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Geneticka transformacija kicice (Centaurium erythraea Rafn.)
AtCKX1 i AtCKX2 genima

REZIME

Biljna vrsta Centaurium erythraea Rafn., u naSem narodu poznata kao kicica, od davnina se
upotrebljava kao lek za snizenje temperature i nivoa Secera u krvi, leCenje anemije, Zutice i
gihta, za jaCanje apetita i povecanje stomacne sekrecije. Zbog poznatih lekovitih svojstava,
ki¢ica se nalazi u mnogim farmakopejama. Kao pocetni materijal za uspostavljanje kulture
korenova in vitro koris¢eni su vrhovi adventivnih korenova prose¢ne duzine ~10 mm Koji
su izolovani od sterilno dobijenih klijanaca kicice 1 dalje su gajeni na ¢vrstoj MS hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja. Proces organogeneze u kulturi korenova kicice je spontan.
Posle sedam dana gajenja u kulturi na bazalnom delu pocetnog eksplantata uocavaju se
prve promene. Koren zadebljava i tkivo pocinje da puca celom duzinom bazalnog dela.
Tokom cetvoronedeljnog pasaza, duz razraslog dela eksplantata, formira se veliki broj
adventivnih pupoljaka. U cilju dobijanja transgenih biljaka sa sniZzenim nivoom endogenih
citokinina, za transformaciju su koris¢ena dva bakterijska soja Agrobacterium tumefaciens
GV3101 koji nose pBinHTX plazmid sa dva razli¢ita gena, AtCKX1 odnosno AtCKX2, koji
kodiraju enzim citokinin oksidazu/dehidrogenazu (CKX). Efikasna integracija AtCKX1
gena (30% ) i AtCKX2 gena (28.2% ) odredena je PCR analizom genomske DNK. U cilju
Sto boljeg odredivanja nivoa ekspresije AtCKX gena kicice prvo je bilo neophodno uradena
je optimizacija PCR protokola sa prajmerima za qPCR. Ovaj postupak sastojao se u
pronalazenju optimalne temperature vezivanja prajmera uz istovremenu primenu razli¢itih
aditiva odnosno pojacivata PCR reakcije. Dodavanje 5% DMSO-a u gPCR reakcije
znacajno je poboljsalo specifi¢nost amplifikacije AtCKX1 i AtCKX2 gena kicice. qRT-PCR
analizom potvrdena je ekspresija AtCKX1 i AtCKX2 gena kod 50% odnosno 64%
analiziranih linija. U ovom radu uspesSno je pokazano da ekspresija AtCKX gena u
transgenim biljkama kiCice znacajno utice na metabolizam citokinina. Klju¢ni faktor u

kontroli nivoa citokinina u biljnim tkivima predstavlja CKX enzim, jedini do sada poznati



enzim koji ucestvuje u katabolizmu citokinina. Specificna aktivnost CKX enzima
odredivana je u izdancima i korenovima svih transgenih AtCKX linija. Analiza koli¢ine i
sadrzaja ukupnih kao 1 pojedinac¢nih grupa endogenih citokinina netransfromisanih biljaka
ki¢ice omogucila je, po prvi put, odredivanje citokiniskog profila kicice in vitro. Takode je
pokazano da se promene u metabolizmu citokinina prilicno nepredvidivo odrazavaju na
koli¢inu auksina tj. koli¢inu ukupne endogene IAA u samom biljnom tkivu. Uspesno je
pokazano da ekpresija AtCKX gena takode utice i na neke morfoloSke parametre
transformisanih biljaka kiCice. Promenjena citokininska homeostaza utiCe na smanjenje
morfogenetskog potencijala transformisanih biljaka kicice, ali ne utiCe na znacajno
odstupanje prirasta mase izdanaka u odnosu na kontrolu. Rezultati analize fotosinteti¢kih
pigmenata ki¢ice ukazuju na to da sniZenje citokinina moZze biti jedan od preduslova, ali ne
1 sam signal za pocetak senescencije. Dominantne farmakoloski aktivne supstance kicice su
sekoiridoidi i ksantoni. Sadrzaj sekoiridoidnih komponenti biljaka in vitro ne razlikuje se
mnogo u odnosu na biljke iz prirode dok se koli¢ina ksantonskih jedinjenja znacajno
povecava kod biljaka gajenih in vitro. Vecina transgenih AtCKX linija kicice produkuje
manje sekoiridoida u odnosu na biljke in vitro i biljke iz prirode. Pove¢ana akumulacija
ksantona odredena je u skoro svim AtCKX linijama kicice u poredenju sa biljkama iz
prirode. Imajuéi u vidu da su ksantoni sve vise u upotrebi zbog svojih farmakoloskih
svojstava, transgene AtCKX linije ki¢ice mogle bi biti koristan izvor biljnog materijala u

proizvodnji novih lekova.

Kljuéne reci: Centaurium erythraea Rafn., Agrobacterium tumefaciens, geneticka
transformacija, gRT-PCR, AtCKX geni, CKX aktivnost, citokinini, sekundarni metaboliti,

sekoiridoidi, ksantoni.
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Genetic transformation of common centaury
(Centaurium erythraea Rafn.) using AtCKX1 and AtCKX2 genes

ABSTRACT

Plant species Centaurium erythraea Rafn., commonly known as common centaury, has
been used for centuries to cure febrile conditions, regulate blood sugar, treat anemia,
jaundice and gout and to increase appetite and stimulate digestion. Because of its numerous
therapeutic properties centaurii herba is officially recognized as a drug in a number of
pharmacopoeias. Root tips of =10 mm average length, isolated from seedlings obtained
under sterile conditions, were used as initial explants in this work. The in vitro culture of
non-transformed centaury roots was established on solid half-strength MS nutrient medium
without growth regulators. Organogenesis is a spontaneous process in centaury root culture.
The first changes were noticeable on the basal part of the initial explants, after seven days
of growth on MS medium. The root explants thickened and began to burst over the entire
length of the basal part. During four weeks of subculture, a large number of adventitious
buds were observed on initial explants. In order to obtain transgenic centaury plants with
lowered endogenous cytokinin levels, in vitro cultivated root explants were transformed
with Agrobacterium tumefaciens GVV3101 bearing a pBinHTX plasmid with either AtCKX1
or AtCKX2 genes encoding isoforms of cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX). PCR
analysis of genomic DNA confirmed the effecient integration of both AtCKX1 (30%) and
AtCKX2 (28.2%) genes. In order to investigate the expression of AtCKX genes in transgenic
centaury plants, an optimization of PCR protocol with gPCR primers was necessary.
Optimization of PCR protocol implicated finding the optimal annealing temperature and
simultaneous application of different PCR additives and enhancers. Addition of 5% DMSO
significantly improved the specificity of gqPCR amplification of AtCKX1 and AtCKX2
genes. gRT-PCR analysis indicated that AtCKX1 and AtCKX2 genes were expressed in 50%
and 64% of the analyzed transgenic lines, respectively. In this work we clearly demonstrate

a significant effect of AtCKX genes on cytokinin metabolism in transgenic centaury plants.



Since CKX is the only known enzyme involved in cytokinin catabolism, it is considered a
key factor in controlling the cytokinin levels in plant tissues. CKX enzyme activity was
determined in shoots and in roots of all AtCKX transgenic lines. The analysis of the content
of total cytokinins and individual groups of endogenous cytokinins in non-transformed
centaury plants enabled, for the first time, a determination of cytokinin profile of this
species in vitro. In this work we also showed that changes in the cytokinin metabolism have
unpredictable effects on the endogenous IAA levels in plant tissues. The expression of
AtCKX genes also affected some morphological traits of the transgenic centaury plants. We
observed that a decrease of endogenous cytokinins caused a reduction of morphogenetic
potential of transgenic centaury plants but did not significantly affect the biomass
production in comparison to control plants. Analysis of photosynthetic pigments of
centaury indicated that a decrease of endogenous cytokinins might be a prerequisite rather
than a signal for the onset of senescence. The main active pharmacological compounds of
the centaury are secoiridoids and xanthones. The content of the secoiridoids found in plants
grown in vitro was similar to that in plants collected from nature, whereas the quantity of
xanthones was significantly elevated in plants grown in vitro, in comparison to plants from
nature. Most of the obtained AtCKX transgenic centaury lines produced less secoiridoids
than plants from natural habitat or plants grown in vitro. On the contrary, it was determined
that the majority of the AtCKX transgenic centaury lines accumulated more xanthones than
plants grown in nature. As xanthones are increasingly being used for their pharmacological
properties, AtCKX transgenic centaury plants could be used as a useful source of plant

material for the production of novel drugs.

Key words: Centaurium erythraea Rafn., Agrobacterium tumefaciens, genetic
transformation, gRT-PCR, AtCKX genes, CKX activity, cytokinins, secondary metabolites,

secoiridoids, xanthones.

Scientific field: Biology
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UDC number: 577.21:581.1(043.3)
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Uvod

1. UVvOoD

Biljke su ve¢ stotinama godina uobicajen izvor mnogih hemijskih jedinjenja koja se
koriste u farmaciji. Procenjuje se da Cetvrtina lekova koji se u danasnje vreme prepisuju
kao terapija u savremenoj medicini sadrze ekstrakte mnogih biljaka. Usled prekomerne
eksploatacije biljaka iz prirode, kao i unistavanjem njihovih prirodnih stanista, mnogim
lekovitim biljnim vrstama preti potpuno istrebljenje.

Kultura tkiva predstavlja jedan od aternativnih nacina komercijalne proizvodnje
velikog broja biljnih vrsta ukljucujuci i lekovite (George i Sherrington, 1984). Primenom
kulture tkiva mogucée je regenerisati i umnoZiti veliki broj biljaka na razlicitim
eksplantatima u kratkom vremenskom periodu. Za regeneraciju biljakain vitro koriste setri
osnovne metode: mikropropagacija, organogeneza i somatska embriogeneza (Terzi i Lo
Sciavo, 1990). Kultura tkiva takode je omogucila proizvodnju sekundarnih metabolita,
veoma vaznih prirodnih hemijskih jedinjenja (Barz i Ellis, 1981; Deus i Zenk, 1982).
Akumulacija sekundarnih metabolita zavisi od sastava hranljive podloge kao i od uslova
sredine u kojoj se biljke gaje (Stafford, 1986).

Dobijanje biljaka sa zeljenim osobinama omoguéeno je drugom veoma vaznom
biotehnoloskom tehnikom, genetickim inzenjeringom. Jedna od vaZnih osobina biljaka koja
se moze poboljsati tehnikom genetickih transformacija je proizvodnja sekundarnih
metabolita. Geneticke transformacije biljaka mogu omoguéiti proizvodnju biljaka in vitro
koje imaju povecanu koli¢inu sekundarnih metabolita (Nainai sar, 1989; Yun i sar, 1992;
Cucui sar, 2002; Koroch i sar, 2002). Na ovaj nac¢in kulturatkivalekovitih biljaka mogla bi
imati komercijalnu primenu u proizvodnji sekundarnih metabolita.

Primenom i razvijanjem navedenih tehnika moguce je oCuvati i poboljSati neke od
osobina mnogih biljnih vrsta ugrozenih u prirodi, medu kojima je i Centaurium erythraea
Rafn.
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1.1. Opstekarakteristike vrste Centaurium erythraea Rafn.

Rod Centaurium predstavlja najvec¢i rod u familiji Gentianaceaea koja obuhvata
oko 50 vrsta koje su na osnovu morfoloskih, ekoloskih i taksonomskih karakteristika,
podeljene u nekoliko sekcija (Tutin, 1972). Sve vrste roda Centaurium pripadaju familiji
Gentianaceae, redu Gentianales, nadredu Gentiananae, podklasi Asteridae, klasi
Magnoliopsida (Takhtgjan, 1980). Ime roda potic¢e od gréke re¢i kentayrion, jer se otkrice
lekovitosti pripisivalo kentauru Hironu iz gr€ke mitologije. Drugo objasnjenje porekla
naziva ovog roda poti¢e od bukvalnog prevoda njegovog naziva (centum = stotinai aureum
= zlato), Sto u prevodu znaci biljka vredna stotinu zlatnika (Tucakov, 1996).

Sa biogeografske tacke glediSta, vrste roda Centaurium su kosmopolitske i
uglavnom naseljevaju severnu hemisferu i to Veliku Britaniju, Skandinaviju, Mediteran,
jugozapadnu Aziju i severnu Afriku (Chevallier, 2000). Danas se smatra da rod Centaurium
vodi poreklo iz Mediterana i centralne Amerike. Mnogobrojne vrste ovog roda takode se
mogu naci i u severnoj Americi, i to u Kaiforniji i Meksiku (Jager, 1978). Biljne vrste
ovog roda naseljavaju razliite tipove stani$ta i zemljiSta (krecnjak, ilovaca, pesak,
mocvara).

U flori Srbije pored Centaurium erythraea, zastupljene su joS tri vrste: C.
pulchellum, C. tenuiflorumi C. ulginosum (Jovanovié¢-Dunji¢, 1977).

Centaurium erythraea Rafn. (sinonimi C. umbellatum Gillib i C. minus Moench),
¢iji je narodni naziv kicica (takode 1 groznicavka, zlatna zu¢, gorko zelje, crveni kantarion,
mali stozlatnik), jednogodisnjajeili dvogodisnja zeljasta biljka visine 10-50 cm (Slika 1a).
Kicica ima uspravno, ¢etvorougaono stablo koje je granato u gornjem delu. Listovi na
stablu su naspramni, duguljasto-jgjasti do lancetasto-elipti¢ni, prizemni su i uglavnom su
rasporedeni u rozetu. Cvetovi formiraju racvastu, Stitasto-grozdastu zbijenu cvast, koja je
ravna po gornjoj povrdini, jer su cvetovi uvek u istoj visini (Slika 1b). Casicu gradi pet
linearnih, zaostrenih listi¢a. Krunica je levkasta i ruzicasto-crvene boje (Slika 1c). Prasnika
ima pet, linearnog su oblika i bazalnim delom su spojeni sa dugackim tubusom koji grade
kruni¢ni listi¢i. Tucak se sastoji od plodnika koji ima pet oplodnih listi¢a i stubica koji se

zavrSava dvoreznjevitim zigom. Posle oplodenja, prasnici se savijaju spiralno i razvija se
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uska cilindri¢na Gaura. Kada sazri, aura puca duZ pregrada na dva kapka i oslobadaju se

sitna semena koja imaju zili¢astu opnu (Slika 1d). U prirodi cveta od jula do septembra.
Kicica je vrlo ¢esta na suvim padnjacima, obodu putevai njiva. Zivi nakre¢njackim suvim
zemljistima od nizija do planinskih pojasa (do 1400 m). Pripada evropsko-mediteranskom
flornom elementu (Tutin, 1972).

Slika 1. Centaurium erythraea Rafn. u prirodnom stanistu. @) izgled cele biljke, b) Stitasto-
grozdasta zbijene cvasti, ¢) levkaste krunice sa tuckom i praSnicima, d) semena
(https://www.kuleuven-kul ak.be/bioweb).

Biljne vrste roda Centaurium Siroko su zastupljene u tradicionalnoj medicini
mnogih naroda. U nasem narodu kicica se upotrebljava od davnina. Kicica je drevni lek za
sniZenje temperature, a zajedno sa pelinom upotrebljava se za sniZenje nivoa Secera u krvi.
Takode se koristi za leCenje anemije, Zutice i gihta. Upotrebljava se za izradu gorkog ¢aja
za 7zeludac kao 1 gorke tinkture koji se koriste za jacanje apetita i za povecanje stomacne
sekrecije. Zbog ovih, od davnina poznatih lekovitih svojstava, kicica se nalazi u mnogim
farmakopegjama. U lekovite svrhe koristi se cela biljka (Centaurii herba) koja se bere u

vreme cvetanja. U danaSnje vreme, naglom i nerazumnom eksploatacijom, kicica je na
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mnogim stanistima proredena pa cak i iskorenjena. Upravo zbog toga kiCica se smatra

ugrozenom biljnom vrstom (Tucakov, 1996).

1.2. Pregled literature o regeneraciji vrsti roda Centaurium in vitro

Kultura in vitro predstavlja znacajan skup biotehnoloskih tehnika za gajenje celija,
tkiva ili organa, u kontrolisanim i sterilnim uslovima na vestac¢koj hranljivoj podlozi
definisanog sastava (Akin-Idowu i sar, 2009). Koncept kulture in vitro prvi je razvio
Haberlandt davne 1902. godine. On je otkrio da su izolovane biljne ¢elije koje se gaje na
hranljivim podlogama totipotentne, tj. mogu da se dele, rastu i diferencirgju. Otkricem
biljnih hormona (auksina i citokinina — u prvoj polovini XX veka) kao i sintetickih
regul atora rastenja, tehnike kulture in vitro po¢inju intenzivno da se primenjuju u razli¢itim
naucnim oblastima kao Sto su farmakologija, fitopatologija, molekularna biologija itd.
(Winkelmanni sar, 2006). Upotreba tehnika kulture in vitro omogucava brzo umnozavanje
biljaka tokom cele godine, moguénost eliminacije patogena iz zarazenog biljnog materijala,
kao i uvodenje novih genetickih svojstava (Akin-ldowu i sar, 2009). Prema dosadasnjim
saznanjima, regeneracija biljka in vitro odvija se na tri nacina: mikropropagacijom
(razmnozavanjem aksilarnih izdanaka), organogenezom (de novo formiranje adventivnih
izdanaka) i somatskom embriogenezom (indukcija somatske celije da se razvija u bipolarnu
strukturu, tzv. somatski embrion koji formira apikalni meristem izdanka i korena i samim
tim podseca na zigotski embrion).

Sredinom osamdesetih godina dvadesetog veka prvi put je neka vrsta roda
Centaurium uvedena u kulturu. To su bili pofeci u istrazivanju mogucnosti za
mikropropagaciju vrste C. erythraea u kulturi tkiva. BareSova i sar. su 1985. godine
uspesno uspostavili kulture kalusa kic¢ice od korena i pupoljaka sterilnih klijanaca na LS
(Linsmaier i Skoog, 1965) hranljivoj podlozi i prusustvu indol-3-sir¢etne kiseline (IAA)
10° mol/l i kinetina (KIN) 10°® mol/l. Kalusne kulture su uspostavljene i od eksplantata koji
su izolovani sa biljke iz prirode i sterilno gagjeni na hranljvoj podiozi istog sastava. Nisu
uocene razlike u morfogenetskom odgovoru izmedu eksplantata. Na kalusima poreklom od

razli¢itih eksplantata u narednim subkulturama formirali su se adventivni pupoljci.
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Primenom razlicitih regulatora rastenja kod kicice su, pored indukcije kalusa,

takode indukovani procesi organogeneze i somatske embriogeneze.

