prema A. tumefaciens tokom in vitro regeneracije pupoljaka
potvrduju da transformacioni potencijal B. oleracea genotipova zavisi i od
regenerativne sposobnosti i od stepena osetljivosti prema A. tumefaciens (Sparrow i sar.,
2004b, c). Od svih B. oleracea varijeteta karfiol, koji inace pokazuje visok kapacitet za
regeneraciju in vitro, pokazao se kao najnepodesniji materijal za geneticku
transformaciju (Puddephat i sar., 1996; Passelegue i Kerlan, 1996; Metwali, 2006).
Razlog je hipersenzitivna reakcija tkiva karfiola pri infekciji A. tumefaciens-om (Yu i
sar., 2010). Prilikom koris¢enja hipokotila klijanaca kao eksplantata, nakon infekcije sa
Agrobacterium-om EHA101(pSHX004), usled nekroze propadalo je 49% eksplantata,
dok je prilikom koriS¢enja somatskih embriona taj procenat bio manji (oko 38%).
Takode je, po inokulaciji eksplantata, dolazilo i do smanjenja frekvence regeneracije, i
do 50% kod hipokotila. Nekroza indukovana Agrobacterium-om je zabelezena i kod
kukuruza (Hansen, 2000). Kao faktori koji mogu uticati na nekrozu navedeni su starost
eksplantata, duzina pretretmana, gustina bakterijskih suspenzija i trajanje inokulacije
(Kumria i sar., 2001; Kuta i Tripathi, 2005).
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Protokol za transformaciju karfiola koji smo razvili je bio uskladivan sa
uslovima za transfer gena i regeneraciju biljaka koris¢enim od strane razli¢itih autora
(Bhalla i Smith, 1998; Radchuk i sar., 2002; Sretenovi¢-Raji¢i¢ 2004, 2006; Bhalla i
Singh, 2008; Yu i sar.,, 2010). Njihova istraZzivanja su pokazala da efikasna
transformacija karfiola zahteva pretretman eksplantata, odredene uslove kokultivacije i
odlozeno izlaganje selektivnom agensu nakon kokultivacije.

Pretreman eksplantata se pokazao kao znacajan i1 pri transformaciji drugih B.
oleracea varijeteta (Metz i sar., 1995a; Villemont i sar., 1997) ¢ime se moze povecati
broj potencijalno kompententnih ¢éelija (Sangwan i sar., 1992; Puddephat i sar., 1996).

Poznato je da povrede biljnog tkiva mogu pomoci u proizvodnji hemotaksi¢nih
signala 1 olakSati prolaz bakterijama kroz celijski zid biljne ¢Celije (Gelvin, 2000). U
skladu sa navedenim, blago povredivanje krajeva eksplantata tankom iglom pre
potapanja u bakterijsku suspenziju je doprinelo uspesnosti transformacije karfiola sa
EHA101(pSHX004).

Dodavanjem fenolnog jedinjenja — acetosiringona (AS) u kokultivacioni
medijum tokom interakcije izmedu bakterije 1 biljnog tkiva, mogucée je poboljSati
efikasnost transformacije (Henzi i sar., 2000). Kod kupusa infekcija Agrobacterium-om
je najefikasnija kada se eksplantati kokultiviSu na podlozi sa 100 uM acetosiringona
(Gelvin i Liu, 1994; Jin i sar., 2000). Acetosiringon indukuje vir gen (Shimoda i sar.,
1990), povecavaju¢i na taj nacin virulentnost agrobakterije pa i efikasnost
transformacije.

Nasi rezultati pokazuju da je dodavanje 100 uM AS u podlogu tokom
kokultivacije povecalo efikasnost transformacije iz hipokotola karfiola pomocu
EHA101(pSHX004) od 0,83% na 2,5%, dok je za uspesnu transformaciju iz somatskih
embriona prisustvo AS bilo neophodno.

Odlozeno 1 postupno izlaganje viSim koncentracijama selektivnom agensu
(antibiotiku, herbicidu) znatno moze da uti¢e na povecanje regeneracije transformisanih
pupoljaka (Metz i sar., 1995a). lako se odlaganjem selekcije, za bar 7 dana nakon
inokulacije Agrobacterium-om, moze podsta¢i regeneracija i netransformisanih
pupoljaka, na kraju selektivnog ciklusa povefava se i1 broj transgenih dogadaja
(Toriyama i sar., 1991) zbog Cega se ova strategija sve CeS¢e Koristi za unapredenje