Organogeneza je indukovana u kulturi segmenata listova ggjenih na LS hranljivoj
podlozi uz dodavanje razli¢itih koncentracija pojedina¢nih citokinina. Naj¢es¢e su dodavani
KIN (BareSovai Herben, 1985) ili N°-benziladenin (BA) (Laureovai sar, 1986; Cellarova i
sar, 1983; Cellarova i sar, 1984). Adventivni pupoljci se takode formiraju na kalusu
ggenom na hranljivim podlogama u koje su, pored citokinina, dodavani i auksini.
Medutim, indeks multiplikacije pupoljaka znatno je visi kada se kalus gaji u prisustvu samo
citokinina nego kada se gaji na hranljivoj podlozi kojoj su dodati IAA 2,0 mg/l i KIN 0,2
mg/l (BareSova i Herben, 1985). Prisustvo auksina (NAA i 2,4-D) u hranljivo] podiozi
inhibira diferencijaciju pupoljaka (Cellarova i sar, 1983). Posle dva meseca gajenja
segmenata listova na optimalnim hranljivim podlogama, procesom organogeneze razvija se
mnogo pupoljaka rozetaste forme, koji se veé¢ posle 4 nedelje mogu dalje gajiti u
nesterilnim uslovima.

Regeneracija kicice putem organogeneze pocinje intenzivno da se razvija tek
pocetkom XXI veka. Piatczak i sar. su 2003. godine ispitivali morfogenetski potencijal
ki¢ice in vitro. Pupoljci su regenerisani na razli¢itim eksplantatima (hipokotil, kotiledon,
koren, list) gajenim na ¢vrstoj MS hranljivoj podlozi (Murashige i Skoog, 1962) koja je
sadrzala IAA (2,85 uM) i BA (0,88 pM). Koren i list su pokazali najvecu sposobnost
regeneracije pupoljaka, $to je potvrdeno najve¢im proseCnim brojem regenerisanih
pupoljaka po eksplantatu. Suboti¢ i sar. su 2006. godine proucavali spontanu regeneraciju
izdanaka kic€ice u kulturi korenova na ¢vrstoj MS hranljivo] podlozi, kao i naMS hranljivoj
podlozi u koju su dodati razli¢iti regulatori rastenja (IAA, IBA, NAA, 2,4-D, TIBA) u
razli¢itim koncentracijama (0,01-3,0 uM). Pokazano je da IAA i IBA, verovatno usled
brzog metabolizma u ¢eliji, uspesnije indukuju morfogenezu u odnosu na ostale regulatore
rastenja. Takode je ispitivan uticaj pojedinacnih citokinina (KIN, BA, 2iP, CPPU, TDZ,
ZEA) u razli¢itim koncentracijama (0.01-3.0 uM) na regeneraciju adventivnih pupoljaka
ki¢ice u kulturi korenova. Svi primenjeni citokinini povecavaju prose¢an broj regenerisanih
pupoljaka po eksplantatu. Primeceno je da TDZ i CPPU uticu na formiranje ve¢eg broja

pupoljaka u odnosu na ostale citokinine (Suboti¢, 2009a).
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Somatska embriogeneza kicice prvi put je indukovana u ¢elijskoj suspenziji koja

vodi poreklo od kalusnih kultura (BareSova i Kaminek, 1984). Kalusi su indukovani naLS
hranljivoj podlozi u koju je dodat citokinin KIN (10° mol/l) i auksini IAA (10° mol/l) ili
2,4-D (10° mol/l). Stabilna éelijska suspenzija dobijena je tek posle 7 pasaza ggjenja na
svetlosti. U slucaju somatske embriogeneze u ¢elijskoj suspenziji kic¢ice IAA je pokazala
stimulatorni efekat za razliku od 2,4-D. U suspenziji ¢elija tokom 6 nedelja procesom
somatske embriogeneze moze se dobiti oko 200 embriona u odnosu na pocetni inokulum od
5 ml ¢elijske suspenzije. Somatski embrioni zavrSavaju svoje razvice posle 8 nedelja i tada
se mogu daje ggjiti u nesterilnim uslovima. Celijsku suspenziju takode su kasnije
uspostavili Meravy (1987) i Beerhues i Berger (1994), ai u cilju proucavanja fenola i
sadrzaja ksantona ki€ice in vitro. Proces somatske embriogeneze kicice na ¢vrstoj hranljivoj
podlozi uspedno je indukovan tek 2006. godine. Suboti¢ i sar. proucavali su direktnu
somatsku embriogenezu u kulturi korenova na ¢vrstoj MS hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja. Potvrdeno je da se kod kicice u kulturi korenova proces somatske embriogeneze
odvija paralelno sa procesom organogeneze. Tri godine kasnije Suboti¢ i sar. (2009c)
proucavaju proces regeneracije kicice putem somatske embriogeneze u kulturi korenova na
¢vrstoj MS hranljivoj podlozi u koju su dodati GAs ili retardant rastenja, paklobutrazol, u
koncentracijama 0,01-3,0 uM. Pokazano je da GA3 deluje inhibitorno na proces somatske
embriogeneze dok paklobutrazol u svim primenjenim koncentracijama deluje stimulativno,
$to je potvrdeno povecanim prose¢nim brojem formiranih somatskih embriona.

U cilju prac¢enja produkcije sekoiridoida i1 ksantona pracena je regeneracija biljaka
ki¢ice u kulturi korenova. Pokazano je da biljke dobijene regeneracijom in vitro proizvode
vige gorkih glikozida (svarciamarina i genciopikrina) nego biljke iz prirode (Jankovi¢ i sar,
1997). Takode je pracen i uticaj razliCitih regulatora rastenja na produkciju sekundarnih
metabolita. Sa povecanjem koncentracije BA u hranljivoj podlozi, u izdancima se
povecava se i koli¢ina ksantona (eustomina i demetileustomina) u odnosu na izdanke koji
su gajeni na hranljivoj podlozi bez regulatorarastenja (Jankovi¢ i sar, 2000).

Generalno posmatrano, kicica je vrsta roda Centaurium koja se ngjvise istrazuje.
Prvi i ngjvazniji razlog je relativno laka manipulacija ovom biljnom vrstom $to je ¢ini

odlicnim model sistemom za ispitivanje organogeneze u kulturi. Kompletan zivotni ciklus
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ki¢ice, od semena do semena, takode je moguce indukovati in vitro. Kicica je samooplodna

ili stranooplodna biljna vrsta koja moze biti diploidna, tetra i poliploidna. Interspecijska
hibridizacija moguca je ¢ak i in vitro. Kicica je izmedu ostalog posluzilai kao model sistem
genetike. Imajudi u vidu sve navedene razloge, potpuno je razumljivo §to kicica predstavlja
odlican model organizam koji je, u cilju ispitivanja brojnih fizioloskih procesa, proucavalo
oko 20 istrazivaca, tokom viSe od 20 godina, u laboratoriji Odeljenja za fiziologiju biljaka
Instituta za bioloSka istrazivanja »Sinisa Stankovi¢« u Beogradu.

Za ostale vrste roda Centaurium postoji veoma mali broj literaturnih podataka. Sva
dosadasnja istrazivanja o regeneraciji vrsti roda Centaurium in vitro objedinjena su u
Tabdi 1i 2.

Tabela 1. Dosadasnja istrazivanja o regeneraciji razli¢itih vrsta roda Centauriumin vitro.

Autori

Biljna vrsta

Pocetni Hranljiva
eksplantat | podloga

Regener ativni
proces

Rast kalusai
celijske
suspenzije

Centaurium littorale
(Turner) Gilmour

Kalus i ¢elijska | LS
suspenzija

Beerhuesi Berger
(1994)

Iriondo i Pérez
(1996)

Centaurium rigualli Esteve | Segment stabla | MS+ NAA + BAP

| zdanak MS+ IBA

Organogeneza
(pupoljak i koren)

Centaurium scilloides L. Klijanac MS
Vrh korena “LMS/ WP
Vrh korena WP+ 1AA

(suspenzija)

Organogeneza
(pupoljak i koren) | Nishikawai sar.

(1997)

Centaurium pulchellum Klijanac MS+ IBA Organogeneza Jankovi¢ i sar.

(Sw.) Druce

(pupoljak i koren)

(1997)

Klijanac

MS

Organogeneza
(pupoljak i koren)

Krsti¢ i sar.
(2003)

Cvetni pupoljak

MS + razli¢ite
konc. saharoze

Organogeneza
(cvetni pupoljak i
semena)

Todorovic¢ i sar.
(2006)

Klijanac
Seme

MS+ MnSO,

Oragnogeneza
(pupoljak i koren)
Klijanje

Todorovic¢ i sar.

(2009)

Centaurium maritimum L.
Centaurium spicatum L.

Vrh korena
Vrh korena
(suspenzija)

¥%MS
¥%MS+ NaCl

Organogeneza
(pupoljak i koren)

MiSi¢ i sar.
(2011)
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Tabela 2. Hronoloski prikaz istrazivanja o regeneraciji vrste Centaurium erythraea Rafn.

invitro.

Pocetni eksplantat

Hranljiva podloga

Regener ativni proces

Autori

List

LS
LS+ NAA +24-D

Rast kalusa

Cellarova i sar. (1983)

Listili kalus

LS+ BA

Organogeneza (pupoljak)

Cellarova i sar. (1984)

Celijska suspenzija

LS+ I1AA +KIN

Somatska embriogeneza

BareSovai Kaminek
(1984)

List

LS+ IAA +KIN

Rast kalusai organogeneza
(pupoljak i koren)

BareSovai sar. (1985)

List

LS+ I1AA
LS+ KIN

Rast kalusai organogeneza
(pupoljak i koren)

BareSovai Herben
(1985)

List

LS+BA

Organogeneza (pupoljak)

Laurovai sar. (1986)

Kaus

LS+24D+Lys

Rast kalusa

Laurovai sar. (1986)

Kalus i ¢elijska
suspenzija

LS+24-D

Rast kalusa i ¢elijske
suspenzije

Meravy (1987)

Kalus i ¢elijska
suspenzija

LS

Rast kalusa i ¢elijske
suspenzije

Beerhuesi Berger
(1994)

Klijanac

MS+ IBA

Organogeneza
(pupoljak i koren)

Jankovi¢ i sar. (1997)

Klijanac
Klijanac (suspenzija)
Pupoljak

MS

MS + razliéite konc.
saharoze

MS+ IAA + BAP

Organogeneza
(pupoljak i koren)

Jankovi¢ i sar. (2000)

Pupoljak
Hipokotil
Kotiledon
List

Vrh korena

MS+1AA + BAP

Organogeneza (pupoljak)

Piatczak i sar. (2003)

| zdanak

Vrh korena
Vrh korena
Vrh korena

¥>MS+ |AA + BAP
(teCna)

%> MS + IBA (te¢na)
% MS +IBA

“»MS +1AA/IBA/
NAA/24-D/TIBA

Organogeneza (pupoljak)
Organogeneza (pupoljak)
Somatska embriogeneza
Organogeneza (pupoljak)

Suboti¢ i sar. (2006)

Klijanac

YA MS + razlicite
koncentracije NaCl

Organogeneza
(pupoljak i koren)

Siler i sar. (2007)

Vrh korena

¥>MS+ BA / CPPU
/2iP/KIN/TDZ/
ZEA

Organogeneza
(pupoljak i/ili koren)

Suboti¢ i sar. (20093)

Vrh korena

¥MS

Organogeneza
(pupoljak i koren)

Subotic¢ i sar. (2009b)

Vrh korena

MS+ GA;/
paclobutrazol

Somatska embriogeneza

Suboti¢ i sar. (2009c)
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1.3. Geneticke transformacije biljaka

Geneticko inZenjerstvo biljaka predstavlja posebnu oblast biotehnologije u kojoj se
manipuliSe genima i drugim DNK sekvencama u cilju dobijanja biljaka sa odredenim
zeljenim osobinama. Osnovni koraci u genetickom inzenjerstvu su izolacija gena od
interesa i njegova modifikacija, zatim konstrukcija vektora, transformacija i na krgu
selekcija transgenih biljaka. Pojam geneti¢ke transformacije biljaka podrazumeva stabilnu
inkorporaciju stranih gena u genom biljke (Slater i sar, 2004).

Metodoloski, geneti¢ku transformaciju biljaka moguce je ostvariti na dva nacina:

1. Tehnikama direktnog transfera gena (mikrobombardovanje — biolistic metoda,
mikroinjektiranje, elektroporacija, PEG metoda, fuzija protoplasta)
2. Tehnikama transfera gena posredstvom bioloskih vektora (virusa ili bakterija —

Agrobacterium rhizogenes i Agrobacterium tumefaciens).

Navedene grupe tehnika se ve¢ dugi niz godina veoma uspesno koriste za geneticku
transformaciju biljaka. Tehnike direktnog transfera gena se revolucionarno razvijgu, ai
njihov najvec¢i nedostatak je $to se kao rezultat genetiCke transformacije dobija veoma
veliko variranje u stabilnosti, integraciji i ekspresiji uvedenog gena. Sa druge strane,
tehnike transfera gena posredstvom bakterija roda Agrobacterium pokazale su se, tokom
niza godina, veoma efikasnim i jednostavnim (Vergunst i sar, 1999). Potvrdeno je da ove
tehnike omogucéavaju precizniju i stabilniju integraciju zeljenog gena u genom biljke
(Komari i Kubo, 1999; Shou i sar, 2004).

1.3.1. Rod Agrobacterium
Bakterije koje pripadagu rodu Agrobacterium su Gram-negativni, Stapicasti,

pokretni, zemljisni organizmi. Klasifikacija vrsta ovog roda uradena je na osnovu reakcije

koju izazivaju kod biljke domacina i koja zavisi od tipa plazmidakoji nosi bakterija:
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A. rhizogenes — izaziva pojavu adventivnih korenova tzv. hairy root bolest

(Riker i sar, 1930)

2. A. tumefaciens — izaziva pojavu tumora na povredenim biljkama tzv. crown
gall bolest (Raveni sar, 1999; Dalei von Schantz, 2002)

3. A rubi — izaziva tumor kod biljaka roda Rubus tzv. cane gall bolest
(Depicker i sar, 1983)

4. A. vitis —izaziva tumor navinovoj lozi i najoS nekoliko drugih biljnih vrsta
(Otten i sar. 1984)

5. A. radiobacter — saprofitna, avirulentna bakterija koja ne izaziva pojavu

Lo

tumora kod biljaka

Zarazliku od divljih, prethodno pomenutih, sojeva bakterija roda Agrobacterium,
laboratorijski sojevi se koriste za geneticku transformaciju veoma velikog broja biljnih
vrsta (Gelvin, 2003). Bakterije roda Agrobacterium mogu biti prisutne u biljci (u
sprovodnim elementima), a da ne dode do pojave oboljenja $to ukazuje da ne dolazi uvek
do interakcije bakterijskih i biljnih ¢elija. Do infekcije i oboljenja biljnog tkiva dolazi samo
posle povrede neke od biljnih celija. Takode, razli¢ite biljne vrste pokazuju razlicitu
osetljivost nainfekciju bakterijama roda Agrobacterium. Razlicit stepen osetljivosti postoji
I unutar samih biljnih vrsta pa tako razlicite sorte i ekotipovi mogu da pokazuju drugaciji
stepen osetljivosti (Anderson i Moore, 1979; De Cleene i DelLey, 1976; Porter, 1991;
Cheng i sar, 2004). Generano gledano dikotiledone biljke su viSe osetljive na infekciju
bakterijama roda Agrobacterium nego monokotiledone. Imajuéu u vidu navedeno,
razumljiva je masovna upotreba pomenutih bakterija za geneticke transformacije razli¢itih
biljnih tkiva dikotiledonih biljka. Medutim, u poslednje vreme primecen je znacajan
napredak u genetickoj transformaciji monokotiledonih biljaka (pirina¢ — Toki , 1997; Kant i
sar, 2007; kukuruz — Ishidai sar, 1996; jecam — Tingay i sar, 1998; pSenica— Cheng i sar,
1997).
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1.3.2. Plazmidi bakterijaroda Agrobacterium

Do patoloskih promena u bhiljnom tkivu dolazi posle povrede samog tkiva i
oslobadanja fenolnih jedinjenja koja kod agrobakterija prouzrokuju pozitivnu hemotaksi¢nu
reakciju i na taj na¢in dolazi do njihove interakcije. Fenolnajedinjenja zatim indukuju gene
odgovorne za virulenciju bakterija. Pomenuti geni se nalaze na hromozomanoj i
plazmidnoj DNK. Plazmidi u bakterijskim ¢elijama sluZze kao vektori prilikom geneti¢kih
transformacija. Bakterije roda Agrobacteriumimaju velike konjugovane plazmide (200-250
kb), ¢iji se delovi tokom transformacije integrisu u genom biljke (Van Larebeke i sar,
1975). Kod ovih bakterija postoje dva osnovna tipa plazmida koji su oznaeni po vrsti

oboljenjakojeizazivaju:

1. Ti—plazmid (tumor inducing) kod A. tumefaciens

2. Ri —plazmid (root inducing) kod A. rhizogenes

Veoma vazan deo plazmida, koji omogucava bakterijama da Koristi opine,
kondenzacione produkte aminokiselina i ketokiselina ili Secera, koji se sintetiSu u biljci
posle infekcije biljnog tkiva i inkorporacije gena koji ih kodirgju u genom biljke, oznacava
se kao vir region (virulence region). Do sada je identifikovno viSe od 20 vrsta opina koji
predstavljaju markere geneticke transformacije pomocu bakterija roda Agrobacterium.
Posle infekcije biljnog tkiva sa A. tumefaciens sintetiSu se oktopin, nopalin, manopin,
agropin, leucinopin ili sukcinamopin, dok se posle infekcije sa A. rhizogenes sintetiSu
agropin (Ri plazmidi pRiA4, pRi1855, pRiHR1, pRi15834 i pRiLBA9402), manopin
(pRiI8196), mikimopin (pRi1724) ili kukumopin (pRi2659) (Vennai Taylor, 2007). Opini se
akumuliraju u transformisanim ¢elijama, ali biljkanema odgovarajuée enzime koji mogu da
ih razgrade tako da ih ne moze koristiti. Oslobodeni opini se transportuju i patogene
bakterije ih koriste kao izvor ugljenika i azota. Katabolizam ovih opina obavlja se

enzimima koje kodirgu geni na samom plazmidu pri ¢emu se razgraduje onaj opin Cija se
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sinteza indukuje u transformisanom tkivu (Pettit i sar, 1983). Opini su veoma vazna

jedinjenja jer predstavljaju metabolicke markere za geneticke transformacije.
Oba tipa plazmida sadrZze tri geneticka regiona koja su neophodna za proces

transformacijei to su:

1. T-DNK (transferred DNA) — deo plazmidne DNK veli¢ine 10-30 Kbp, ¢iji transport
u biljnu ¢eliju omogucava bakteriji da eksprimira svoje gene u samoj biljci (Baron i
Zambryski, 1995)

2. Vir region (virulence region) velic¢ine 35 Kbp, koji se sastoji od vise velikih lokusa
(VirA, virB, virC, virD, virE, virG, virH i vird). Vir geni kodirgu sintezu vir
proteina, koji su odgovorni za proces prepoznavanja specifiénih jedinjenja koja
sintetiSe biljna ¢elija nakon povredei transfer T-DNK u ¢eliju domacina.

3. Region bakterijskog hromozoma koji ¢ine chv (»chromosomal virulence«) geni koji
reguliSu bakterijski hemotaksis i vezivanje bakterije za povredenu biljnu ¢eliju
(Watson i sar, 1975). Prema Simonovi¢ (2011) geni chvA i chvB su odgovorni za
produkciju i sekreciju cikliénih 1,2-glikana, dok produkt chvE obrazuje

transmembranski receptorski kompleks zajedno sa produktom plazmidnog virA.

Razvijanje tumorskog tkiva biljke deSava se posto se deo plazmidne DNK (T-DNK)
transportuje i ugraduje u DNK biljke. Onkogeni, geni koji su odgovorni za formiranje
tumora, T-DNK Ti plazmida kodirgju enzime koji katalizuju sintezu auksina i citokinina.
Transkripcija ovih gena dovodi do poveéanja koli¢ine ovih biljnih hormona §to stimulise
nekontrolisane ¢elijske deoba tj. razvijanje tumora (Chilton i sar, 1977). T-DNK Ri —
plazmida nosi onkogene za sintezu auksina i rol gene ¢iji produkti povecavaju osetljivost
transformisane biljne celije na delovanje auksina. Ekspresijom ovih gena dolazi do

disbalansa biljnih hormona $to dovodi do masovne proliferacije transformisanih ¢elija.
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1.3.2.1. Ti — plazmid

Ti —i Ri — plazmid pokazuju veliki stepen homologije zbog najvece sli¢nosti u gradi
vir regiona u odnosu na sve ostale sekvence DNK plazmida (Nester i sar, 1984).

Svi virulentni sojevi A. tumefaciens sadrze jedan veliki plazmid (Ti — plazmid), koji
izaziva ve¢ pomenute crown gall tumore. Ti-plazmid se sastoji od oko 200-800 kb parova

nukleotida (Gelvin, 2003) i poseduje pet regiona:

. T-DNK (»transferred DNA) region
. tra—region odgovoran za konjugaciju plazmida

1
2
3. ori —region odgovoran zareplikaciju plazmida
4. vir —region koji u€estvuje u procesu infekcije
5

. cat — region sa genima za katabolizam opina

Na T-DNK regionu nalaze se geni za sintezu biljnih hormona auksina i citokinina
&to indukuje ekspresiju tumorskog fenotipa, zatim i sintezu opina. Sekvenca T-DNK za
sintezu kukumopina, nopalinai sukcinamopina Ti — plazmida i agropina Ri — plazmida je
jedinstvena. Za oktopin i leucinopin Ti — plazmida na samoj T-DNK postoje dve sekvence
(TL.-DNK i Tr-DNK). Ova dva regiona mogu se nezavisno transportovati u biljnu ¢eliju
(Bundock i Hooykass, 1998).
Na Ti — plazmidu postoje lokusi ¢ijom ekspresijom dolazi do indukcije razvica
tumorai to su:
1. tms—tumor morfology shooty
2. shi — shoot induction lokus sa genima laaM (Thomashow i sar, 1986; van
Onckeleni sar, 1986) i laaH (Thomashow i sar, 1984) koji kodirgu sintezu IAA
3. tmr —tumor morphology rooty lokus na kojem se nalazi ipt gen koji kodira enzim
izopentil-transferazu koja ucestvuje u sintezi citokinina (Akyoshi i sar, 1984;
Barry i sar, 1984; Buchmanni sar, 1985)
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1.3.3. Mehanizam genetiCcke transformacije biljne cCelije bakterijom

Agrobacterium tumefaciens

Kako bi transformacija biljaka bakterijama roda Agrobacterium bila uspesna,
neophodno je imati bakterijski soj odgovaraju¢e gustine, prekulturu eksplantata, izvraiti
povredu eksplantata, odrediti podlogu za kokultivaciju, kokultivaciono vreme, kao i
temperaturu i selekcioni rezim (Chandler i Lu, 2005).

Kao §to je ve¢ prethodno opisano u poglavlju 1.3.2. kod divljih sojeva bakterija
roda Agrobacterium Ti — i Ri — plazmidi imaju T-DNK region koji je podeljen u dve
sekvence (T. i Tgr) izmedu kojih je Tc sekvenca koja se ne prenosi u genom biljke
(Veluthambi i sar, 1988). Na T sekvenci se nalaze onkogeni, a na T sekvenci su locirani
geni za sintezu opina. U laboratorijskim sojevima bakterija roda Agrobacterium prirodna T-
DNK zamenjena je genom od interesa koji zelimo genetickom transformacijom da
uvedemo u biljni genom.

Geneticka transformacija biljaka bakterijama roda Agrobacterium je proces koji se,
grubo receno, sastoji od tri koraka (Slika 2):

| Agrobacterium tumefaciens | [Biljna celija]

Alktivan transport
T-kompleksa u jedro éelije

/\| Ahoudrija

Slika 2. Prikaz infekcije biljne ¢éelije bakterijom Agrobacterium tumefaciens (prema Zhu i
sar, 2003). 1 - Prepoznavanje i »napad« biljne ¢elije od strane bakterije, 2 - Prebacivanje T-
DNK u biljnu ¢eliju, 3 - Ugradivanje T-DNK u biljni genom
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1. Prepoznavanjei »napad« biljne éelije od strane bakterije

Vec¢ je pomenuto da do infekcije bakterijom dolazi samo u slu¢aju povrede biljne
¢elije. Povredene biljne celije pocinju da sintetiSu specificna jedinjenja (amino kiseline,
Secere i organske kisdline). Kod dikotila to su fenolni derivati, siringon i acetosirngon
(Stachel i sar, 1985), a kod monokotila to je etil-ferulat (Messens i sar, 1990). Ova
jedinjenja su deo odbrambenog sistema biljke i takode ucestvuju u sintezi fitoaleksina i
lignina. Ova jedinjenja izazivgu pozitivnhu hemotaksicku reakciju koja dovodi do
interakcije biljne Celije 1 bakterije. Ova interakcija, tj. vezivanje bakterije za biljnu celiju
predstavlja prvi korak mehanizma geneticke transformacije. Veza izmedu bakterije i biljke
uspostavlja se zahvaljuju¢i ekspresiji attR gena bakterije koji je odgovoran za sintezu
specificnog polisaharida koji u€estvuje u inicijalnom vezivanju za biljnu ¢eliju, a potom
proizvodi mrezu celuloznih mikrofibrila kojima se ova veza ojaCava. Bakterijski
hromozomski geni chvA i chvB odgovorni su za izlu¢ivanje 3 -1,2-glukana, koji pricvrscuje
bakteriju za biljnu ¢eliju. Protein ¢iju sintezu kodira chvE gen, vezuje ugljene hidrate iz
signanih jedinjenja biljke i prenosi signal membranskom VirA proteinu (histidin protein
kinaza). Ovag protein je primarni receptor signala bakterije. Signalni molekuli reaguju sa
ovim proteinom i dovode do konformacionih promena na molekulu. Fosforilisan VirA
protein prenosi fosfatnu grupu na VirG protein (Jin i sar, 1990). Fosforilisani VirG protein
aktivira transkripciju vir gena (Pazour i sar, 1990; Tamamoto i sar, 1990). VirG protein
moze se i nefosforilisan vezati za vir promotore, ali fosforilacija povecava njegov afinitet
za DNK (Shen i Citovsky, 1996). Fosforilacija VirA, azatim i VirG kompleksa dovodi do
ekspresije svih vir gena.

2. Prebacivanje T-DNK u biljnu ¢eliju

Glavnu ulogu u formiranju jednolancane T-DNK, njenom isecanju i prenosu u biljnu
¢eliju imaju VirD i VirE proteini. Produkti VirD regiona (VirD1 i VirD2 proteini) su deo
endonukleaznog kompleksa koji katalizuje specifi¢ne jednolancane prekide kojima se iz Ti
plazmida oslobada segment jednolancane T-DNK. Posle isecanja, T-lanac se polarno

izme$ta (od desnog ka levom grani¢niku) i dolazi do kovalentnog vezivanja VirD2
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proteina. Ovg protein stiti T-lanac od destrukcije i tu ostge tokom transporta u biljnu

celijul.

Kompleks VirD2/T-DNK naziva se nezreli T-kompleks (immature T-complex).
Transport ovog kompleksa u citoplazmu ¢elije domacina, zajedno sa jo$ nekoliko drugih vir
proteina (VirE2, VirF i VIrE3), vrs se kroz specijalizovani membranski transportni sistem.
Posle ulaska u citoplazmu biljne ¢éelije dolazi do spajanja VirE2 molekula sa nezrelim T-
kompleksom i formira se zreli T-kompleks (mature T-complex) koji je zaSticen od dejstva
nukleaza tokom putovanja kroz citoplazmu biljne ¢elije do jedra (Tzfirai Citovsky, 2006).
Za aktivan ulazak T-kompleksa u jedro nephodno je prisustvo NLC (nuclear localization
signal) sekvence koja se nalazi na VirD2 i VirE2 proteinima (Howard i sar, 1992). VirE2
protein interaguje sa razli¢itim biljnim citoplazmati¢nim proteinima (VIP1 i VIP2) i na tg
nacin se kroz jedarne pore (NPC — nuclear pore complex) omogucava aktivan transport T-
kompleksa u jedro ¢elije domacina (Tzfirai sar, 2001). Posle ulaska T-kompleksa u jedro
VIP1 protein se vezuje za histone (Li i sar, 2005; Loyter i sar, 2005) §to je veoma znac¢ajno
za pozicioniranje ovog kompleksa na mesto integracije. Pre same integracije dolazi do
uklanjanja svih proteina koji su vezani za T-DNK (T-DNK incoating) uz pomo¢ VirF

proteina (Tzfirai sar, 2004a).
3. Ugradivanje i ekspresija gena T-DNK

Poslednji, a verovatno i najvazniji korak geneticke transformacije, je integracija T-
DNK u genom domacina. Integracija u genom biljke deSava se nehomologom
rekombinacijom koja se moze dogoditi na bilo kom delu genoma, ai do integracije dolazi u
regionima sa ve¢im procentom AT veza (Tzfirai sar, 2004b).

Ekspresija transgena zavisi od niza faktora kao sto su broj kopija uvedenog genakao i
od mesta njegove integracije (Matzke i sar, 1994; Assaad i sar, 1993; Maessen i sar, 1997).
Stabilno integrisana T-DNK prenosi seu slede¢u generaciju (Hansen i Wright, 1999).
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Mehanizam geneticke transformacije u danaSnje vreme podrazumeva kori$¢enje tzv.

»razoruzanih« sojeva A. tumefaciens, kod kojih su onkogeni (onc) odstranjeni iz plazmida.
Sistem binarnih vektora kojim se obavljaju genetke transformacije deli originalni Ti-
plazmid na dva plazmidna vektora: vestacki (rekombinantni) Ti-plazmid koji nosi gen od
interesa i pomo¢ni plazmid koji kodira za vir funkcije (An, 1995). U svaki binarni plazmid,
pored stranog gena od interesa, ubacuju se i marker geni koji se dele na selektivne |
reporter gene (Reynaertsi sar, 1988).

Selektivni marker geni su najéesc¢e prokariotski geni koji kodiraju rezistenciju prema
nekom antibiotiku (kanamicin, higromicin i dr.). Ova, tzv. negativna selekcija primenom
selektivne podloge omogucéava razdvajanje transformisanih biljnih ¢elija od
netransformisanih. Geneticke transformacije se najceS¢e obavljaju uvodenjem selektivnog
marker gena za negativnu selekciju. Pored selektabilnih markera za negativnu selekciju
koriste se i markeri za pozitivnu selekciju i markeri za vizuelnu selekciju (geni za enzime
koji daju bojene reakcije ili fluorescentne proizvode). Ekspresija vizuelnih selektabilnih
markera moze se lako pratiti bez ekstrakcije DNK i elektroforeze.

Reporter geni su uobicajeni delovi binarnog vektora, ali se ponekad konstruisu i bez
njih. Ovi geni kodiraju produkte na osnovu kojih je moguée pratiti transformaciju (rast
transformisanih celija, efikasnost regeneracije, rast transgenih biljka). Na izbor
reporterskog marker gena uti¢e jednostavnost i specificnost detekcije. Kvantitativna metoda
detekcije razvijenaje za uidA gen iz Escherichia coli koji kodira g-glukuronidazu, tj. GUS
enzim (Jefferson i sar,1987). Sve viSe se primenjuju vizuelni reporter geni, kao Sto su gen
za sintezu pigmenta antocijanina (Ludwig i sar, 1989; Goff i sar, 1990) i gen za sintezu
zelenog fluorescentnog proteina — GFP (Green Fluorescent Protein) (Sheen i sar, 1995;
Chiu i sar, 1996). Prednost vizuelnih reporter gena je Sto ne zahtevaju posebne vestacke
supstrate za detekciju, a njihova ekspresija se lako vizuelno detektuje u tkivu, bez
uniStavanja posmatranog tkiva.
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1.3.4. Geneticke transformacije lekovitih biljnih vrsta bakterijama roda

Agrobacterium

Geneticke transformacije vremenom su postale veoma pogodan sistem za
ubacivanje Zeljenih gena u biljke. Do danas je genetski modifikovano preko 60 rodova
lekovitih i aromati¢nih biljaka koje imau Siroku primenu. Glavni ciljevi genetske
modifikacije ovih biljaka su:

1. Proizvodnja sekundarnih metabolita (povec¢ana koli¢ina ve¢ postojecih ili

sintezanovih jedinjenja)

2. Regeneracija biljaka koje su otporne na razli¢ite herbicide, bolesti i/ili

Stetocine
Regeneracija biljaka sa razli¢itim morfoloskim karakteristikama
4. Dobijanje transgenih biljaka koje se dalje mogu koristiti za proizvodnju

razli¢itih seruma

Pomoc¢u A. rhizogenes inficirano je vise od 450 razli¢itih vrsta biljaka (Tepfer,
1984; Porter 1991), ukljucuju¢i razli¢ite familije dikotiledonih, malobrojne familije
monokotiledonih biljka i neke golosemenice (Veena i Taylor, 2007). Do danas su
transformisane brojne lekovite i aromati¢ne biljne vrste. Pokazalo se da hairy roots brzo
rastu i lako se umnozavaju u kulturi in vitro. Takode se pokazalo da su genetski i fizioloski
stabilni. Upravo zbog navedenih karakteristika hairy roots su veoma pogodni za masovnu
proizvodnju sekundarnih metabolita, kao i za identifikaciju nepoznatih metabolita (Giri i
Narasu, 2000). Uslovi kontrolisane proizvodnje 98 razli¢itih sekundarnih metabolita
proucavani su kod 79 biljnih vrstagajenih in vitro (Giri i Narasu, 2000).

Geneticke transformacije lekovitih biljnih vrsta takode su radene pomocu A.
tumefaciens. Prva uspesna geneticka transformacija pomocu ove bakterije uradena je davne
1989. godine na dve nedelje starim klijancima Azadirachta indica (Naina i sar, 1989). U
vecini eksperimenata u kojima je transformacija radena pomocu A. tumefaciens kao

pocetni eksplantati koriS¢eni su segmenti listova i stabla koji su zarazavani bakterijom. Ne
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postoje literaturni podaci koji govore o upotrebi korena ili dela korena kao inicijalnog

eksplantata za geneticku transformaciju. U Tabeli 3 prikazan je pregled literature o

lekovitim vrstama koje su do sada geneticki transformisane pomocu A. tumefaciens.

Tabela 3. Pregled dosadasnjih radova na transformacijama lekovitih vrsta pomocu A.

tumefaciens (modifikovano prema Gémez-Galera, 2007).

Vrsta

Tip eksplantata

Autori

Acacia mangium

segmenti stabla

Xiei Hong, 2002

Aesculus glabra

suspenzija ¢elija

Trick i Finer, 1999

Azadirachta indica

klijanci

Nainai sar, 1989

Drosera rotundifolia

odsedci listova

Hirgikopi i sar, 2002

Echinacea purpurea

odsecci listovai petiole

Wangi To, 2004

Euphorbia nivulia

kalus

Sunandakumari i sar, 2005

Lathyrus sativus

epikotil

Barik i sar, 2005

Lavandula intermedia

odsecci listova

Dronnei sar, 1999

Panax quinquefolium

(American ginseng)

epikotil

Chen i Punja, 2002

Plumbago zeylanica

kotiledoni
hipokotil
petiole

Wei i sar, 2006

Ruta graveolens

hipokotil

Lievrei sar, 2005

Scrophularia buergeriana

odsecci listova

Park i sar, 2003b

Taraxacum platycarpum

odsecci listova

Baei sar, 2005

Taxus brevifolia

Taxus bacata

segmenti stabla

Hani sar, 1994

Taxus cuspidata

suspenzija Celija

Kimi sar, 2000

Thalictrum flavum

kotiledoni

Samanani i sar, 2002

Brojni faktori mogu uticati na efikasnost transformacije: genotip biljke, povrede

biljnog tkiva, aktivacijavir gena, prenos T-DNK u biljnu citoplazmu, translokacija T-DNK
ujedroi integracija T-DNK (Gelvin, 2000).