transformacionog odgovora kod raznih biljnih vrsta (Nikoli¢ i sar., 2013). Ovako
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odlozeni postupak selekcije primenjen je i u selekciji pupoljaka karfiola transformisanih
pomoc¢u EHA101(pSHX004) na podlozi sa selektivnim agensom fosfinotricinom (PPT).
PPT je herbicidalna komponenta tripeptidnog antibiotika bialafosa (SF-1293) (L-
phosphinothricyl-L-alanyl-L-alanine) koji u prirodi produkuju bakterije Streptomyces
hygroscopicus i S. viridochromogenes. Herbicidalni efekat PPT-a je zasnovan na
inhibiciji glutamin sintetaze (GS) koja je kljuéni enzim u asimiliciji amonijuma i
metabolizmu azota kod biljaka. Inhibicija GS vodi brzoj akumulaciji amonijum jona u
¢eliji i Celijskoj smrti (Dan Hess, 2000). Bar gen kodira fosfinotricin acetil transferazu,
koja acetilacijom pretvara PPT u netoksi¢nu formu i tako omogucuje biljkama sa
introdukovanim bar genom otpornost prema PPT-u (De Block i sar., 1987). Nije poznat
prirodni mehanizam otornosti biljaka prema PPT-u (Duke i sar., 2010),. Zbog toga je
metod selekcije na podlozi sa PPT-om u skladu sa konceptom pozitivne selekcije jer
samo transformisane ¢elije u koje je integrisan bar gen sticu otpornost prema PPT-u. Na
taj nacin se kod selekcije zasnovane na primeni PPT-a smanjuje verovatnoc¢a dobijanja
laZzno pozitivnih rezultata, za razliku od selekcije zasnovane na primeni razli¢itih
antibiotika, Sto je kasnije 1 potvrdeno PCR analizom. Bar gen je kori¢en kao selektivni
marker u eksperimentima transformacije razliCitih vrsta, obezbedujué¢i efikasnu
selekciju npr. kod lucerke (Montague i sar., 2007) i odsustvo somaklonalnih varijacija
kod L. japonicus (Lohar i sar., 2001). Takode nisu uocene razlike u sadrzaju nuklearne
DNK i fenotipu izmedu PPT selektovanih i kontrolnih biljaka L. corniculatus gajenih in
vitro (Nikoli¢ i sar., 2013).

5.3. EKSPRESIJA NPK1 I bar TRANSGENA

Jo§ je devedesetih godina XX veka otkriveno da stabilna integracija T-DNK u
biljni genom ne garantuje i ekspresiju transgena, koja u velikoj meri zavisi od
transkripcione aktivnosti regiona DNK u koji se T-DNK insertovala. Poznato je da do
inaktivacije transgena obi¢no dolazi prilikom insertovanja T-DNK u heterohromatin, ali
ukoliko se transgen insertuje u eurohromatin, verovatnoca njegove inaktivacije je mala
(Meyer 1 Heidman, 1994). Inaktivacija transgena takode moze biti posledica utiSavanja

gena na nivou transkripcije S$to podrazumeva metilaciju DNK ili druge vidove
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remodelovanja hromatina koji dovode do kondenzacije i prevodenja eurohromatina u
heterehromatin, a samim tim i do inaktivacije promotora.

Kvantitativni PCR (qPCR) je Cesto koriS¢ena metoda koja omogucava detekciju
i kvantifikaciju nivoa ekspresije gena od interesa koji je ugraden u biljni genom (Kim i
sar, 2002; Panchuk i sar, 2002; Svensson i sar, 2002). RT-PCR analiza dokazala je da su
se NPK1 i bar geni koji su ugradeni u genom biljaka karfiola eksprimirali kod svih
dobijenih transgenih linija. Daljom analizom ekspresije qPCR metodom pokazano je da
su se dobijene linije medusobno razlikovale u nivou ekspresije. Razli¢it nivo ekspresije
transgena kod razlicitih linija se moze objasniti pozicionim efektom. Moguce je da, u
zavisnosti od pozicije na DNK na kojoj se ubaleni gen insertovao kod razlicitih
transgenih linija, promotor Kkoji vodi njegovu ekspresiju radi razli¢itom jac¢inom ili
pokazuje razlicit vremenski 1 tkivno-specifi¢ni obrazac transkripcione aktivnosti. Tako
je za ekspresiju transgena pod vodstvom 35S promotora, kojim su vodena i oba
transgena (NPK1 i bar) insertovana u razlicite linije karfiola, pokazano da moze da
varira od tkiva do tkiva i u funkciji vremena, najverovatnije kao posledica pozicionog
efekta (van Leeuwen i sar., 2001).

Brojne studije su pokazale da postoji obrnuta korelacija izmedu broja kopija
transgena i njegove ekspresije, §to podrzava argument da multiple kopije transgena
mogu dovesti do njegove ko-supresije i utiSavanja (Vaucheret i sar., 1998; Dai i sar.,
2001).

Shou i sar. (2004a) su pokazali da prekomerna ekspresija NPK1 gena moze
dovesti do smrti transformisanog pupoljka kukuruza u toku ranih procesa selekcije.
Takode su pokazali da je u slucajevima gde je ekspresija NPK1 na nivou Koji
transformisane linije mogu da prezive, tesko definisati korelaciju izmedu broja kopija
transgena i nivoa ekspresije, pa je vrlo verovatno da jo$ neki dodatni faktori, kao $to su
metilacija, DNK rearanzmani 1 struktura hromatina na mestu insercije transgena, mogu
uticati na transgeno utiSavanje (Matzke i Matzke, 1998; Vaucheret i sar., 1998;
Muskens i sar., 2000).