Postoji veoma mali broj literaturnih podataka o direktnom transferu gena u neke

lekovite vrste. Mikrobombardovanje ciljanim genom do danas je uradeno samo kod tri

lekovite biljne vrste i to kod Dioscorea alata (Tor i sar, 1993), Lathyrus sativus (Barna i
Mehta, 1995) i Gentiana sp (Hosokawai sar, 2000).
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1.3.4.1. Geneti¢ke transformacije biljnih vrsta familije Gentianaceae

U okviru familije Gentianaceae, biljne vrste su u vecini slucajeva geneticki
transformisane pomocu A. rhizogenes. Hosokawa i sar. su 1997. godine pokusali da urade
transformaciju Gentiana triflora x G. Scabra pomoc¢u A. tumefaciens (sojevi LBA4404 i
EHA101), ali nisu u tome uspeli. Pomocu A. tumefaciens do sada su uspedno transfomisane
samo tri biljne vrste u okviru pomenute familije, i to Eustoma grandiflorum Grise,,
Gentiana punctata i G. dahurica. Iako geneticke transformacije pomoc¢u A. tumefaciens
omogucavaju precizno i stabilno ugradivanje transgena u genom biljke (Karami i sar,
2009), ova tehnika transformacije nije mnogo primenjivana na vrstama familije
Gentianaceae, a pogotovo ne medu vrstama roda Centaurium.

Mikrobombardovanje ciljanim genom uradeno je samo kod dve biljne vrste:
Eustoma grandiflorum Grise. i Gentiana triflora x G. scabra.

Sva navedena istrazivanja uglavnom su se bavila problematikom efikasnosti
regeneracije i selekcije transformisanih biljnih tkiva. Iscrpan pregled literature o tehnikama
genetickih transformacija, koje su do danas primenjene na vrstama familije Gentianaceae,
dat jeu Tabeli 4.
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Tabela 4. Detaljan pregled dosadasnjih istrazivanja o genetickim transformacijama biljnih

vrstafamilije Gentianaceae.

Vrsta

Nacin transformacije

Autori

Gentiana scabra Bunge
var. buergeri Maxim

A. rhizogenes
(soj MAFF03-01724)

Suginumai Akihana, 1995

Gentiana acualis

A. rhizogenes
(soj AAM70GUS)

Momcilovi¢ i sar, 1997

Gentiana cruciata

A. rhizogenes
(soj AAM70GUS)

Momcilovié i sar, 1997

A. rhizogenes
(sojevi A4, 15834, 8196, R1000)

Haytai sar, 2011

Gentiana lutea

Gentiana purpurea

A. rhizogenes
(soj ATCC15834)

Momcilovié i sar, 1997

Gentiana triflora x G. scabra

A. rhizogenes
(soj ATCC43057)

A. tumefaciens - neuspesno
(sojevi LBA4404 i EHA101)

Hosokawai sar, 1997

Gentiana punctata

A. rhizogenes
(soj AAM70GUS)

Vinterhalter i sar, 1999

A. tumefaciens
(soj C58C1)

Vinterhalter i sar, 2000

Gentiana triflora x G. scabra

mikrobombardovanje

Hosokawa i sar, 2000

Gentiana triflora x G. scabra

A. rhizogenes
(soj ATCC43057)

Mishibai sar, 2006

Gentiana macrophylla

A. rhizogenes
(sojevi A4GUS, R1000, LBA9402, ATCC11325)

Tiwari i sar, 2007

Gentiana macrophylla

A. rhizogenes
(soj R1000)

Znahgi sar, 2010

Gentiana dahurica Fish.

A. tumefaciens
(soj GV3130)

Suni Meng, 2010

Eustoma grandiflorum Grise.

A. rhizogenes
(soj MAFF02-10266)

Handai sar, 1992

A tumefaciens
(soj A722)

Derolesi sar, 1993

A. rhizogenes
(soj MAFF0301724)

Handai sar, 1995

mikrobombar dovanje

Semeriai sar, 1995

A. rhizogenes
(soj NCPPB1855)

Govannini i sar, 1996

A. tumefaciens
(sojevi A281 i EHA105)

Semeriai sar, 1996

A. tumefaciens
(soj A722)

Ledger i sar, 1997

A. tumefaciens
(soj A722)

Schwinnii sar, 1997

mikrobombar dovanje

Takahashi i sar, 1998

Swertia japonica

A. rhizogenes
(soj ATCC15834)

Ishimaru i sar, 1990

Centaurium erythraea Rafn

A. rhizogenes
(soj AAM70GUS)

Suboti¢ i sar, 2003/4

A. rhizogenes
(soj LBA9402)

Piatczak i sar, 2006
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1.4. Citokinini

Citokinini su biljni hormoni koji pojedina¢no ili u kombinaciji sa nekim drugim
biljnim hormonima regulisu brojne razvojne i fizioloSke procese u biljnom tkivu. Ime su
dobili po prvobitno otkrivenoj funkciji, a to je stimulacija citokineze, tj. deobe celija.
Davne 1955. godine otkriveno je da kokosovo mleko (te¢ni endosperm kokosovog oraha)
stimuliSe deobu ¢elija stabla duvana (Skoog i Miller, 1955a, 1955b). Iste godine
identifikovan je regulator rastenja biljaka, kinetin, sa citokininskim efektom. Ubrzo posle
otkri¢a kineting, identifikovana su brojna jedinjenja koja imaju citokininsku aktivnost.
Medu njima je i prirodni citokinin zeatin koga je iz nezrelog semena kukuruza (Zea mays)
izolovao Letham 1963. godine.

Citokinini se po poreklu dele u dve velike grupe — prirodnei sinteticke:

1. Prirodni_citokini_— po svojoj hemijskoj strukturi predstavljagju derivate

adenina. U zavisnosti od komponente koja se vezuje za adeninski prsten, prirodni citokinini
se dalje dele u dve grupe:

1. |zoprenoidni citokinini — nastaju kada se za N® atom adenina veZe jedna
izoprenoidna Cs jedinica (Mok i Mok, 2001). U prirodne izoprenoidne citokinine spadaju
tzv. slobodne baze koje ¢ine: N®-(A%izopentenil) adenin (oznacen kao iP), trans-zeatin (t2),
cis-zeatin (cZ) i dihidrozeatin (DHZ). Hemijske strukture izoprenoidnih citokinina
prikazane su na Slici 3. Trans- i cisizomeri zeatina nastgju modifikacijom, tj.
hidroksilacijom bo¢nog lanca iP u trans- ili cis-poloZaju, dok DHZ nastaje posle zasi¢enja
dvostruke veze u zeatinu. U najrasprostranjenije prirodne izoprenoidne citokinine spadaju
tZ 1 iP, mada postoje brojne varijacije u sadrzagju pojedinacnih izoprenoidnih citokinina,
kako u razli¢itim biljnim vrstama tako i u samom biljnom tkivu tokom razliCitih stadijuma
razvic¢a. Tako na primer, tZ i iP su glavni tipovi citokinina koji se sre¢u kod Arabidopsis
thaliana, dok je cZ dominantan tip citokinina kod kukuruza (Veach i sar, 2003), pirinca
(Izumi i sar, 1988) i leblebije (Emery i sar, 1998). U novije vreme cZ takode je otkriven u
algama (Stirk i sar, 2003) i mahovinama (Von Schwartzenberg i sar, 2007).
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Slika 3. Hemijske strukture prirodnih izoprenoidnih citokinina (prema Sakakibara, 2006).

I strazivanja egzogeno primenjivanih citokinina na duvanu (Schmitz i Skoog, 1972) i
mahovini Funaria hygrometrica (Spiess, 1975) ukazuju na to da su slobodne baze i
ribozidi, prekursori slobodnih baza, bioloski aktivne forme citokinina, stim datZ i iPimaju
vecu aktivnost u poredenju sa CZ Cija je aktivnost veoma mala ili je ¢ak uopSte 1 nema.
Medutim, brojna istrazivanja vremenom su dala razliite rezultate o aktivnosti pojedinih
slobodnih baza citokinina. Poslednjih godina znacajno se ispituje aktivnost cZ za Koji se
ranije smatralo da ima ngjmanju aktivnost od svih bioloski aktivnih formi citokinina. Ipak,
zajednicki zakljucak svih istrazivanja je da egzogeno primenjene slobodne baze u biljnim
tkivima brzo metaboliSu u odgovarajuce nukleotide i nukleozide (Singh i sar, 1988; Letham
I Zhang, 1989; Moffatt i sar, 1991; Y onekura-Sakakibarai sar, 2004).

2. Aromati¢ni citokinini — nastaju kada se za N® atom adenina veZe aromati¢ni

prsten koji moze biti supstituisan hidroksi- ili metoksi-grupom (Strnad, 1977). Prvi
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aromati¢ni citokinin BA (benzil-adenin) izolovan je iz topole pocetkom sedamdesetih

godina XX veka (Horgan i sar, 1973; Horgan i sar, 1975), a neSto kasnije i iz kale
Zantedeshia (Chaves das Neves i Pais, 1980), anisa (Ernst i sar, 1983), paradajza (Nandi i
sar, 1989), A. thaliana (Tarkowska i sar, 2003). JoS uvek nije u potpunosti jasno do koje
mere se aromati¢ni citokinini rasprostiru u biljnom svetu (Tarkowska i sar, 2003).
Supstitucijom aromati¢nog prstena hidroksi grupom nastaju hidroksil-derivari: orto-topolin
(oT) i meta-topolin (mT), dok supstitucijom metoksi-grupom nastaju metoksi-derivati:
orto-metoksitopolin (meoT) i meta-metoksitopolin (memT). Najvecu aktivnost od svih
derivata pokazuje meta-topolin. Hemijske strukture prirodnih aromati¢nih citokinina

prikazane su na Slici 4.

OH OH

a0 ™~
xS L
QN H IQ‘N ﬁ
X
LH‘MI'\J

benzil-adenin (BA)

orto-topolin (oT) HN/@ meta-topolin (mT)
| N
W
H

OCH, OCH,
e T
N NN
orto-metoksitopolin (meoT) meta-metoksitopolin (memT)

Slika 4. Hemijske strukture prirodnih aromati¢nih citokinina (prema Sakakibara, 2006).
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2. SintetiCki citokinini — po svojoj hemijskoj strukturi predstavljgju derivate

feniluree. Sinteti¢ki citokinini su supstance koje takode imaju citokininski efekat, ai do
danas nije otkriveno da se u biljnim tkivima sintetiSu uobi¢ajenim metabolickim putevima.
Prvi identifikovani sinteti¢ki citokinin bila je difenilurea (DFU), koju su davne 1955.
godine otkrili Shantz i Steward. Neocekivano otkri¢e ovog jedinjenja stimulisalo je sintezu
njegovih brojnih analoga, od kojih su ngjvazniji CPPU (N-fenil-N'-(2-hloro-4-piridil)urea) i
TDZ (tidiazuron). Navedeni sinteti¢ki citokinini (Slika 5) visoko su stabilni i imaju jacu
citokininsku aktivnost u poredenju sa zeatinom (Takahashi i sar, 1978; Mok i sar, 1982;
Mok i sar, 1987; Shudo, 1994).

0,20

Difenilurea (DFU)

A L

N-fenil-N’-(2 -h10r0-4-piridil)urca

(CPPU)
O N
[ :L NS !
H H
Tidiazuron (TDZ)

Slika 5. Hemijske strukture sinteti¢kih citokinina
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1.4.1. Modifikacije prirodnih citokinina

Modifikacijom izoprenoidnog lanca koji je vezan za N° atom adenina, slobodne
citokininske baze mogu biti prevedene u odgovaraju¢e nukleozide i nukleotide (Letham,
1994) i to u:

1. Ribozide (ribonukleozide) — nastgju vezivanjem riboze za N° atom

adeninskog prstena
2. Ribotide (ribonukleotide) — nastaju vezivanjem ribozida preko C° atoma
riboze za jedan, dva ili tri fosfatna ostatka ¢ime se dobija ribozid -5'-
monofosfat (RMPs), ribozid -5'- difosfat (RDPs) ili ribozid -5’ - trifosfat
(RTPs)

3. O-glukozide ili O-ksilozide — nastgju vezivanjem glukoze ili ksiloze na
neki od atoma kiseonika bo¢nog lanca slobodnog trans-, cis-zeatina ili

dihidrozeatina, ai nei njihovih ribozidaili ribotida.

Ove konverzije omogucavaju nespecifiéni enzimi koji uobiCajeno ucestvuju u
fosforilaciji adenina, adenozina, AMP i ADP (Chen, 1997). Prevodenje slobodnih
citokininskih baza u ribozide, ribotide, O-glukozide i O-ksilozide je reverzibilan proces.
Deglukozilacija tj. vracanje O-glukozida i O-ksilozida u slobodnu formu vrs enzifh -
glukozidaza (Brzobohaty i sar, 1993).

Ribozilacija ima veoma vaznu ulogu u transportu citokinina. Vecinski transport
citokinina vr§ se kroz ksilem biljke u formi zeatin-ribozida (koji se potom u listovima
aktivira ili inaktivira prevodenjem u slobodnu formu ili glukozide) i kroz floem biljke u
formi iP-ribozida (Noodén i Lethman, 1993). Sa druge strane, O-glukolizacija ima veoma
vaznu ulogu u skladistenju rezervi citokinina. Vazno je ponoviti da su O-glukozidi
reverzibilni i stabilni i, Sto je navaznije, otporni su na degradaciju citokinin-
oksidazom/dehidrogenazom (Veach i sar, 2003).

Modifikacijom adeninskog prstena mogu nastati:

1. N-glukozidi — nastaju vezivanjem glukoze za neki od N atoma (N3, N ili

N®) adeninskog prstena citokinina, njihovih ribozidaili ribotida
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2. lipinska kiselina — nastgje konjugacijom aanina za N° atom adeninskog

prstena

N-glukolizacija i konjugacija sa alaninom je ireverzibilna reakcija Sto znaci da se iz
formiranih N-glukozidi i konjugata viSe ne mogu regenerisati slobodni citokinini. lako se
zna da su produkti modifikacije adeninskog prstena stabilni i dugozivec¢i molekuli, jo§ uvek

njihova bioloska uloga nije u potunosti jasna (Hou i sar, 2004).

1.4.2. Metabolizam citokinina

Uprkos velikom broju informacija koje opisuju fiziologiju citokinina, joS uvek se ne
moze pouzdano re¢i na koji nacin se citokinini sintetiSu u biljkama. Mnoga znacajna
jedinjenja metabolickog puta citokinina jesu identifikovana (Slika 6), medutim njihova

uloga u regulaciji samog metabolickog puta nije joS uvek u potpunosti razjasnjena.

1P zavisni put 1P nezavisni put
tRNK
iPRTP {ZRTP i
ATP/ADP/AMP l | DMAPP
+ iPRDP {ZRDP P
DMAPP | | G0
iPRMP tZRMP cZRMP
Adenin / Adenozin v——/ l ”
¥ (D)
bocni izoprenoidni lanac iPR. ‘ { tZR cZR
® i PR
citokininski glukozidi iP tZ cZ

Slika 6. Sematski prikaz metabolizma citokinina kod biljaka (prema Werner i Schmiilling,
2009). IPT — izopentil transferaza, CYP735As — membranska monooksigenaza, CKX —
citokinin oksidaza/dehidrogenaza, UGT — glukoziltransferaza, tRNK-1PT — tRNK izopentil

transferaza. Bioloski aktivni citokinini oznaceni su plavom bojom.
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1.4.2.1. Biosinteza citokinina

Citokinini se sintetisu u meristemu izdanka i mladim listovima, ai u najznacajnijoj
meri sintetiSu se u meristemu korena. Postoje dva puta u biosintezi citokinina: » P zavisni
put« i » P nezavisni put«.

Prvi korak u sintezi prirodnih izoprenoidnih citokinina je vezivanje N° atoma
adenozin 5-fosfata (AMP, ADP ili ATP) za dimetilalil difosfat (DMAPP) ili
hidroksimetilbutenil difosfat (HMBDP). Ova reakcija vr$i se uz pomo¢ klju¢nog enzima
biosinteze citokinina, izopentenil transferaze (IPT). Dugi niz godina midlilo se da su
DMAPP i AMP jedini supstrati ovog enzima, medutim danas je ve¢ jasno da specifi¢nost
supstrata enzima izopentenil transferaze zavisi od porekla samog supstrata kao i od biljne
vrste. DMAPP je bioloski izoprenoid koji nastgje kao produkt dva biosintetska puta,
metileritritol fosfatnog (MEP) i mevalonatnog (MVA) puta (Astot i sar, 2000). |zopentenil
transferaza prebacuje izopentenil grupu sa DMAPP na ADP ili ATP i tako nastge ribotid
forma bioloski aktivnog citokinina iP, tj. izopentenil adenin ribonukleotid difosfat ili
trifosfat (iPRDP ili iPRTP) (Kasahara i sar, 2004). Identifikacija prvog supstrata enzima
izopentenil transferaze otkrivena je kod Dyctiostelium discoideum (Abei sar, 1976).

U slede¢em koraku iPRMP i iPRDP postgju supstrat za membranski enzim
citohrom P450 monooksigenazu (CYP735As) koja vrsi hidroksilaciju bo¢nog izopentenil
lanca. Ovg enzim kao supstrate koristi samo iPRMP i iPRDP, ai ne i iPRTP kao ni
slobodne baze ni nukleozide (Takei i sar, 2004). Kao produkt ove reakcije nastagje tZRMP
odnosno tZRDP. iPRMP i tZRMP se, enzimom monofosfat fosforibohidrolazom (LOG),
direktno konvertuju u odgovarajuce slobodne citokininske baze.

Pored ovog zavisnog, tZ moze biti sintetisan i tzv. »P nezavisnim putem.
Medutim, detaljni koraci ovog biosintetskog puta jos uvek nisu u potpunosti poznati (Astot
i sar, 2000). Kod A. thalina je pokazano da se cZ sintetiSe » P nezavisnim putem« tRNK-
IPT enzimom koji kao supstrat koristi isklju¢ivo tRNK (Miyawaki i sar, 2006). Enzim cis-

transizomeraza vrs dalju interkonverziju tZ u cZ i obrnuto (Takei i sar, 2004).
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Prva karakterizacija IPT gena uradena je kod A. tumefaciens (Akiyoshi i sar, 1984;

Barry i sar, 1984). Otkriveno je da ovabakterijaimadvalPT gena: Tmr - koji senalazi u T-
DNK regionu i Tzs - koji se nalazi u virulentnom regionu Ti nopalinskog plazmida (John i
Amasino, 1988; Powell i sar, 1988). Bakterijski enzim izopentenil transferaze kao supstrat
koristi samo AMP za koji se vezuje HMBDP i tako nastaje tZRMP.

Tek posle dvadesetak godina identifikovani su IPT geni visih biljaka i to kod A.
thaliana (Kakimoto, 2001; Takei i sar, 2001), petunije (Zubko i sar, 2002) i hmelja (Sakano
i sar, 2004). U genomu A. thaliana otkriveno je 9 gena koji kodirgju enzim izopentenil
transferazu. Gen AtIPT2 predstavlja tRNA-IPT, a gen AtIPT9 kodira protein slican tRNA-
IPT koji je pronaden kod cijanobakterija. Ostalih 7 gena (AtIPT1 i AtIPT3-8) ima razli¢itu
tkivnu specifi¢nost i u€estvuje u biosintezi citokinina. Na subcelijskom nivou detektovane
su razli¢ite izoforme enzima izopentenil transferaze. Primeceno je da je ukupna koli¢ina
ovog enzima najveéa u plastidima, organelama koje predstavljaju najznacajniji izvor
citokinina (Kasaharai sar, 2004). Medutim, joS uvek nisu poznati mehanizmi translokacije
citokinina kroz membrane plastida u citosol biljne ¢elije.

Biosinteza i degradacija prirodnih aromati¢nih citokinina (BA i topolina) joS uvek
nije u potpunosti razjasnjena. Pretpostavlja se da je mehanizam glukozilacije aromati¢nih
citokinina, kao i njihovainterakcija sa ¢elijskim signalnim sistemom, veoma sli¢an kao kod
prirodnih izoprenoidnih citokinina. Izgleda da enzimi i receptori koji su ukljuceni u
navedene procese prepoznaju kako izoprenoidne tako i aromati¢ne citokinine (Inoue i sar,

2001; Mok i Mok, 2001; Mok i sar, 2005; Yamadai sar, 2001).

1.4.2.2. Katabolizam citokinina

Tokom razli¢itih stadijuma razvica u biljnim tkivima se ispoljava visok, ali
promenljiv nivo ukupnih biljnih hormona citokinina. Smanjenje koli¢ine citokinina je u
direktnoj vezi sa pove¢anjem aktivnosti enzima citokinin oksidaze/dehidrogenaze (CKX).
Oval enzim vrSi ireverzibilnu degradaciju citokininatako Sto uklanja boc¢ni izoprenski lanac

i na taj na¢in onemogucéava aktivnost samih citokinina. Kao produkt hemijske reakcije
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razgradnje citokinina nastaju adenin i nezasi¢en aldehid 3-metil-2-butenal (McGaw i

Horgan, 1983, Slika 7). Do danas, CKX je jedini poznati enzim koji ucestvuje u
katabolizmu specifi¢nih citokinina i samim tim on je klju¢ni faktor u kontroli nivoa
citokinina u biljnim tkivima. Na degjstvo CKX osetljivi suiP, tZ i njihovi nukleozidi, dok je
cZ manje osetljiv (Galuszkai sar, 2007). Dugo se midlilo da O-glukozidi, DHZ, aromati¢ni
citokinini i njihovi derivati nisu osetljivi na dgjstvo CKX (Armstrong, 1994; Van Staden i
Crouch, 1996; Bilyeu i sar, 2001). Medutim, Galuszka i sar. su 2007. godine otkrili da
aromati¢ni citokinini, N°>-glukozidi i citokininski fosfati, ipak mogu biti supstrati za CKX.

N/\)\ N»}\/K

7 NH,
s o]
B N + H.0 N = _h{ )
N7 N\ e —— - | \> e D e
\{‘ | _ > \ K‘N " S H
NN FAD CKX FADH, H
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izopenteniladenin gy intermedijer Adenin 3-metil-2-butenal
/
QH, Q
krajnji akceptor

Slika 7. Hemijska reakcijaireverzibilne degradacije citokinina CK X enzimom

Po hemijskoj strukturi CKX enzim je flavoprotein za koji je kovaentno vezan
kofaktor flavin adenin dinukleotid — FAD (Schmdlling i sar, 2003; Popelkovai sar, 2004).
Aktivnost CKX enzima stimulise se pove¢anjem koli¢ine citokininskih supstrata

CKX enzim prvi put je otkriven kod duvana (Paces i sar, 1971), a vremenom je
pokazano da je ovg enzim Siroko rasprostranjen u biljnim tkivima. 1zolovan je iz kukuruza
(Whitty i Hall, 1974), tumornog tkiva vrste Vinca rosea (McGaw i Horgan, 1983),
kalusnog tkiva Phaseolus vulgaris (Chatfield i Armstrong 1987, 1988), pSenice (Laloue i
Fox, 1989) i kalusnog tkiva duvanai topole (Motykai Kaminek, 1992).

CKX enzim kodiran je malom familijom gena ¢iji broj varira od vrste do vrste. Kod

A. thaliana otkriveno je sedam gena koji su odgovorni za sintezu CKX enzima (AtCKX1-7).
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Ovi geni se razli¢ito eksprimiraju u razli¢itim biljnim tkivima (Werner i sar., 2003b, 2006).

Pojedini AtCKX geni se eksprimiragju u istom tkivu ili u neposrednoj blizini tkiva u kojem
se sintetiSu citokinini (aksilarni pupoljci, trihomi i vaskularna tkiva). Kod pirinc¢a je
otkriveno 11 gena (OsCKX1-11) koji su odgovorni za sintezu CKX enzima. Geni koji
kodirgju CKX enzim klonirani su joS iz kukuruza (Houba-Hérin i sar, 1999; Morris i sar,
1999; Biley i sar, 2001; Massonneau i sar, 2004; Smehilova i sar, 2009), orhideja roda
Dendrobium (Yang i sar, 2002, 2003a; Wang i sar, 2009), je¢ma (Gauszka i sar, 2004),
graska (Vaseva-Gemisheva i sar, 2005), pSenice (Feng i sar, 2008) i pamuka (Zeng i sar,
2011).

Geneticke transformacije biljaka specificnim genima koji kodiraju CKX enzim
(naroc¢ito AtCKX genima) koriste se u cilju proucavanja homeostaze citokinina. Na ovaj
nacin dobijaju se biljke sa povecanom ekspresijom CKX gena i snizenom koli¢inom
endogenih citokinina, $to moze znacajno uticati na metabolizam ukupnih endogenih
citokinina u izdanku i korenu. Transgene CKX biljke mogu poduziti kao dobar model
sistem za proucavanje fizioloSkih i morfoloSkih procesa koji su pod kontrolom biljnih
hormona citokinina. Utica ekspresije razli¢itih CKX gena na metabolizam citokinina, do
danas je ispitivan kod nekoliko biljnih vrsta, i to kod duvana (Werner i sar., 2001),
A.thaliana (Werner i sar, 2003b; Yang i sar, 2003b), mahovine Physcomitrella patens (Von
Schwartzenberg i sar, 2007), i krompira kod sorte Solara (Hartmann i sar, 2011) i sorte
Désirée (Raspor i sar, 2012). Pokazano je da ekspresija CKX gena kod duvanai A.thaliana
znacajno uti¢e na fenotip transformisanih biljaka izazivaju¢i tzv. sindrom nedostatka
citokinina (cytokinin deficiency syndrome). Kod biljaka sa ovim sindromom smanjuje se
apikalna dominacija, izdanci sporije rastu, smanjuje se veliina listova, biljke kasnije
cvetaju i imgu manji broj cvetova. Takode je zapaZen pojacan rast korena, smanjenje
veli¢ine i aktivnosti apikalnog meristema izdanka, kao i povecanje veli¢ine i aktivnosti
apikalnog meristema korena. Navedeni simptomi su izrazeniji kod biljaka u ¢iji genom je

uved AtCK X1 gen nego kod onih sa AtCKX2 genom (Werner i sar, 2001, 2003b).
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1.4.3. FizioloSka uloga citokinina

Svaranija saznanja o citokininima poti¢u od egzogeno primenjivanih citokinina. Od
specificnih citokininskih transformanata, koji imau snizen nivo endogenih citokinina,
o¢ekuje se da pomognu u rasvetljavanju procesa koji su pod kontrolom ove grupe biljnih

hormona.

e Citokini uizdanku

Stimulisu funkciju apikalnog meristema izdanka i éelijske deobe — Ova uloga

citokinina otkrivena je davno (Skoog i Miller, 1957) i potvrdena je mnogo godina kasnije
analizom transgenih AtCKX hiljaka A. thaliana koje imau snizen nivo endogenih
citokinina. Kod ovih biljaka zapazeno je znac¢ajno smanjenje veli¢ine apikalnog meristema
izdanka Sto uzrokuje sporiji rast lisnih primordija. Poznato je da celijski ciklus regulise
familija ciklin-zavisnih protein kinaza. Ovi enzimi, fosforilacijom niza proteina, regulisu
prelazak celije iz jedne u drugu fazu Celijskog ciklusa. Ekspresija ovih enzima zavisna je od
citokinina (Zhang i sar, 1996). Citokini stimulisu ¢elijski ciklus jo§ jednim mehanizmom,
povecavaju ekspresiju CYCD3 gena koji kodira ciklin tipa D. Pomenuti protein je kljucni
faktor prelaska ¢elijskog ciklusaiz G; u S fazu (Dewitte i sar, 2007). Ultrastrukturalnom
analizom ¢elija apikalnog meristema izdanka transgenih AtCKX biljaka A. thaliana, uocene
su jasne citoloske promene koje ukazuju na zaustavljanje celijskih deoba i ubrzanu
diferencijaciju ¢elija (Werner i sar, 2008).

ReguliSu_razvi¢e vaskularnih_elemenata — Optimalna koncentracija citokinina

zajedno sa auksinima uti¢e na formiranje floema (Aloni, 1995). U izdancima transgenih
AtCKX biljaka A. thaliana pokazano je da su ksilem i floem redukovani (Werner i sar,
2003Db).

Kontrolisu formiranjei rast lista — Ekspresija CKX gena kod transgenih AtCKX

biljaka A. thaliana znacajno redukuje povrSinu lista i uti¢e na rani zavrSetak diferencijacije
¢elija lista, $to je svakako u vezi sa deobama celija koje su prethodno opisane (Werner i sar,

2003b).
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Odlazu senescenciju — Senescencija je proces razgradnje proteina, lipida, RNK i

hlorofilai predstavlja zavrsnu fazu u zivotu listova. Prvi simptom senescencije predstavlja
degradacija hlorofila u listovima. Odredivanje smanjenja koli¢ine hlorofila moze pomoci u
ranom otkrivanju senescencije. Pokazano je da citokinini ne mogu u potpunosti spreciti, ali
mogu znacajno odloziti proces senescencije (Gan i Amasino, 1995). Samim tim moze se
pretpostaviti da snizena koli¢ina citokinina ubrzava senescenciju. Uprkos ovim
o¢ekivanjima, listovi transgenih AtCKX biljaka A. thaliana nisu pokazali ubrzanu
senescenciju (Werner i sar, 2003b).

Uti¢u na reproduktivni razvoj — O ulozi citokinina tokom reproduktivnog razvoja

biljke svedoce transgene AtCKX biljke A. thaliana koji formirgju manji broj cvetova
(Werner i sar, 2003b). Kod ovih biljaka takode su uo¢eni povecani embrioni sto ukazuje na
verovatnu ulogu citokinina u ¢elijskim deobama tokom embriogeneze. Povecani embrioni
mogli bi se objasniti ekspresjom CKX gena koja se deSava tek u kasnijim stadijumima

embriogeneze (Custersi sar, 1999).

e Citokinini u korenu

Inhibiraju funkciju apikalnog meristema korena — Za razliku od izdanka,

citokinini inhibirgju funkciju apikalnog meristema korena. Transgene AtCKX hiljke A.
thaliana potvrduju da snizen nivo citokinina jac¢a korenov sistem, tj. stimuliSe izduzivanje
glavhog i bo¢nih korenova. Rast glavnog korena je u direktnoj vezi sa intenzivnim
¢elijskim deobama u meristemu korena transgenih AtCKX biljaka A. thaliana (Werner i sar,
2003b). Rezultati dobijeni na prethodno pomenutim transformantima saglasni su sa
rezultatima Beemster i Baskin-a koji su 2000. godine pokazali da egzogeno primenjeni
citokinini inhibiraju izduzivanje korena netransformisanih biljaka smanjenjem veli¢ine
apikalnog meristema korena kao i smanjenjem broja ¢elijskih deoba.

Inhibiraju grananje korena — Poznato je da visak auksina u odnosu na citokinine

podsti¢e rastenje korena. Brojna istrazivanja su pokazala da grananje korena zavis od
polarnog transporta auksina (Ruegger i sar, 1997; Reed i sar, 1998; Casimiro i sar, 2001).

Potvrdeno je da stml mutant A. thaliana kojem je sniZzen endogeni nivo auksina u izdanku
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ima manji broj korenova u poredenju sa netransformisanim biljkama (Casimiro i sar, 2001).

Biljke transformisane CKX genimaimaju izdanke sa snizenim nivoom citokininai moglo bi
se ocekivati da im je inhibirano grananje korena. Medutim, iznenadujuce je da transgene
AtCKX biljke A. thaliana razvijaju brojne bo¢ne korenove koji se brzo izduzuju (Werner i
sar., 2003b). Ovo otkrice ukazuje nato da citokinini i auksini, kada je u pitanju formiranje
bocnih korenova, deluju antagonisticki.

StimuliSu razvi¢e vaskularnih elemenata u korenu — Jedini proces koji citokinini

stimuliSu u korenu je razvice ksilema i floema. Potvrdeno je da mutacija citokininskog
receptora A. thaliana sprecava razvoj floema u korenu. U prvoj fazi diferencijacije nastaje
ksilem i usled nedovoljnog broja vaskularnih stem-celija u korenu ne dolazi do razvijanja
floema (M@honen i sar, 2000).

1.4.3.1. Interakcija citokininai auksina

Od kada su otkriveni, pokazano je da citokinini i auksini medusobno intereaguju
tokom nekoliko fizioloskih i razvojnih procesa biljaka ukljucujuéi apikalnu dominaciju,
regulaciju celijskog ciklusa, grananje korena, regulaciju senescencije i razvice vaskularnih
elemenata (Coenen i Lomax, 1997; Swarup i sar, 2002). Interakcija citokinina i auksina
moze biti sinergisticka, kao Sto je u slucaju regulacije ¢elijskog ciklusa, ili antagonisticka,
kao $to je u slucaju regulacije razvi¢a meristema aksilarnih pupoljaka i grananja korena.
Ispitivanje interakcije citokinina i auksina vr$i se ve¢ dugi niz godina. Prva istrazivanja
zasnivala su se na odstranjivanju biljnog organa u kojem se odredeni biljni hormon sintetiSe
1 na dalje pracenje razvojnih procesa biljke. Vremenom, naprednija istraZzivanja su
omogucila dobijanje transgenih biljaka koje hiperprodukuju citokinine i auksine (Klee i
Estelle, 1991; Klee, 1994; Davies, 1995). Moze se re¢i da je odnos citokinina i auksina
prili¢cno medusobno zavisan. U veéini sluéajeva promena endogenog nivoa jednog biljnog
hormona uti¢e na promenu endogenog nivoa drugog (Coenen i Lomax, 1997). Generalno,
moze se re¢i da auksini negativno uti¢u na nivo citokinina, tj. porast nivoa auksina utice

na snizenje nivoa citokininai obrnuto. Tako je kod iaaM i iaaH mutanata duvana pokazano
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da porast nivoa endogenih auksina uti¢e na snizenje nivoa citokinina (EkI6f i sar., 1997).

Auksini uti€u na snizavanje nivoa citokinina na dva nacina, i to tako Sto stimulisu CKX
aktivnost (Palni i sar, 1988; Zhang i sar, 1995) ili onemogucavaju de novo sintezu
citokinina (Nordstrém i sar., 2004). Ovu teoriju da auksini negativno uti¢u na citokinine
potvdili su i ipt mutanti graska koji imaju povecanu koli¢inu sintetisanih citokinina, a
znacajno snizenu koli¢inu auksina (Tanakai sar, 2006).

Medutim, takode je pokazano da je uticaj citokinina na nivo auksina priliéno
promenljiv. U nekim slucajevima citokinini pozitivno uti¢u na Kkoli¢inu auksina, tj.
poveéanje koli¢ine citokinina uti¢e na povecanje nivoa auksinai obrnuto. Tako npr. kod ipt
mutanata Nicotiana glutinosa povecanje nivoa citokinina uzrokuje povecanje koli¢ine
slobodne IAA (Binnsi sar, 1987). Egzogena primena citokinina uti¢e na porast nivoa IAA
u korenu kukuruza i graska (Bourquin i Pilet, 1990; Bertell i Eliasson, 1992). Takode je
pokazano da kod A. thaliana povecana aktivnost CKX enzima snizava nivo endogenih
citokinina §to utice na smanjenje koli¢ine endogenih auksina (Werner i sar, 2001; Jones i
sar, 2010).

Ipak, postoji i nekoliko istrazivanja koja ukazuju na suprotan efekat, a to je da
citokinini negativno uti¢u na nivo auksina. Pokazano je da kod ipt mutanata duvanai A.
thaliana poviSen nivo citokinina uti¢e na smanjenje koli¢ine IAA (EKIOf i sar, 1997,
Nordstrom i sar, 2004). Negativan uticaj citokinina na nivo auksina potvrden je i kod pls
mutanata A. thaliana (Liu i sar, 2010).

Iz svega navednog moze se zakljuciti da je odnos citokinina i auksina prilicno
zavisan 1 slozen. Ipak, potvrdeno je da je regulacija biosinteze citokinina posredstvom
auksina brza i direktna, dok je regulacija koli¢ine IAA posredstvom citokinina spora i
indirektna (Nordstrém i sar, 2004).
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1.5. Sekundarni metaboliti biljaka

Primarni metaboliti su jedinjenja koja nastaju kao rezultat razli¢itih biohemijskih
reakcija u celiji 1 sluze kao gradivne supstance za dalju biosintezu molekula. U primarne
metabolite spadgu aminokiseline, nukleotidi, vitamini, svi intermedijeri koji nastgju u
procesu glikolize itd. Prema Luckner (1977) sekundarni metaboliti nastgju kao proizvod
biosinteze, transformacije i degradacije endogeno proizvedenih komponenata. Primarni
metabolizam je definisan kao univerzalan, konzervativan i neophodan za normalno
funkcionisanje biljnog organizma, dok je sekundarni metabolizam jedinstven, prilagodljiv i
nebitan za rastenje i razvice, ali veoma vaZzan za opstanak organizma u celini (Hartmann,
1996). Za razliku od zivotinja, koje najve¢i deo sekundarnih metabolita izbacuju
ekskrecijom, biljke akumulirgju produkte sekundarnog metabolizma van céelija ili u
metabolicki neaktivnim komponentama (Conn i sar, 1991). Veéina ovih prirodnih
proizvoda nastaje u kasnim fazama razvoja i nema klju¢nu ulogu u osnovnim Zivotnim
procesima same biljke. Sekundarni metaboliti obuhvataju razli¢ita hemijska jedinjenja kao
&to su antibiotici, steroidi, alkaloidi i niz drugih jedinjenja kojaimaju veoma vaznu ulogu u
interakciji biljaka, mikroorganizama i zivotinja. Poznato je da se hiljke sekundarnim
metabolitima Stite od napada bakterija i1 gljiva (protektanti), raznih StetocCina (repelenti), ali
njima i privlace insekte za opraSivanje (atraktanti) (Wilson, 1990). Sekundarni metaboliti
su prvo nadeni kod visih, a kasnijei kod nizih biljaka, atakode i u bakterijama i gljivama.