Testirane transformisane linije karfiola dobijene u ovom radu su imale relativno
nisku ekspresiju NPK1 transgena, kao i transformisane linije kukuruza dobijene
transformacijom istim vektorom EHA101(pSHX004) (Shou i sar., 2004a; Muoma i
Ombori, 2014). NPK1 i njegov ortolog kod Arabidopsis (ANP1), kao ¢lanovi MAPKK
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familije, imaju znacajnu ulogu u citokinezi (Nishihama i sar., 2001) i signalnoj
transdukciji auksina (Kovtun i sar., 1998). Dok supresija NPK1 rezultira abnormalnim
¢elijskim deobama, prekomerna ekspresija NPK1 kinaznog domena (konstitutivno
aktivan NPK 1) ima Stetne efekte na procese embriogeneze i razvoja semena (Kovtun et
al., 1998). Ovo moze biti posledica kako smanjene auksinom indukovane ekspresije,
usled uloge NPK1 gena u negativnoj regulaciji transdukcije signala auksina, tako i zbog
uloge NPK1 u indukciji apoptoze (Shou i sar., 2004a). Nizak novo ekspresije NPK1
gena kod regenerisanih linija karfiola se stoga moZze objasniti time §to se jedino one sa
niskom ekspresijom uspe$no razviju u biljke, dok se transformisane biljke sa visokim
nivoom ekspresije ovog gena ne mogu normalno razvijati i zato propadaju jako rano jos
na pocetku selekcionog procesa (Shou i sar., 2004a). Ovo moze da se potkrepi i
¢injenicom da je razliCita efikasnost transformacije kukuruza dobijena prilikom
transformacije sa istim sojem agrobakterije (EHA101) koja nosi razli¢ite vektore,
pSHX004 odnosno pTF102. Efikasnost transformacije je bila skoro za 50% niza u
slucaju kada je koris¢en pSHX004 vektor (2,24-6,54%) u odnosu na pTF102 (5,98-
13,03%), uprkos ¢injenici da oba vektora imaju isti kostur (backbone) (Muoma i
Ombori, 2014). Shou i sar. (2004c) su takode nisku efikasnost transformacije (4-8%)
kukuruza sa vektorom pSHXO004 pripisali propadanju transformisanih linija sa visokom
ekspresijom NPK1 (Shou i sar., 2004c).

Testirane transformisane linije karfiola dobijene u ovom radu su se medusobno
razlikovale po nivou ekspresije NPK1 i bar gena, ali su kod svake pojedinacne
transformisane linije karfiola nivoi ekspresije ova dva gena bili ujednaceni. Sli¢no
ovome, ranije studije su pokazale da transformisane linije dobijene transformacijom
pomocu A. tumefaciens (pSHXO004) imaju slican broj kopija NPK1 i bar gena, sa
korelacionim koeficijentom od 0,9098 (Shou i sar., 2004c). Ovaj podatak ukazao je da
se sekvenca vektora izmedu leve i desne grani¢ne sekvence cela integrisala u genom
kukuruza.

Vizuelno ocenjivanje transformisanih aklimatizovanih biljaka nije otkrilo
prisustvo morfoloskih nepravilnosti kao §to su na primer patuljast rast, nepravilni
listovi, abnormalne cvasti i sl., dok su merenja pokazala da nije bilo razlike ni u prinosu
izmedu netransformisanih i transformisanih Ty biljaka, prilikom gajenja u odsustvu

stresa. Sli¢no nasim rezultatima, razlike u fenotipu i prinosu nisu detektovane ni izmedu
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transformisanih  (NPK1) i netransformisanih linija kukuruza (Shou i sar., 2004b;
Muoma i Ombori, 2014), Sto je takode objasnjeno moguc¢om posledicom niskog nivoa
ekspresije NPK1 gena koji nije mogao da izazove pojavu abnormalnog fenotipa (Shou i
sar., 2004b).

Imaju¢i u vidu da NPKI protein ima kljuénu ulogu u odbrambenim
mehanizmima regulacijom oksidativnih signalinih puteva u ¢elijama, a samim tim i u
kontroli nivoa ROS u biljnom tkivu u uslovima stresa, od transformisanih biljaka koje
imaju povecanu ekspresiju NPK1 gena moze se ocekivati da imaju i pobolj$anu

toleranciju prema abiotickim stresovima.

5.4. TOLERANCIJA TRANSFORMISANIH LINIJA KARFIOLA PREMA

POVECANOJ KONCENTRACIJI NaCl in vitro

Razvijanje tolerancije biljaka prema poveéanom salinitetu je kljucno u
poljoprivredi jer ovaj abioticki stres, samostalno ili u kombinaciji sa drugim stresovima,
znacajno ograniava prinos gajenih kultura Sirom sveta. U toku stresa soli dolazi do
kaskade fizioloskih, molekularnih i biohemijskih promena koje su pod kontrolom vise
gena (Flowers, 2004). U ovom kontekstu, znacaj transgenih biljaka koje su stekle
povecanu toleranciju prema poviSenom salinitetu je 1 u tome S$to mogu doprineti
razumevanju fizioloskih, biohemijskih 1 molekularnih odgovora biljaka na stres.

Smanjeni rast biljaka u uslovima poviSenog saliniteta je zabeleZen kod razlicitih
vrsta kao $to su Zea mays (Ashraf i McNeilly, 1990), Oryza sativa (Lutts i sar., 1996),
Triticum durum (Lutts i sar., 2004) i Saccharum officinarum (Errabii i sar., 2006).
Inhibicija rasta u uslovima poveéanog saliniteta je posledica dehidratacije celije 1 pada
turgora (Rhodes i Samaras, 1994). Do smanjenja visine stabljike u uslovima stresa moze
do¢i usled negativnog efekta saliniteta na nivo fotosinteze, promene aktivnosti enzima
(koje posledi¢no uti€u na sintezu proteina), kao 1 usled smanjenja sadrzaja ugljenih
hidrata i hormona rasta, §to posledi¢no vodi inhibiciji rasta (Mazher 1 sar., 2007).

U odsustvu stresa vrednosti svih merenih parametara tolerantnosti su kod
transformisanih biljaka karfiola bile viSe u odnosu na netransformisane biljke. Izlaganje
biljaka povecanim koncentracijama NaCl dovodilo je do boljeg odgovora NPK1
transformisanih biljaka karfiola koje su u uslovima stresa, u odnosu na

netransformisane, pokazivale veéu stopu rasta, veéu koncentraciju fotosintetskih
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pigmenata hlorofila i karotenoida, povecani osmotski regulacioni kapacitet i povisenu
antioksidativnu aktivnost.

Veca stopa rasta kod transformisanih linija u poredenju sa netransformisanim se
moze objasniti sposobnoscu njihovih ¢elija da usvajaju vodu i mineralne materije i u
uslovima visokog osmotskog pritisaka izazvanog povecanjem saliniteta (Cicek i
Cakirlar, 2002). Povecanje mase moze biti 1 posledica povecéanja veli¢ine vakuola, ¢ime
se obezbeduje sakupljanje velike koli¢ine vode i rastvaranje akumuliranih jona, Sto
posledi¢no vodi povecanju mase (Munns, 2002a). Shou i sar (2004b) su analizirajuci
efekte NPK1 genske ekspresije na agronomske karakteristike kukuruza u uslovima suse,
zakljucili da je procenat smanjenja tezine klipa kod transgenih biljaka daleko manji
nego kod netransformisanih. Ovaj rezultat je ukazivao da NPK1 transgeni kukuruz ima
veéi potencijal za prinos nego netransformisane biljke u uslovima suSe. Prinos
transformisanih linija kukuruza pod stresom bio je i 25-30% vec¢i u odnosu na kontrolne
biljke (Shou i sar., 2004b; Muoma i Ombori, 2014).

Koncentracija hlorofila i fotosintetska efikasnost su od veoma velike vaznosti za
rastenje i produktivnost biljaka. U uslovima pove¢anog saliniteta dolazi do inhibicije
procesa fotosinteze, a stepen inhibicije zavisi od efekta stresa na koncentraciju
fotosintetskih pigmenata. Efikasnost fotosistema II je kljucna za fotosintezu tokom
stresa (Baker, 1991), a pokazano je da postoji direktna korelacija izmedu aktivnosti
fotosistema II 1 sadrzaja hlorofila i karotenoida u listovima (Checker i sar., 2012). U
naSem eksperimentu odabrane tranformisane linije karfiola su u uslovima povisene
koncentracije NaCl zadrzavale znacajno vise hlorofila i karotenoida u poredenju sa
etransformisanim biljkama. Visi nivo hlorofila i karotenoida u transformisanim
linijama, predstavlja prilagodavanje transformisanih biljaka, koje im omogucava
vezivanje vise ugljenika u uslovima stresa. Smatra se da se povecana tolerancija NPK1
transgenog kukuruza prema su$i moze povezati sa potencijalnim zaStitnim
mehanizmima za ocuvanje fotosintetske masinerije od dehidratacije (Shou i sar.,
2004b). Aktivirani odbrambeni mehanizmi, koji kod transgenih biljaka Stite
fotosintetski aparat od oStecenja, doprinose njihovoj fotosintetskoj aktivnosti i rastenju
u uslovima stresa (Biswal 1 sar., 2011). Karotenoidi Stite biljke od oksidativnog stresa

kao neenzimatski antioksidanti (Parvaiz 1 Satyawati, 2008), neutraliSu slobodne radikale
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(Jithesh 1 sar., 2006) i naj taj nacin doprinose odrzavanju redoks stanja u ¢eliji i
olakSavaju funkcionisanje ¢elija pod stresom.