Biljke proizvode ogroman broj sekundarnih metabolita. Do danas je otkriveno vise
od 100 000 produkata sekundarnog metabolizma koje produkuju razli¢ite biljne vrste, a
ofekuje se da ¢e se u meduvremenu otkriti jo§ novih (Hadacek, 2002). Produkti
sekundarnog metabolizma biljaka imgu Siroku primenu u medicini, farmaceutskoj i
kozmeti¢koj industriji, poljoprivredi, industriji hrane itd. Poslednjih 60 godina vecina ovih
veoma vaznih jedinjenja zamenjena je sintetiCckim, ali biljke su i dalje ostale najvazniji
izvor mnogih komponenata koje je teSko ili neekonomi¢no dobijati na neki drugi nadin.

Biljne vrste familije Gentianaceae karakteriSe prisustvo tri vrste sekundarnih
metabolita: iridoidi, ksantoni i flavonoidi. U ovom radu detaljnije ¢e biti re¢i samo o

36



Uvod

iridoidima i ksantonima jer su to sekundarni metaboliti koji preovladuju u vrstama roda

Centaurium.

1.5.1. Iridoidi

Naziv iridoid potic¢e od iridoidala, iridomirmecina i drugih srodnih jedinjenja koja
su izolovana iz odbrambenog sekreta koji lu¢e australijski mravi vrste Iridomyrmex
detectus (Cavill i sar, 1956; Cavill i Ford, 1960).

Iridoidi su prirodna jedinjenja koja pripadaju klasi monoterpena. Siroko su
rasprostranjeni u biljnom svetu i mogu se na¢i u oko 60 biljnih familija, medu kojima je i
familija Gentianaceae. Do danas je identifikovano vise do 1200 razli¢itih iridoida i
sekoiridoida (Rodriguez i sar, 1998). Osnovnu strukturu iridoida ¢ini ciklopenta-(c)-
piranski prsten (Slika 8).

Slika 8. Osnovna strukturairidoida (ciklopenta-(c)-piranski prsten).

Iridoidi se u prirodi javljgu kao glukozidi ili estri (Junior, 1990). Na osnovu

hemijskih osobinai biosinteze, oni se dele na Sest grupa:

1. Iridoidi — osnovni skelet ove grupe Cini iridoidal koji se javlja u dialdehidnoj ili
poluacetalnoj formi. Na osnovu broja C-atoma u osnovnom skeletu iridoidi se dele
na C8 iridoide (predstavnik je unedozid), C9 iridoide (aukubin i katalpol) i C10
iridoide (loganin i asperulizid).

2. Sekoiridoidi — imaju otvoren osnovni iridoidni prsten izmedu sedmog i osmog C-
atoma (lat. seco, secare = prekinuti, otvoriti). Sekoiridoidi se javljaju kod Cetiri

familijee Gentianaceae, Apocinaceae, Rubiaceae i Oleaceae. Sverozid,
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sverciamarin i genciopikrin (Slika 9) tipicni su sekoiridoidi koje karakteriSe

prisustvo o-laktonske strukture. Rasprostranjeni su u vrstama roda Gentiana i
Centaurium.

3. Dimerni iridoidi — kod ovih jedinjenja dva iridoidna molekula povezana su
estarskom vezom. Predstavnik ove grupe iridoida je argiliozid izolovan iz vrste
Argyliaradiata.

4. Bisglikozidni iridoidi i sekoiridoidi — ova jedinjenja sastoje se od sekoiridoidne
jedinicei iridoidnog laktona sa C9 skeletom koji su povezani estarskom vezom.

5. Dimerni sekoiridoidi — kod ovih jedinjenja dva iridoidna molekula povezana su C-
C vezom. Tipican predstavnik ove grupe jedinjenja je centaurozid koji je izolovan iz
C. erythraea.

6. Iridoidi konjugovani sa monoter penima — prvo jedinjenje ovog tipa, amarelozid,
izolovano je iz vrste Tecoma dirysantha (Bignoniaceae). Sastoji se iz 6-epiaukubina
koji je estarski povezan sa monoterpenom geraniol-tipa.

1.5.1.1. Biosinteza iridoida

Iridoidi po hemijskoj strukturi pripadaju monociklicnim monoterpenima. Svi
molekuli terpena i steroida vode poreklo od acetata odnosno acetil-koenzima A (acetil-
CoA) i nastgu u tzv. putu mevalonata. Kondenzacijom tri molekula acetil-CoA, a zatim i
redukcijom tako nastalog jedinjenja, 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA),
pomoc¢u NADPH u prisustvu HMG-CoA reduktaze nastaje mevalonska kiselina. Utvrdeno
je da je bioloski aktivna samo R-mevalonska kiselina. Fosforilacijom ove kiseline nastaje
izopentenil-pirofosfat. Ovo jedinjenje ima pet C-atoma i osnovna je jedinica u biosintezi
terpena i steroida. Enzimskom izomerizacijom izopentenil-pirofosfata nastaje prenil-
difosfat. Polimerizacijom prenil-difosfata i izopentenil-pirofosfata nastgje glavni prekursor
u biosintezi iridoida geranil-pirofosfat (prema Gruji¢-Injac i Lajsi¢, 1983). Hidroksilacijom
geranil-pirofosfata u polozaju 10 nastgje 10-hidroksi-geraniol. Od ovog trenutka biosinteza

ide u dva pravca: jedan vodi ka ciklizaciji u iridoidal koji kasnije daje niz iridoidalnih
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glikozida, dok drugi vodi ka izomerizaciji 10-hidroksi-geraniola u 10-hidroksi-nerol. Od

10-hidroksi-nerola i 10-hidroksi-geraniola nastgje molekul loganina (Coscia i Guarnaccia,
1968). Kod hiljnih vrsta familije Gentianaceae naroc¢ito je vazan dalji biosintetski put koji
ide u pravcu formiranja struktura sekologaninskog tipa (Inouye i Uesato, 1986; Jensen,
1991). Otvaranjem ciklopentanskog prstena loganina izmedu sedmog i osmog C-atoma
formira se intermedijer iz kojeg nastaje sekologanin koji se dalje transformiSe do sverozida,
sverciamarinai nakraju do genciopikrina koji se najcesce sre¢u kod vrsta roda Centaurium

(Slika 9). Iridoidi koji su do danas otkriveni kod kic¢ice prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Iridoidi koji se sintetiSu kod vrste C. erythraea (modifikovano prema Jensen i
Schripsema, 2002)

IRIDOIDI Autori
Karbociklicni iridoidi:

6 —m— hidroksibenzologanin
dihidrokomin
Sekoiridoidi:

1. Glikozidi sekologaninskekisdine: | Doi sar, 1987
Sekologanin Rulko i Witkiewicz, 1972
Centaurozid Sakinai Aota, 1976
Tagaki i sar, 1982

2. Sverozid i derivati: -
Sverozid Van der Sluisi sar, 1983

Deacetil centapikrin Van der Sluisi Labadie, 1981

Centapikrin
3. Sverciamarin
4. Genciopikrin i derivati:
Genciopikrin
Gencioflavon
Gencianin
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Slika 9. Sema biosinteze sekoiridoida kod vrsta koje pripadaju familiji Gentianaceae

(modifikovano premaJensen i Schripsema, 2002).
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1.5.1.2. Bioloska svojstva iridoida

Iridoidi su gorka jedinjenja. Pored slobodnih, biljke sintetisu i estre glukozida
(centapikrin i deacetilcentapikrin) koji imaju nekoliko hiljada puta vecu gor¢inu i najcesce
su smesteni u plodovima. Iridoidi se uglavnom koriste kao stimulatori sekrecije zeluda¢nih
i crevnih sokova pa tako povecavaju apetit i poboljSavaju varenje hrane (Martindale, 1982).
Iridoidi takode deluju antikancerogeno (alamandin), antimikrobno (aglikon aukubigenin),
antifungalno i sedativno (Bhattacharya i sar, 1976; Liang i sar, 1982; Yamamura i sar,
1991; Zhou, 1991; Kondo i sar, 1994, Kumarasamy i sar, 2003a, 2003b). Mnogi iridoidni
glukozidi deluju kao diuretici (Haloui i sar, 2000).

1.5.2. Ksantoni

Pored iridoida, u vrstama roda Centaurium kao produkti sekundarnog metabolizma
sintetiSu se 1 ksantoni. Ime su dobili od grcke reci xantea Sto znaci Zuto. Ksantoni su grupa
prirodnih jedinjenja koja pripadgju klasi biljnih polifenola i karakteriSu se dibezo-y-
pironskom strukturom (Mandal, 1992, Slika 10).

Slika 10. Osnovna struktura ksantona

Po hemijskoj strukturi ksantoni su sli¢ni flavonoidima, ali za razliku od flavonoida
koji su Siroko rasprostranjeni u biljnom svetu, ksantoni su prisutni u relativno malom broju
familija. Svi do sada poznati ksantoni sintetiSu se u vrstama samo osam familija

Gentianaceae, Guittiferae, Polygalaceae, Leguminosae, Lythraceae, Moraceae,
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Loganiaceae i Rhamnaceae (Hostettman i Hostettman, 1989). Familije sa najve¢im brojem

ksantona su Gentianaceae (identifikovano je vise od 110 ksantona i veéina su
tetrasupstituisani) i Guttiferae.
Na osnovu hemijske strukture ksantoni su podeljeni u pet grupa (Peresi sar., 2000):
1. Prosti ksantoni (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, heksa-supstituisani)
Ksantonski glikozidi (O- i C- glukozidi)
Prenilovani ksantoni

K santonolignoidi

o W N

Ksantoni sa neobi¢nim tipom supstitucije

Vrste roda Centaurium sadrZze tetra-, penta i heksasupstituisane ksantone u
slobodnom obliku (aglikoni) ili u obliku O-glukozida. Svi navedeni supstituisani ksantoni
nastgu od 1,3,5- ili 1,3,7-trihidroksiksantona. U Tabeli 6 prikazani su ksantoni koji su do
danas otkriveni kod kicice.

Ksantoni, pored svoje farmakoloske vrednosti, imgu vaznu ulogu i u

hemotaksonomiji gde se koriste kao sistematski markeri (Hostettman i Hostettman, 1989).

Tabela 6. Ksantoni koji se sintetiSu kod vrste C. erythraea (modifikovano prema Jensen i

Schripsema, 2002). Brojevi u tabeli oznacavaju mesta supstitucije hidroksilne grupe.

TRI-, TETRA-, PENTA-| HEKSA-SUPSTITUISANI KSANTONI
1,356 —» 1,3,5,6,7—» 1,3,5,6,7,8

1,35 — trihidroksiksanton—""

~~ 1,358 —» 1,3,5,6,8
1,3,7 —trihidroksiksanton—— 1,3,7,8
Autor Kaouadji i sar., 1986
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1.5.2.1. Biosinteza ksantona

Biosinteza biljnih fenola odvija se na dva nac¢ina: 1. Sikimatnim putem tj. acetatnim
mehanizmom kada do sinteze fenola dolazi iz nearomati¢nih prekursora i1 2.
transformacijom monomernih fenolnih jedinjenja u visokomolekulska jedinjenja fenolnog
tipa. Kod niZih biljaka do sinteze fenola prvenstveno dolazi acetatnim putem, dok je
Sikimatni put favorizovan isklju¢ivo kod viSih biljaka kod kojih cesto dolazi i do
objedinjavanja oba sintetska puta, $to je slucaj u biosintezi flavonoida i ksantona. U reakciji
biosinteze ksantona dolazi do kondenzacije molekula koji poticu iz Sikimatnog puta i stvara
se benzofenon ili neki intermedijer slican benzofenonu, koji onda reaguje intramolekulski i
formira ksantone (Atkinson i sar, 1968). Mehanizmi intramolekulske reakcije ukljucuju
direktno oksidativho kuplovanje, dodavanje hinona, dehidrataciju izmedu hidrokslinih
grupa u prstenovima ili formiranje spirodienona (Carpenter i sar, 1969). Od svih
predlozenih modela formiranja ksantona, oksidativno kuplovanje fenola najces¢e se smatra
odgovornim za veliki broj varijacija i zajednickih pojavljivanja oksidativnih derivata
ksantona.

Utvrdeno je da se u kulturi Celija vrste Hypericum androsaemum kao pocetni
molekuli u biosintezi ksantona javljgju benzoeva kiselina i 3-hidroksibenzoeva kiselina.
Oba molekula su supstrati za enzim 3-hidroksibenzoat CoA ligazu (Abd e Mawla i sar,
2001). Medutim, kod vrste C. erythraea, jedini prekursor u biosintezi ksantona je 3-
hidroksibenzoeva kiselina. Posto benzoeva kiselina i fenilalanin nisu inkorporirani u
ksantonski skelet, pretpostavlja se da se 3-hidroksibenzoeva kiselina formira direktno iz
Sikimatnog puta (Schmidt i Beerhues, 1997). Ovo je kasnije i potvrdeno proucavanjem
retrobiosinteze u kulturi korenova vrste Swertia chirata (Wang i sar, 2003). Enzim 3-
hidroksibenzoat CoA ligaza prevodi 3-hidroksibenzoevu kiselinu u 3-hidroksibenzoil-CoA,
koji se potom kondenzuje sa tri molekula malonil-CoA i nastge 2,3',4,6-tetrahidroksi
benzofenon (Peters i sar, 1997). Reakciju katalizuje enzim benzofenon sintaza (Slika 11).
Tetrahidroksi-benzofenon se zatim kupluje u orto polozau u odnosu na 3-OH grupu.
Benzofenon se dalje ciklizuje i nastgie 1,3,5-trihidroksi ksanton. Reakcija ciklizacije
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benzofenona je katalizovana membranskim enzimom ksanton sintazom za ¢iju aktivnost je

neophodno prisustvo NADPH i O,, $to ukazuje na povezanost sa citohromom Pysp. Zato se
pretpostavlja da je ksanton sintaza u stvari citohrom P50 oksidaza. Nastali ksanton je

supstrat za ksanton 6-hidroksilazu koja ga prevodi u 1,3,5,6-tetrahidroksi ksanton koji dalje
podleze reakcijama hidroksilacije i/ili metilacije.

OH OH
3-hidroksibenzoat: CoA ligaza Benzofenon sintaza
Cobs
HO
0 o
3-hidroksibenzoeva 3-hidroksibenzoil-CoA
OH OH
HO OH ) HO 0
‘ ‘ Ksanton sintaza O ‘
OH O OH O
2.3’ 4.6-tetrahidroksibenzofenon 1.3,5-trihidroksiksanton
OCH;
H,CO o) OCH;
. . OCH;
oprim ©  OCHs

3.5,6,7,8-pentametoksi-1-O-primeverzoil

Slika 11. Sema biosinteze ksantona kod ki¢ice (modifikovano prema Petersi sar, 1998).

1.5.2.2. Bioloska svoj stva ksantona

Do danas je iz 110 biljnih vrsta izolovano preko 100 razlicitih ksantonskih
jedinjenja (Jensen i Schripsema, 2002). Ksantoni imaju razlic¢ita farmakoloSka dejstva i

potvrdeno je da deluju antidepresivno, antimutageno i antitumorno. U danasnje vreme
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takode se ispituje uticaj prirodnih i sintetickih ksantona na centralni nervni sistem i narast

¢elija tumora.

Monoaminooksidaza (MAQO) je enzim koji katalizuje oksidativhu dezaminaciju
neurotransmitera (serotonina, noradrenalina i dopamina) i time ova jedinjenja proizvode
amonijak 1 samim tim gube svoju biolosku aktivnost. MAO je flavoprotein koji kao
koenzim sadrzi flavin-adenin-dinuleotid (FAD). Ksantonska jedinjenja deluju inhibitorno
na MAO enzim ¢ime se spreCava razgradnja i pojaCava transmisija serotonina i
noradrenalina u centralnom nervnom sistemu ¢ime se postize antidepresivni efekat.
Ispitivano je nekoliko vrsta ksantona iz familije Gentianaceae i Guittiferae i pokazano je da
postoji razlika u izoenzimskoj selektivnosti (Schaufelberger i Hostettmann, 1988).
Medutim, joS uvek se ne zna kojim mehanizmom ksantoni inhibirggu MAO enzim.
Pretpostavlja se da intereaguju sa FAD kofaktorom i na taj nacin remete normalan prenos
elektrona do enzima (Moureau i sar, 1994).

Ksantoni takode imaju veoma vaznu antioksidativnu ulogu jer uklanjaju reaktivne
kiseoni¢ne vrste koje dovode do destrukcije celijskih komponenti &to rezultuje raznim
zapaljenjima, pojavom tumoraitd.

Mono-, di-, tri- supstituisani ksantoni inhibirgju rast humanih tumorskih ¢elijskih
linija i proliferaciju T limfocita (Pedro i sar, 2002). Ksantoni imaju antifungalnu i
antibakterijsku aktivnost. 1z vrste Garcinia nigrolineata izolovan je ksanton koji deluje
antibakterijski na Staphylococcus aureus (Rukachaisirikul i sar, 2003). Kineski istrazivaci
su iz vrste Swertia franchetiana izolovali ksanton sverciafrancezid koji je pokazao jaku
HIV inhibitornu aktivnost (Wang i sar., 1994). HIV inhibitorni potencijal takode pokazuju
ksantoni izolovani iz biljne vrste Maclura tinctoria (Groweiss i sar, 2000).

Ksantoni su dobri antimalarijski agensi, imgu antihipertenzitivnu aktivnost i
kardioprotektivno i antimutageno dejstvo. 1z izdanka vrste C. erythraea izolovana su dva
ksantonska derivata, eustomin i demetileustomin. Ova dva jedinjenja imgu izrazene
antimutagene osobine na bakteriju Salmonella typhimurium (Schimmer i Mauthner, 1996).
Iz vrsta Swertia japonica i S chirata izolovani su ksantoni koji sniZzavaju nivo Sec¢era u krvi

pacova.
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Zbog svih navedenih bioloskih karakteristika moze se re¢i da ksantoni danas

predstavljaju znacajan izvor biljnog materijala u proizvodnji novih lekova. Posebno treba
uzeti u obzir da imaju Sirok spektar bioloSkog dejstva, skoro su netoksi¢ni 1 imaju vrlo malo
sporednih efekata. Zbog toga su istrazivanja poslednjih godina usmerena ka odredivanju

mehanizama njihovog farmakol oskog dejstva na biohemijskom nivou.