Vecina oSteCenja izazvana abiotickim stresom kod biljaka su povezana sa
oksidativnim o$te¢enjima na Celijskom nivou. Stres inhibira transport elektrona tokom
fotosinteze i1 na taj nain generiSe ROS u biljkama (Ning i sar., 2010) ¢ija je funkcija u
¢elijama odredena koncentracijom. U fizioloskim koncentracijama ROS deluju kao
signalni molekuli koji pokrecu celijske odgovore kroz ROS signalne puteve, dok
prekomerna akumulacija ROS vodi ¢elijskoj smrti (Asada i Takahashi, 1987; Niu i sar.,
1995; Hammond-Kosack i Jones, 1996; Yeo, 1998; Asada, 1999; Glenn i sar., 1999;
Dat i sar., 2000).

Antioksidativni enzimi i neenzimatske komponente antioksidativnog sistema
biljaka odrzavaju ROS homeostazu tokom abiotickog stresa. Kao deo ovog sistema,
antioksidativni enzimi POD, CAT i SOD imaju klju¢nu ulogu u odbrambenim
odgovorima. Postoje podaci o tome da su MAPK odgovorne za aktivaciju
antioksidativnih enzima kod biljaka (Samuel, 2002; Zong i sar., 2009), §to je pokazano i
u ovom radu. U uslovima stresa kod NPK1 transformisanih biljaka karfiola dolazilo je
do znacajnog povecavanja aktivnosti POD, CAT 1 do blagog porasta SOD aktivnosti u
odnosu na netransformisane biljke.

Postoje kontradiktorni rezultati o uticaju poviSenog saliniteta na aktivnost
antioksidativnih enzima. Neki istraZivaci povezuju pojacanu ekspresiju antioksidativnih
enzima sa tolerancijom prema povisenom salinitetu (Gueta-Dahan i sar., 1997; Tsugane
i sar., 1999; Herndndez i sar., 2003; Lopez-Goémez i sar., 2007), dok drugi smatraju da
je koordinisana regulacija aktivnosti antioksidativnih enzima, mehanizam ukljucen u
toleranciju prema salinitetu (Gémez i sar., 1999; Hernandez i sar., 2000, 2001; Mittova i
sar., 2003). Wu i sar. (2012) su pokazali da tretman karfiola metil-jasmonatom, za koji
je pokazano da ublazava efekte suSe (Hassanein i sar., 2009), dovodi do znacajnog
porasta aktivnosti POD i CAT i manjeg porasta aktivnosti SOD kod klijanaca u
uslovima stresa. Drazkiewicz i sar. (2004) su potvrdili da prilikom izlaganja klijanaca A.
thaliana oksidativnom stresu indukovanom Cu, dolazi do smanjenja CAT i povecanja
POD aktivnosti u listovima. Seckin i sar. (2009) su pokazali da u korenovima pSenice
izlozenoj povecanoj koncentraciji soli (NaCl) dolazi do povecane aktivnosti SOD i

CAT, dok je aktivnost POD smanjena.
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Manja aktivnost SOD se moZe objasniti ¢injenicom da sposobnost biljaka da
prevazide oksidativni stres samo delimi¢no zavisi od indukcije SOD aktivnosti, s
obzirom na ¢injenicu da brojni faktori mogu da reguliSu dostupnost supstrata za SOD:
promene u putevima nastanka ROS, prostorna razdvojenost pojedinih oksidativnih
procesa (naelektrisane ROS ne mogu da prolaze kroz celijske membrane). Sistem za
uklanjanje H,0O,, koji ¢ine askorbat peroksidaza, glutation reduktaza i CAT, ima mnogo
veci znacaj u toleranciji pSenice na oksidativni stres izazvan suSom u poredenju sa
ulogom koju u ovom procesu ima SOD (Sairam i sar., 1998).

Uz antioksidativni sistem, osmotsko prilagodavanje je znacajan mehanizam
prilagodavanja biljke na uslove stresa. U uslovima povisenog saliniteta dolazilo je do
pojacane sinteze prolina i Secera kod NPK1 transformisanih biljaka karfiola, $to je jedan
od mehanizama kojim biljke prilagodavaju/smanjuju svoj osmotski potencijal (Ashraf i
Foolad, 2007). Novija istrazivanja su ukazala na pozitivnu ulogu MAPK signala u stres
indukovanoj akumulaciji prolina (Kong i sar., 2011a; Zhang i sar., 2011). Prolin ima
veoma vaznu ulogu u zastiti biljke od osmotskog stresa (Tripathi i Gaur, 2004; Sumithra
i sar., 2006; Ashraf i Foolad, 2007; Ahmed i sar., 2008; Parida i sar., 2008; Rai i sar.,
2010). Uloga prolina u uslovima poviSenog stresa je da doprinese osmotskom
prilagodavanju, stabilizaciji membrana, zastiti procesa fotosinteze i disanja, dok nakon
prestanka stresa sluzi kao izvor ugljenika 1 azota (Silveira 1 sar., 2003; Kavi Kishore 1
sar., 2005). Moguce je da povetana koncentracija prolina doprinosi zastiti
antioksidativnih enzima ublazuju¢i negativne efekte izazavane stresom kod transgenih
biljka (Xu i sar., 2013).