1.5.3. Sekundar ni metaboliti ki¢ice in vitro

Sekundarni metaboliti izoluju se iz biljaka koje rastu na prirodnim stanistimaiili iz
plantazno gajenih biljaka. Gajenje biljaka u cilju dobijanja aktivnih supstanci ¢esto se nije
pokazalo kao uspesno ili ekonomski isplativo. 1z tog razloga bilo je neophodno
pronal azenj e alternativnih metoda za proizvodnju korisnih jedinjenja biljnog porekla. Jedna
od tih metoda je kultura biljnih celija i tkiva. Ova metoda obezbeduje homogeni i
kontinuirani izvor biljnog materijala, koji je nezavisan od klimatskih uslova i mnogih
uzro¢nika Dbolesti. Prema Staba (1980) Sezdesetih godina XX veka prvi put je
eksperimentalno pokazano da biljke, Cesto u maloj koli¢ini, proizvode sekundarne
matabolite in vitro. U godinama koje slede intenzivno se proucavao sastav hranljivih
podloga i selekcija visoko produktivnih linija i dostignut je vrlo visok stepen produkcije.
Tako se ve¢ osamdestih godina XX veka znalo za ngjmanje trideset komponenti koje se u
biljkama in vitro akumuliraju u istoj ili cak vecoj koli¢ini od biljaka iz prirode (Zafar i sar,
1992).

Kicica je vrsta koja u in vitro uslovima zadrZava sposobnost biosinteze sekundarnih
metabolita. Glavni produkti sekundarnog metabolizma kicice su gorki glukozidi (sverozid,
sverciamarin i genciopikrin) i ksantoni (eustomin i demetileustomin). Svi navedeni
sekundarni metaboliti izolovani su iz izdanaka i korenova biljaka iz prirode i kulture.
Pokazano je da je u izdancima i korenovima biljaka sa prirodnih stanista sverciamarin
dominantna komponenta, dok je u uslovima in vitro u oba biljna organa genciopikrin
dominantan sekoiridoid, a sverciamarin je detektovan samo u tragovima (Van der Sluis,
1985a, 1985b; Jankovic i sar, 1997; Piatczak i sar, 2005). Zajednicko za biljke iz prirode i
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uslova in vitro je da sintetisSu veéu koli¢inu ksantona u korenovima u odnosu na izdanke.

Medutim, primecéuje se znacajan porast koli¢ine ovih sekundarnih metabolita u izdancimai
korenovima gajenim in vitro u odnosu nabiljke iz prirode (Jankovi¢ i sar, 2000).

Akumulacija sekundarnih metabolita in vitro zavisi od sastava hranljive podloge,
vrste 1 koli¢ine egzogeno primenjenih regulatora rastenja, mineralnih elemenata i ugljenih
hidrata (Stafford i sar, 1986). Uticg regulatora rastenja na proizvodnju sekundarnih
metabolita kicice in vitro proucavali su Jankovi¢ i sar. (2000) koji su pokazali da je koli¢ina
sintetisanog eustomina zavisna od koncentracije citokinina BA u hranljivoj podlozi. 1zdanci
gajeni na hranljivoj podlozi obogacenoj ¢ak i sa najmanjom koncentracijom BA (3 pmol/l)
sintetiSu vecu koli¢inu ksantona nego izdanci iz prirode. Saharoza takode znacajno utice na
proizvodnju sekundarnih metabolita. Povecana akumulacija sverozida, sverciamarina,
genciopikrina, eustomina i demetileustomina postignuta je gajenjem biljaka na hranljivim
podlogama koje su obogacene razli¢itim koncentracijama saharoze (Jankovic i sar, 2000).

Literaturnih podataka o sekundarnim metabolitima geneticki transformisanih biljaka
kicice skoro i da nema. Jankovi¢ i sar. (2002) su uocili da korenovi kicice transformisani
pomocu A. rhizogenes (soj A4M70GUYS) sintetiSu samo ksantone. Transgeni izdanci kicice
regenerisani posle transformacije pomoc¢u A. rhizogenes (soj LBA9402) sintetisu dva puta
vecu koli¢inu ukupnih sekoiridoida u odnosu na netransformisane izdanke (Piatczak i sar,
2006).
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2. CILIRADA

Osnovni cilj ovog rada bio je da se ispita mogucnost uvodenja AtCKX1 i AtCKX2
gena u genom Centaurium erythraea Rafn. ¢ime bi se, po prvi put, omoguéilo dobijanje
biljaka sa snizenim nivoom endogenih citokinina. Transgene biljke bi se koristile kao dobar
model sistem za dalja istrazivanja procesa koje kontrolisu citokinini, kao i 0 ulozi snizenih
nivoa endogenih citokinina i poremecene citokininske homeostaze u morfogenezi i
sekundarnom metabolizmu kicice.

Realizacija ovog ciljaizvrsena je kroz nekoliko zadataka:

1. Uspostavljanje kulture korenova kicice in vitro i razvijanje efikasnog sistema za

regeneraciju i umnozavanje izdanaka ove biljne vrste.

2. Geneticka transformacija korenova kiice pomo¢u dva soja A. tumefaciens
(GV3101) koji nose AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen u cilju dobijanja transgenih
biljaka sa snizenim nivoom endogenih citokinina kao i dokazivanje uspeSnosti
transformacije.

3. Ispitivanje ekspresije AtCKX1 i AtCKX2 gena kao i1 aktivnosti enzima citokinin
oksidaze/dehidrogenaze kako u izdancima, tako i u korenovima netransformisanih i

transformisanih biljaka kicice in vitro.

4. Hemijska identifikacija i kvantifikacija sadrzgja razli¢itih grupa citokinina u

izdancimai korenovima netransformisanih i transformisanih biljaka kicice in vitro.

5. Analiza uticaja ekspresije transgena na regeneraciju, rastenje 1 razvice
transformisanih biljaka kicice in vitro u cilju morfoloske karakterizacije dobijenih
biljaka.

6. Kvadlitativno i kvantitativno odredivanje biohemijskog sadrzaja sekundarnih
metabolita (sekoiridoida i ksantona) u transgenim i kontrolnim biljkama kicice in
vitro u cilju ispitivanja uticgja izmenjenog nivoa endogenih citokinina na

proizvodnju sekundarnih metabolitakicice.
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3. MATERIJALI METODE

3.1. Biljni materijal

Za uspostavljanje in vitro kultura kao polazni materijal koris¢ena su komercijalna
semena Centaurium erythraea Rafn. (Jelitto Staudensamen GmbH, Schwarmstedt,
Germany). Svi eksperimenti in vitro radeni su na biljnom materijalu poreklom od
navedenih komercijalnih semena. Analiza sekundarnih metabolita iz kontrolnih izdanaka i
korenova iz prirode uradena je kod biljaka C. erythraea koje su sakupljene u fazi cvetanja,
u toku leta 2009. godine nalokalitetu Ralja.

3.2. Sastav hranljive podloge

Za gaenje hiljaka in vitro u ovom radu koris¢ena je hranljiva podloga, u tekstu
oznacena kao MS podloga, koja je sadrzala makro i mikro mineralne soli po Murashige i
Skoog-u (1962) upola razblazenog sastava (Tabela 7). Osim makro- i mikro-elemenata
(Tabela 7-8) hranljiva podloga sadrzala je saharozu kao izvor ugljenika u koncentraciji 30
gL, mio-inositol (Sigma) 100 mgL™, agar (Torlak, Beograd) 7 gL™. pH vrednost hranljive

podloge je pre autoklaviranja podeSavana pomoc¢u 1IN NaOH i/ili HCI na5,8.
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Tabela 7. Sastav makro- i mikro-mineralnih soli i gvozda u hranljivo] MS podlozi upola
razblazenog sastava (Murashige i Skoog, 1962).

Makro mineralnesoli MS
NH4NO3

KNO3

C&C'z X 2 HO

MgSO4 X 7 H,O

KH,PO,4

Mikro mineralne soli MS
MnSO4x 4H20

ZnS0O4 X 7TH0

H3BO3

KJ

NaMoQO,4 x 2H,0

CuS0O4 x 5H,0

CoCl, x 6H,0

Kompleks gvozda
NaEDTA x 2H,0

FeSO4x 7H20

Tabela 8. Sastav vitaminau hranljivoj MS podlozi bio je stalan (Murashigei Skoog, 1962).

Vitaminski kompleks
vitamin B,

vitamin Bg

nikotinska kisdlina
glicin

3.3. Spontanaregeneracija biljaka C. erythraea Rafn.

Kao pocetni materijal za uspostavljanje in vitro kultura koris¢ena su semena C.
erythraea Rafn. koja su povrsinski sterilisana prema protokolu opisanom u Poglavlju 3.4.1.
Dobijeni klijanci, duzine 15-20 mm, prenoSeni su na MS ¢vrstu hranljivu podlogu bez

regulatora rastenja, na kojoj su daje gaeni. Za uspostavljanje kultura korenova, sa
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klijanaca su izolovani segmenti adventivnih korenova, duzine ~10 mm, koji su prenoSeni na
MS hranljivu podlogu. Posle 2 meseca u kulturi korenova dolazi do spontane regeneracije
izdanaka kicice koji su dalje pojedinacno prenoSeni i takode gajeni na MS hranljivoj
podiozi na kojoj se spontano oZiljavgju posle 3-4 nedelje. Kulture korenova, radi
eksperimenta geneticke transformacije kicice, takode su uspostavljene na cvrstoj MS

hranljivoj podlozi bez regulatorarastenja.

3.4. Metodesterilizacije

Hranljive podloge, instrumenti za rad i laboratorijsko posude koji su koris¢eni u
svim eksperimentima sterilisani su prema standardnim procedurama kulture biljnih ¢elija,
tkivai organain vitro, a rad sa biljnim materijalom obavljan je u asepti¢nim uslovima, u

laminarnoj komori.

3.4.1. Povrsinska sterilizacija biljnog materijala

Semena C. erythraea Rafn. su ispirana 20 minuta u teku¢oj vodi u koju je dodato
nekoliko kapi deterdZenta, a zatim su, uz blago muckanje, povrsinski sterilisana u laminaru,
tokom 20 minuta, rastvorom komercijalnog preparata natrijum hipohlorita, sa 4% aktivnog
hlora (NaOCl). Posle potapanja u rastvor natrijum hipohlorita, semena su ispirana 3 puta po
5 minuta sterilnom dejonizovanom vodom, a zatim su postavljana na hranljivu podlogu za

isklijavanje (MS podloga).
3.5. Usdlovi gajenja kultura
In vitro kulture gajene su u klimatizovanoj prostoriji za ggjenje, pri temperaturi

vazduha 25 + 2 °C, svetlosnom rezimu dugog dana (16 h svetlosti i 8 h mraka) i pri

odgovarajucoj relativnoj vlaznosti vazduha. Kao izvor svetlosti koris¢ene su flurescentne
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lampe bele svetlosti Tesla Pancéevo, jac¢ine 65W. Gustina svetlosnog fluksa iznosila je 47

umols™m’?,

3.6. Molekularno bioloske metode

3.6.1. Konstrukti koriSéeni za geneticku transformaciju

Za inokulaciju biljaka u cilju njihove transformacije koris¢ena su dva bakterijska
soja A. tumefaciens GV3101 koji nose pBinHTX plazmid sa dva razli¢ita gena koja su
Werner i sar, 2001. godine izolovali iz Arabidopsis thaliana, AtCKX1 (GenBank™,
pristupni broj AC002510), odnosno AtCKX2 (GenBank™, pristupni broj AC005917).
Bakterijski sojevi koriS¢eni za geneticku transformaciju kicice dobijeni su zahvaljujuci
ljubaznosti dr T. Schmulling i dr T. Werner (Freie Universitat Berlin, Germany).

Oba binarna plazmida sadrze dve ekspresione kasete, AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen
koji su pod kontrolom 35S promotorai higromicin fosfotransferazu Il (HPT I1) koja je pod
kontrolom promotora nopalin sintetaze (nos). 35S je promotor mozai¢nog virusa karfiola
(CaMV 35S promotor — Caulliflower mosaic virus) i dobio je ime po tome Sto koeficijent
sedimentacije transkripta koji ovg) promotor reguliSeiznosi 35 Svedbergovih jedinica (Gatz
I sar, 1992). Ovg promotor je konstitutivni i veoma je jak kod dikotiledonih biljaka.
Zahvaljuju¢i aktivnosti enzima higromicin fosfotransferaze II, koji kodira hptll gen, samo
transformisane ¢elije mogu da prezive selekciju pomocu letalnih doza antibiotika. T-DNK
oba plazmida ima dva grani¢nika, LB i RB, izmedu kojih su ubaceni Zeljeni AtCKX geni i
biljni selektabilni marker (higromicin) i bakterijski selektabilni marker (kanamicin). MSC
(Multi-cloning sites) je polilinker koji omogucavaa -komplementaciju. Digestija se vrS sa
Sall i Kpnl.
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3.6.2. Hranljive podloge zarast bakterijai antibiotici
Sojevi A. tumefaciens koris¢eni u eksperimentima gagjeni su na standardnoj LB
(Luria Bertani Broth) hranljivoj podlozi za gajenje bakterijau ¢iji sastav ulaze komponente

prikazane u Tabeli 9.

Tabela 9. Sastav LB hranljive podloge (Bertani, 1951).

Komponenta
Ekstrakt kvasca (Bacto — yeast extract)
Tripton

NaCl
Agar

Rastvori antibiotika (Tabela 10) dodavani su u prethodno sterilisane i prohladene
hranljive podloge (~40 °C), filter-sterilizacijom celulozno nitratnim membranskim filterima

sa porama veli¢ine 0,45 um i 0,22 um (Millipore, USA), pre razlivanja u sterilne sudove.

Tabela 10. Antibiotici koji su dodavani u LB hranljivu podlogu.

Antibiotik

Kanamicin (Kanamycin monosulfate, ICN Biomedicals Inc.)
Rifampicin (Rifampicin, Sigma)

Gentamicin (Gentamicin, Sigma)

Bakterijske kulture gajene su 48 h na 25 ml ¢vrste hranljive podloge u Petri
kutijama u termostatu natemperaturi od 28 °C do pojave kolonija, a potom su do momenta
koris¢enja cuvane na+4 °C i jednom mese¢no prenoSene na svezu podiogu.

Bakterijske kulture ¢uvane su i u glicerolu na -70 °C. Glicerolska kultura bakterija
se pravi meSanjem 0,4 ml sterilnog glicerola i 0,6 ml sveze prekonoéne bakterijske
suspenzije.
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Za inokulaciju biljnog materijala sa A. tumefaciens koris¢ene su bakterijske
suspenzije koje su dobijene zasgavanjem jedne bakterijske kolonije sa ¢vrste hranljive
podioge u 5 ml tecnog LB-a. Posle inkubacije na 28 °C u termostatu u trgjanju od 24h
dobija se bakterijska suspenzija standardne gustine 5x10° bakterija/ ml.

Za uklanjanje kultura bakterija A. tumefaciens nakon inokulacije biljnog materijala
koris¢en je antibiotik cefotaksim (Tolycar®, Jugoremedija, Zrenjanin) u koncentraciji od
500 mgL ™.

3.6.2.1. Odredivanje selektivne koncentracije higromicina

Za odredivanje koncentracije antibiotika koja ¢e se Kkoristiti pri selekciji
transformisanog materijala, uraden je test osetljivosti biljaka prema higromicinu. U MS
hranljivu podlogu na kojoj su gaeni segmenti netransformisanih korenova, dodat je
higromicin u koncentracijama 2,5, 5, 10, 15, 25 i 50 mgL™. Kao kontrola je kori$¢ena
podloga u koju je dodata samo sterilna dejonizovana voda. Eksperiment je ponovljen tri
puta sa po 30 eksplantata uniformne veli¢ine (~10 mm) koji su gajeni Cetiri nedelje u
prostoriji za rast biljaka. Na osnovu dobijenih rezultata napravljena je kriva osetljivosti
prema higromicinu i odredena je potrebna koli¢ina antibiotika koja ¢e se koristiti prilikom

transformacije biljnog materijaa.

3.6.3. Transformacija biljnog materijala

Kao materijal za inokulaciju koris¢eni su segmenti korenova C. erythraea Rafn.
veli¢ine ~10 mm ggeni 15 dana na M S hranljivoj podlozi. Eksplantati su pripremani tako
&to su sterilnim skalpelom zasecani krajevi korenova. Ovako pripremljeni eksplantati zatim
su potapani u 5 ml AtCKX1 odnosno AtCKX2 bakterijske suspenzije opticke gustine ~ 0,6
(Aeo0) kojima je vrSena inokulacija. Segmenti korenova koji su koris¢eni kao kontrola
potapani su u teénu LB hranljivu podlogu bez bakterija. Posle 10 minuta inkubacije
eksplantati su prosuSeni na filter papiru i vrac¢eni su na MS hranljivu podlogu. Posle

kokultivacionog perioda od 3 dana, eksplantati inokulisani sa A. tumefaciens su isprani u
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vodenom rastvoru cefotaksima (1gL™), osuSeni nafilter papiru i prenogeni na M S hranljivu
podlogu kojoj su dodati antibiotici: 10 mgL™ higromicina i 500 mgL™ cefotaksima
Koli¢ina selektivnog antibiotika utvrdena je posle odredivanja osetljivosti segmenata
netransformisanih korenova ki¢ice na higromicin.

Eksplantati su svake 3-4 nedelje prenoSeni na svezu podlogu koja je sadrzala istu
koncentraciju selektivnog i dekontaminacionog antibiotika, do regeneracije izdanaka.
Izdanci koji su se razvili nainokulisanim korenovima, izolovani su i pojedina¢no preno$eni
na M S hranljivu podlogu koja je sadrZala oba antibiotika. Ovako izolovani izdanci tretirani
su kao zasebne linije i dalje su oziljavani na hranljivoj podlozi istog sastava. Potencijano
transformisane linije umnozavane su kulturom korenova. Posle ¢etiri subkulture antibiotici
su izostavljeni.

Kontrolni eksplantati su prenoSeni na hranljivu podlogu istog sastava kao i na
hranljivu podlogu bez antibiotika.

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

svetlosnog fluksa.