Promenom uslova sredine brzo se menja i metabolizam ugljenih hidrata.
OsCIPKO3 i OsCIPK12 pirinca i MAPKK kukuruza (ZmMKK4), koje podsticu
akumulaciju prolina u uslovima stresa takode stimuliSu i stresom indukovano povecanje
sadrzaja Secera (Xiang i sar., 2007; Kong i sar., 2011a). Kod NPK1 transformisanog
karfiola porast sadrzaja Secera u uslovima stresa bio je u korelaciji sa nivoom ekspresije
NPK1 gena. Medutim, kod NPK1 transformisanog kukuruza, nije pronadena korelacija
izmedu nivoa ekspresije NPK1 i nivoa Secera, Sto ukazuje da jo$ neki faktori mogu da
uti¢u na porast koncentracije Secera u odgovoru na stres (Shou i sar., 2004b).

Razlicite strategije za razvoj tolerancije prema stresu kod biljaka podrazumevale

su transformacije genima koji kodiraju transkripcione faktore (Song i sar., 2009),
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enzime koji ucestvuju u sintezi osmoprotektanata (Bhattacharya i sar., 2004; Niu i sar.,
2014) ili antioksidativne enzime (Diaz-Vivancos i sar., 2013). MAPKKK su pogodnije
za geneticki inzenjering jer funkcioniSu na vrhu kaskade koja vodi aktivaciji viSe
transkripcionih faktora i stres inducibilnih gena. Evolutivho su konzervirane i
uklanjanjem regulatornin domena dobijaju se konstitutivno aktivne forme ovih kinaza
(Banno i sar., 1993; Nishihama i sar., 1997; Ichimura i sar., 1998; Kovtun i sar., 1998;
Yuasa i sar., 1998). Modulacijom ekspresije MAPKKK moze se istovremeno uticati na
aktivnost vise target gena nego kroz pojacanu ekspresiju pojedinatne MAPK ili nekog
transkripcionog faktora.

Odsustvo fenotipskih i razlika u prinosu izmedu transformisanih (NPK1) i
netransformisanih nasih linijja u odsustvu stresa, §to je zapazeno i kod NPK1
transformisanog kukuruza (Shou i sar., 2004b; Muoma i Ombori, 2014), predstavlja
veliku prednost za dobijanje biljaka sa poveéanom tolerancijom na uslove stresa u
odnosu na gene za pojedine transkripcione faktora c¢ija ekspresija interaguje sa

normalnim rastom i razvojem (Jaglo-Ottosen i sar., 1998; Liu i sar., 1998).

5.5. OTPORNOST TRANSFORMISANIH BILJAKA KARFIOLA PREMA
TOTALNOM HERBICIDU FOSFINOTRICINU

Prednost koris¢enja bar gena kao selektivnog markera je dvostruka. Pored toga
Sto povecava efikasnost inicijalne selekcije transformisanih pupoljaka, o ¢emu je ranije
bilo re€i, integracija i ekspresija bar gena biljkama obezbeduje jo§ jednu, za
poljoprivredu znacajnu karakteristiku, otpornost prema totalnim herbicidima koji kao
aktivnhu komponentu imaju PPT. Sinteticki PPT je aktivha komponenta vise
neselektivnih herbicida pod razligitim komercijalnim nazivom (BASTA®, BUSTER®,
RELY®, FINALE®, CHALLANGE®, IGNITE® i LIBERTY®) koji kontrolisu Sirok
spektar uskolisnih i Sirokolisnih korova u usevima. PPT se apsorbuje putem lista i
stabljike biljke, a utvrdeno je da je za brojne gajene i divlje biljke fitotoksican u niskim
dozama (2,64-7,74% od preporucene doze) (Carpenter i Boutin, 2010). Simptomi
zuéenja 1 uvenucéa se pojavljuju 3-7 dana nakon primene herbicida, u zavisnosti od
spoljasnjih uslova i vrste biljke. Nije poznat prirodni mehanizam otpornosti biljaka
prema PPT-u (Duke i sar., 2010), ali su primeceni razli€iti stepeni osetljivosti biljaka §to

se pripisuje uticaju nekoliko faktora (Peterson i Hurle, 2001; Sellers i sar., 2004;
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Everman i sar., 2009). Upotreba PPT herbicida je ekoloski bezbedna, jer ga mikrobi iz
zemljiSta lako metaboliSu u prirodne komponente (Bartsch i Tebbe, 1989; Tebbe i
Reber, 1991) bez izazivanja zagadenja zemljiSta 1 akumulacije u biljkama. Ovo
obezbeduje efikasno uniStavanje korova na obradivim povrSinama bez naknadnog
Stetnog uticaja na razvoj i prinos gajenih biljaka. Medutim ovaj herbicid se ne
translocira kroz biljku, tako da uniStava samo povrsinske delove biljaka koje su direktno
pogodene prskanjem i ne obezbeduje kontrolu preostalih korova. Potreba i
(opravdanost)za eksperimentom transformacije bar genom i razvoja otpornosti prema
totalnom herbicidu BASTA® kod biljaka karfiola se ogleda u mogucoj primeni u
poljoprivrenoj proizvodnji. Transformisane biljke karfiola su pokazivale otpornost i
prema koncentraciji PPT-a od 600 mg 1™, zadrzavajuéi pritom normalan rast. Ovo je tri
puta veca koncentracija od preporucene za vecinu korovskih vrsta (200 mg ™) sto
obezbeduje efikasniju kontrolu korova u usevima karfiola tokom c¢itavog vegetacionog
perioda ove kulture. Ovo je vrlo znacajno imaju¢i u vidu da nekontrolisani korov u
usevima karfiola, tokom Citave vegetacione sezone, moze dovesti do smanjenja prinosa

i do 76% (Qasem, 2007).
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6. ZAKLJUCCI

Uspesno je indukovana in vitro organogeneza iz razli¢itih segmenata klijanaca
Brassica oleracea L. varijeteta: kupusa (beli i crveni), karfiola, kelja i brokolija,
na MS podlogama sa razli¢itim kombinacijama BA i KIN. Kod kupusa, kelja i
brokolija najbolja regeneracije pupoljaka je postignuta iz hipokotila klijanaca na
podlogama sa BA, dok su kod karfiola nabolji kapacitet za formiranje pupoljaka
imali kotiledoni na podlozi sa KIN. Visok stepen multiplikacije regenerisanih
pupoljaka je ostvaren na hranljivoj podlozi koja je sadrzala BA (1 mg I7),
samostalno ili u kombinaciji sa IBA (0,1 ili 0,2 mg I"). Regenerisane i
umnozene biljke su uspesno oziljene i aklimatizovane u stakleniku. Povecanje

sadrzaja saharoze u podlozi za oziljavanje pozitivno je uticalo na aklimatizaciju
biljaka.

Postignuta je direktna somatska embriogeneza iz nezrelih zigotskih embriona
belog kupusa i karfiola i uspostavljena repetitivna somatska embriogeneza na B5
I MS podlogama bez regulatora rastenja (B5-0 ili MS-0 medijum). Embriogeni
potencijal za somatsku embriogenezu je odzavan oko 10 meseci. Prisustvo
citokinina (1,0 mg I'* BA ili KIN) u hranljivoj podlozi uticao je na poveéanje
konverzije sekundarnih somatskih embriona u biljke, koje su pokazivale
normalnu morfologiju i reproduktivne karakteristike kao i kontrolne biljke
dobijene iz semena. Odsustvo varijabilnosti kod regeneranata je potvrdeno i

RAPD analizom.

Izvrsena je uspesna transformacija karfiola pomoc¢u A. tumefaciens vektora
EHA101(pSHX004) koji sadrzi gene koji kodiraju MAPKKK duvana (NPK1) i
fosfinotricin acetiltransferazu (bar). Prisustvo oba transgena je detektovano u

svim transformisanim linijama.

Efikasnost transformacije je bila veca kada su kao eksplantati za transformaciju
koris¢eni somatski embrioni (7,33%) u odnosu na hipokotile (2,5%). Primena
acetosiringona u toku kokultivacije omogudila je transformaciju kod SE kao

eksplantata, a kod hipokotila zna¢ajno je povecavala efikasnost (za 3 puta).
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Transformisane NPK1 biljke karfiola su uspesno oziljene, aklimatizovane i dale
T, seme. Gajene u uslovima staklenika transformisane biljke nisu ispoljavale
znacajna odstupanja od normalnog fenotipa, niti razliku u prinosu u odnosu na

netransformisane.

RT-PCR analiza dokazala je da su se NPK1 i bar geni ekspremirali kod svih
dobijenih Ty i T, transgenih linija karfiola. Kvantititativna analiza ekspresije
(QPCR) je pokazala da su se ove linije medusobno razlikovale u nivou
ekspresije. Najveci broj kopija NPK1 i bar transkripata detektovan je kod
izdanaka linije To-L2.

Integracija i ekspresija NPK1 gena omogucila je povecanje tolerancije

transformisanih linija prema povisenoj koncentraciji NaCl u podlozi.

Sve transformisane linije, na tretmanu sa 100 mM NaCl, su pokazivale veci
stepen tolerancije (manji stepen hloroze i nekroze listova, veci rast i sposobnost
zadrzavanja fotosintetskih pigmenata hlorofila i karotenoida) u odnosu na
netransformisane biljke, a veéina je veéi stepen tolerancije zadrzavala i na
tretmanu sa 200 mM NaCl. Linija To-L2 se isticala po povecanoj toleranciji

prema stresu soli, $to je u korelaciji sa izmerenim nivoom ekspresije NPK1 gena.

Povecéana tolerancija NPK1 transformisanih biljaka karfiola prema povisenim
koncentracijama NaCl je, barem delimi¢no, bila posledica povisene aktivnosti

antioksidativnih enzima i osmotskog prilagodavanja.

Uces¢e NPK1 gena u razli¢itim signalnim putevima celija, €ini dobijene
transformisane biljke pogodnim sistemom za prouCavanje uticaja razli¢itih

faktora abiotiCkog i biotickog stresa, kao i za prouc¢avanje mehanizama razvica

biljaka.

Ekspresija bar gena obezbedila je rezistenciju transformisanih biljaka prema
totalnom herbicidu fosfinotricinu (BASTA®). Transformisane linje su pokazale
visoku otpornost prema herbicidu BASTA® koji je bio primenjen u 2-3 puta

visim koncentracijama od onih koje su preporucene za tretiranje korova u polju.
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UsjaBa o ayTopcTBY

NMoTnncaHa Cys3aHa M. NasnoBuh

Opoj ynuca 53301/2009

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTopCcKa AucepTaumja nog HacnoBoM

EdekaT ekcnpecuje reHa 3a npoTtenH-knHasy 1 aysana (NPK1) ko TpaHcdopMmncaHmx

ourbaka kapdwuona (Brassica oleracea L. var. botrytis) Ha pa3Boj TonepaHuuje npema

noBuLIEHUM KoHLueHTpauujama NaCl in vitro.

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paga,

e [a npegnoxeHa aguceptauumja y LenvHn H1 y fenosumMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujarbe 6mno koje gunromMe npema CTyaujCKMM nporpamuma gpyrmx
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBegeHUN U

e [a HucaM KpLuMo/na ayTopcka npaea U KOPUCTUO MHTENEKTyarlHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc poktopaHaa
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme n npesume aytopa Cysana M. NaenoBuh

Opoj ynuca 53301/2009

Cryavnjcku nporpam dusmonormja n monekynapHa 6uonorvja burbaka

Hacnos paga Edekat ekcnipecuje reHa 3a npotenH-knHasy 1 aysaHa (NPK1)

Ko TpaHcdopMuUcaHnx burbaka kapduona (Brassica oleracea L. var. botrytis) Ha

pa3Boj TofiepaHumje npemMa nosueHM koHueHTpauurjama NacCl in vitro.

MeHTOp ap HeseHa Mutuh

MotnucaHa CysaHna M. Masnosuh

nsjaBrbyjeM da je wTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHa €feKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany OurutanHor
penosuTtopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[lo3BorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nodaum Be3aHu 3a aobuvjare akagemcKor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LTOo Cy uMe 1 npesnme, roguHa n mecto poherwa u gatym
onbpaHe paga.

OBM nuyHM nojaun Mory ce o0jaBuUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AaurntanHe
BGubnmoTeke, y eNeKTpOHCKOM KaTanory n y nybnukauvjama YHusep3auteTa y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

( Tobnslowk

Y Beorpagay, 01.06.2015.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6mubnumoteky ,CBeto3zap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosuTopujym YHuBepsuTeta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTaumjy nog
HacrnoBom:

EdekaTt ekcnpecuje reHa 3a npotemH-kmHasy 1 aysaHa (NPK1) koa TpaHcdopmMucaHmx

ourbaka kapdwuona (Brassica oleracea L. var. botrytis) Ha pa3Boj TonepaHuuje npema

nosuLleHuM koHueHTpaumjama NacCl in vitro.

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxMBupaHE.

Mojy OOKTOpPCKY AucepTtauujy noxpaweHy y [urutanHm penosvtopujym YHuBepsuTeTa
y Beorpagy mory oa kopucte C€BM Koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyymo/na.

@AyTOpCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLUKjanHo
3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUWMjanHo — AennUTn No4 UCTUM YCrioBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AenuTu nog UCTUM ycrnosmma

(MonMmo ga 3aoKkpyxute camo jedHy O LecT NOoHyheHux nuueHuu, Kpatak onuc
nueHUM AarT je Ha nonefnuHu nucra).

MoTtnuc gokTtopaHaa

( Tobonslowdy

Y Beorpaay, 01.06.2015.




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTpuUbyLMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepajge, ako ce HaBefe nMMme aytopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nUeHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpMOyLMnjy 1 jaBHO
caonwtaesawe Jena, v rnpepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOMbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte yMHOXaBahE,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa Wnv
ynoTpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HauvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NIULEHLOM ce orpaHuyaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — Jenutn nog Uctum ycrosuma. [osBorbaBaTte
YMHOXaBake, AMCTpMbyLmnjy 1 jaBHO caonwitaBawe gena, u npepage, ako ce HaBene
nMe aytopa Ha HayuH ofdpefeH oA CcTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHLe U ako ce
npepaga guctpubympa nog WCTOM MMM CAMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby agena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUByLMjy M jaBHO
caonwrTasawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa nnu ynotpebe gerna y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - pgenutu nog wCTUM ycnoBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
ANCTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce Hasege MMme aytopa Ha
HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unvM JaBaoua nuueHue W ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM wMnM cnudHoM numueHuom. OBa nuvueHua [A03BOfbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBepckuMm nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.