3.6.4. Dokazivanje uspesnosti transformacije biljnog materijala

Uspednatransformacija biljnog materijala potvrdena je u dvakoraka. Prvi je potvrda
samog ugradivanja stranog gena u genom biljke sto je, kao $to je to i uobicajeno, dokazano
PCR reakcijom. Drugi korak je potvrda ekspresije stranog gena, Sto je dokazano
kvantitativnom RT-PCR reakcijom.

3.6.4.1. lzolacija genomske DNK

Izolacija genomske DNK iz transformisanog i netransformisanog biljnog materijala
in vitro radena je po metodi Zhou i saradnika (1994). 1zolacija je vrSena tako sto je 0,25 g
biljnog materijala samleveno u avanu u tecnom azotu. Prah je prebacen u sterilne ependorf

tubice zapremine 1,5 ml koje su ohladene na ledu. Dodato je u svaki uzorak po 600 pl
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ekstrakcionog pufera (2% CTAB, 20 mM NatEDTA, 100 mM TRISHCI pH 8, 1.4 M
NaCl) sa 0,5% B-merkaptoetanola. Uzorci su snazno muckani par sekundi. Ependorf tubice
su inkubirane u vodenom kupatilu na 56 °C 20 min. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi
10 min u svaku ependorf tubicu dodato je po 600 ul smeSe hloroform:izoamilalkohol (24:1)
I tubice su okretane 40 puta. Nakon centrifugiranja na 20 000 rpm na sobnoj temperaturi 10
min supernatant koji se odvagjao u vidu gornje, bezbojne faze, prebacivan je u nove
ependorf tubice. Postupak je ponovljan josS jednom. Supernatant je ponovo prebacen u nove
ependorf tubice, pa je dodato po 250 ul 4M NaCl, ependorf tubice okretane 30 puta, dodato
po 750 pl hladnog izopropanolai ependorf tubice ostavljane u frizider (na +4 °C) 30 min.

Nakon 30 min sadrzg je centrifugiran na 8000 rpm na sobnoj temperaturi 5 min.
Supernatant je odstranjen, a talog opran dodavanjem 1ml hladnog 70% etanola i blagim
okretanjem ependorf tubice. Sadrzg je ponovo centrifugiran pod istim uslovima
Supernatant je odliven, a talog suSen u laminaru dok nije postao sasvim proziran.
Resuspendovan je dodavanjem 200 pl TE pufera (koji je sadrzao 20 ul 0,5M EDTA, 100
ul 1M TRIS| 9,88 ml H,0 na 10 ml TE pufera). Ependorf tubice su ostavljene u frizideru
(+4 °C) tokom nc&i radi rastvaranja taloga. Sutradan je u svaku tubicu dodato po 2 ul (10
mg/ml) RNK-aze, muckano obrtanjem, pa inkubirano u vodenom kupatilu na 37 °C 45 min.
Dodato je po 140 pul smeSe hloroform:izoamil akohola (24:1) u svaku ependorf tubicu, pa
centrifugirano na 13 000 rpm na sobnoj temperaturi 10 min. Uzimano je po 100 ul gornje
faze i prenoSeno u nove ependorf tubice.

Kvalitet izolovane DNK analiziran je elektoforezom u agaroznom gelu, a kvantitet

je odreden na spektrofotometru (Agilent 8453) | izracunavan je prema formuli:

[ukupna DNK] =50 pg/ml x Azgo X razblazenje
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3.6.4.2. PCR analiza

Reakcija lan¢anog umnozavanja DNK (Polymerase Chain Reaction, PCR)
omogucava identi¢cno umnozavanje zeljene sekvence u velikom broju kopija. Reakcija se
uobicajeno sastoji od 30-40 ciklusa, od kojih svaki ima tri osnovna koraka: denaturacija
DNK, sparivanje (annealing) praimera sa komplementarnim nizovima matricne DNK i
polimerizacijana 72 °C (Innisi Gelfand, 1990). PCR reakcija je iskoriS¢ena za potvrdivanje
prisustva transgenau biljnom tkivu.

Genomska DNK koris¢ena u PCR analizi izolovana je iz 4 nedelje starih
netransformisanih i transformisanih klonova kicice in vitro. Svaka PCR reakcija se odvijala

u reakcionoj smesi zapremine 25 ul (Tabela 11).

Tabela 11. Sastav reakcione smeSe PCR reakcije.

Komponenta

10 x PCR pufer (100 mM Tris-HCI, pH 8.3,
500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0.01% Zelatin)

dNTP (10mM)

Prajmer F (5uM)

Pragjmer R (5uM)

Tag DNK polimeraza (5 U/ul)
H,0

DNK (100 ng/ul)

Za amplifikaciju fragmenata AtCKX1 odnosno AtCKX2 gena u PCR reakcijama

koris¢eni su prajmeri (Forward i Reverse) prikazani u Tabeli 12.
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Tabela 12. Prajmeri kori$¢eni u PCR reakcijama.

GenBank™ Prajmeri Amplikon
pristupni br.
AC002510 | F:. 5-CTCAGA ACA GGT TACGACTTCTCC-3 300 bp

R: 5-CCC CAA ATCAACAACGTCTACC-3
AC005917 | F:5-CTCTACCGA TCCTTC CAT CAT CTC-3 374 bp
R:5-ACGTTC CTC CGA CGG TTA TATG-3

Udlovi PCR reakcije:

1. Pocetna denaturacija nukleinskih kiselina odvijala se na 95 °C, 5 min
2. 38ciklusa:
a) Denaturacijana95°C, 1 min
b) Vezivanje pragmerana 55 °C, 1 min (AtCKX1 gen) odnosno na 60 °C, 1min
(AtCKX2 gen)
c) Ekstenzijana72°C, 2 min
3. Finanaekstenzijana72°C, 10 min

Sve PCR reakcije sa specifi¢nim prajmerima uradene su pomoéu GeneAmp® Gold
PCR Reagent Kit (Applied Biosystems) i odvijale su se u PCR masini (Techne Genius
thermocycler, Cambridge, UK). Sve PCR analize ponovljene su po tri puta.

Netransformisane biljke kiCice koris¢ene su kao negativna kontrola dok su
PBINHTX-AtCKX1 i pBinHTX-AtCKX2, isefeni restrikcionom endonukleazom BamHI

(Fermentas, Lithuania), koris¢eni kao pozitivna kontrola.

Elektroforezai vizuelizacija DNK:

Elektroforeza DNK je vrSena u 1,5% agaroznim gelovima (60 ml), uz dodatak 3 pl
etidijum-bromida (10 mg/ml), u 1 x TBE puferu sa 0,5 pg/ml etidijum-bromida, pri
konstantnom naponu od 45 V (za genomsku DNK) i 74 V (za PCR produkte).
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Elektroforeza DNK se odvijala u aparatu za horizontalnu elektroforezu BlueMarine 100,
Serva electrophoresis GmbH, UK). Posle zavrSene elektroforeze gelovi su prosvetljivani na
talasnoj duzini od 266 nm i fotografisani u transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer,
Exton, PA).

3.6.4.3. lzolacija RNK

Ukupna RNK iz 4 nedelje starog transformisanog i netransformisanog biljnog
materijala in vitro izolovana je po metodi Gasi¢ i saradnika (2004). Ekstrakcija je vrSena
tako Sto je oko 0,2 g hiljnog materijala samleveno u avanu u te¢nom azotu. Prah je
prebacivan u sterilne ependorf tubice zapremine 2 ml koje su postavljane na led. Za svaki
uzorak avan je ispiran sa po 1,3 ml ekstrakcionog pufera (2% CTAB, 2% PVP, 25 mM
EDTA, 100 mM TRIS-HCl (pH8,0), 2M NaCl, 0,5 g™ spermidina, sa 2% -
merkaptoetanola dodatog neposredno pre upotrebe) prethodno zagrejanog na 60 °C, koji je
zatim prebacen u ependorf tubice koje su naredna 2 min muckane na vorteksu. Ependorf
tubice su zatim inkubirane u vodenom kupatilu na 60 °C 15 min, uz povremeno muckanje
na vorteksu. U svaku epruvetu dodato je po 650 ul smeSe hloroform:izoamilalkohol (24:1)
i muckano na vorteksu 2 min. Nakon centrifugiranja na 10 000 x g na +4 °C 10 min,
supernatant koji se odvajao u vidu gornje, bezbojne faze i prebacivan je u nove ependorf
tubice. Postupak sa dodavanjem hloroform:izoamilalkohola i centrifugiranjem od 10 min
ponovljen je oS jednom.

Supernatant u zapremini od 500 ul odvajan je u nove ependorf tubice zapremine 2
ml, pa je dodato po 1/3 zapremine hladnog 7,5 M LiCl. Ependorf tubice su okretanjem
muckane nekoliko puta i ostavljane su u frizider (na +4 °C) preko noci.

Nakon precipitacije sadrza] ependorf tubica je centrifugiran na 12 000 x g na +4 °C
45 min. Supernatant je odstranjen, atalog pran dodavanjem 300 ul hladnog 70% etanola, pa
zatim suSen navazduhu u laminaru 5 min.

Talog RNK je rastvaran dodavanjem 80 ul DEPC vode, potom je dodato 8 pl 3M
Na-acetata (pH 5,5) i 220 ul 70% etanolai ostavljen je 90 min na-80 °C. Sadrzgj je ponovo
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centrifugiran na 12 000 x g, 45 min na +4 °C. Supernatant je odlivan, a talog susen u
laminarnoj komori 10 min. Talog je resuspendovan dodavanjem 200 ul DEPC vode i
ostavljan u zamrziva¢ na-80 °C.

Kvalitet izolovane RNK verifikovan je elektoforezom u agaroznom gelu, a odreden
je i spektrofotometrijski prema odnosu koli¢nika Aogo/A2go (za Cistu RNK Azgo/Asgp izNOS
1,9-2,1). Kvantitet izolovane RNK odreden je na spektrofotometru (Agilent 8453) i

izraCunavan je prema formuli:

[ukupna RNK] =40 pg/ml x Azgo X razblazenje

3.6.4.4. Reakcijareverznetranskripcijei optimizacija PCR protokola sa

prajmerimaza qPCR

U reakciji reverzne transkripcije (RT) 1 pug totalne RNK prvo je tretiran DNK-
azom. Ovagj tretman je vrsen u reakcionoj smesi zapremine 10 ul (Tabela 13).

Tabeda 13. Sastav reakcione smeSe za tretman DNK-azom.

Komponenta
10 x pufer za DNK-azu (Fermentas)
DNK-aza

RNK-aze inhibitor (Fermentas, 40U/ ul)
H,O

Tretman DNK-azom odvijao se 30 min na 37 °C, a potom je DNK-aza stopirana
dodavanjem 1 pul EDTA (Fermentas, Lithuania) u svaku ependorf tubicu. Inaktivacija
DNK-aze jetrgala 10 min na 65 °C.

RT reakcija se odvijala u zapremini od 20 ul i sadrzala je komponente prikazane u
Tabeli 14. Sve RT reakcije uradene su pomoéu GeneAmp® Gold RNA PCR Reagent Kita
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(Applied Biosystems) i odvijale su se u PCR masini (Techne Genius Thermocycler,

Cambridge, UK).

Udovi RT reakcije:

Tabela 14. Sastav reakcione smeSe RT reakcije.

Komponenta

5 x PCR pufer

25 mM MgCl,

10 MM dNTP

100 mM DTT

50 uM oligo-dT

20 U/ul RNAse inhibitor

Multi Scribe® reverzna transkriptaza

H,O

MRNK (0.1 pg/pl)

RT reakcija se odvijalau dva koraka za oba gena:
1. 25°C, 15min
2. 42°C, 18 min.
Dobijena jednolancana DNK (cDNK) zatim je umnozena PCR reakcijom. PCR

protokol je optimizovan sa uzorcima cDNK biljaka transformisanih AtCKX1 genom, koji su

prethodnim PCR reakcijama davali pozitivne signale razli¢itih jacina.

Optimizacija PCR protokola sa prajmerima za qPCR ukljucivala je raspon

temperatura vezivanja praimera od 49,1-58,3 °C uz istovremenu primenu razli¢itih aditiva

odnosno pojacivaca PCR reakcije 1 to: formamida (2% finalna koncentracija), DMSO
(dimetil sulfoksid, 5%), glicerola (5%), etilen glikola (1 M), trehaloze (0.2 M), govedeg
serum abumina (BSA, 0,2 pg/pl) i Tween-20 (0,5%). Dobijeni rezultati poredeni su sa

odgovaraju¢om kontrolnom PCR reakcijom bez aditiva odnosno pojacivaca.

Svaka pojedina¢na PCR reakcije odvijala se u smesi zapremine 25 pl (Tabela 15).
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Tabela 15. Sastav reakcione smeSe PCR reakcije.

Komponenta

10 x PCR pufer (NH4)2SO4
25 mM MgCl,

10 mM dNTP

15 uM Pramer F

15 uM Praimer R

5 U/ul Tag DNK polimeraza

H,O

Aditiv odnosno pojaciva¢ PCR reakcije
40 ng/pl cDNK

Udlovi PCR reakcije:

1. Pocetna denaturacija nukleinskih kiselina odvijala se na 95 °C, 10 min
2. 40 ciklusa
a) Denaturacijana95°C, 15s
b) Vezivanje prajmera na razli¢itim temperaturama u rasponu od 49,1-58,3
°C,30s
c) Ekstenzijana72°C, 30s
3. Finanaekstenzijana72°C, 10 min

Sve PCR reakcije uradene pomocu Fermentas Tag DNA Polymerase (recombinant,
EP0401) Kita (Fermentas, Lithuania) i odvijale su se u PCR masSini (Techne Genius
Thermocycler, Cambridge, UK). Sve PCR analize ponovljene su po tri puta.

Kao pozitivna kontrola kori§¢en je plazmid pBinHTX-AtCKX1 isecen restrikcionom
endonukleazom BamHI (Fermentas, Lithuania).

Uslovi elektroforezei vizuelizacije identi¢ni su kao i za genomsku DNK.
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3.6.4.5. Kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR)

Kvantitativni RT-PCR (gRT-PCR) se odvijao u dva koraka. RT reakcija je izvrSena
kao sto je prethodno opisano. Tako dobijena cDNK koris¢ena je u gPCR reakciji koja se
odvijalau smesi zapremine 25 pl (Tabela 16).

Tabela 16. Sastav pojedina¢ne gPCR reakcije.

Komponenta

SYBR Green | Master Mix
15 uM Pramer F

15 uM Praimer R

H,O
DM SO
40 ng/pl cDNK

SYBR Green I Master Mix je, od strane proizvodaca, ve¢ pripremljena smesa Tag
DNK polimeraze, dNTP-a, fluorescentno zelene SYBR Green i ROX boje u
odgovaraju¢em PCR puferu. Tag DNK polimeraza rastvorena u puferu omogucéava veoma
osetljive i specificne PCR reakcije. SY BR Green boja u Master Mixu osigurava detekciju, a
samim tim i analizu DNK. Ova boja se uobic¢agjeno koristi u qPCR reakcijama i moze se
koristiti za bilo koju sekvencu. Medutim, SYBR Green boja ima i svoje nedostatke. Jedan
je taj Sto takode detektuje produkte koji su posledica kontaminacije ili samosparivanja
prajmera, adrugi jeta sto intenzitet fluorescencije na zavisi samo od brojakopijanegoi od
duzine lanca DNK tako da se za duze molekule vezuje vise boje. ROX boja je pasivha
referentna fluorescentna boja koja sluzi za normalizaciju varijacija izmedu reakcija kao i
greSaka u pipetiranju. Ova boja se ne vezuje za DNK i ima konstantnu fluorescenciju
tokom reakcije. SYBR Green | Master Mix je polugotov proizvod u koji se pre same
upotrebe dodaje samo uzorak i odgovarajuci prajmeri S$to ga ¢ini veoma jednostavnim za

mani pulaciju.
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Prajmeri koji su prethodno koriS¢eni u standardnim PCR reakcijama nisu bili
pogodni za qPCR iz dvarazloga. Prvi je umnozavanje produkata koji su preveliki (300 bp
AtCKX1 gena odnosno 374 bp AtCKX2 gena) za osetljivu gPCR reakciju. Drugi razlog je
prisustvo introna u umnozenim produktima AtCKX1 gena. Iz navedenih razloga setovi
prajmeri koji su koriS¢eni u PCR reakcijama mogli su posluziti samo za amplifikaciju
genomske, ali ne i cDNK. Da bi gPCR reakcije bile uspedne bilo je neophodno koristiti

potpuno nove prajmere koji su dizajnirani pomoc¢u racunarskog programa Primer-BLAST

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Konstruisani prajmeri su pre upotrebe

provereni rac¢unarskim programom NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

Za amplifikaciju fragmenata AtCKX1 odnosno AtCKX2 gena u gPCR reakcijama kori$éeni

su prameri prikazani u Tabeli 17.

Tabela 17. Prajmeri kori$é¢eni u gPCR reakcijama.

Gen GenBank™ Prajmeri Amplikon
pristupni br.
AtCKX1 | NM_129714 | F.5-CAGCAGCAA ACCTCAACGTG-3 127 bp

R: 5-ATC GCT AGA GGG TCG TAG GC-3
AtCKX2 | NM_127508 | F: 5-GGG AACTTCCTCATCCTT GGC-3 115 bp
R: 5-GCG AGT CCC GAA GCT GAT TT-3'

Radi provere ujednacenosti koli¢ine ukupne cDNK u svim uzorcima paralelno sa
amplifikacijom oba AtCKX gena, amplifikovan je i referentni gen za aktin. Usled
nedostatka sekvence za aktin kiCice, za konstrukciju prajmera koriS¢en je gen za aktin
krompirai prajmeri su dizajnirani u regionu gena koji pokazuje visok stepen homologije sa
aktinskim genima drugih biljaka (T abela 18).
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Tabela 18. Set prgjmera koris¢enih za umnozavanje referentnog gena za aktin

GenBank™ Prajmeri Amplikon
pristupni br.

X55749 F:5-TGT TGG ACT CTG GTGATG GTG-3 141 bp
R: 5-AGT AAC CAC GCT CAG TGA GGA-3

Specificnost svih kori§¢enih prajmera potvrdena je na dva nacina, Qe
elektroforezom RT-PCR produkata (¢ime se odreduje veli¢ina produkata) i analizom krive
topljenja posle gPCR reakcije.

Udlovi gPCR reakcije:

—

Pocetna denaturacija odvijalase na95 °C, 10 min
40 ciklusa:
a) Denaturacijana95°C, 15s
b) Vezivanje prgjmerana 56 °C, 15 s (AtCKX1 gen) odnosno na57 °C, 15 s
(AtCKX2 gen)
c) Ekstenzijana72°C, 30 s
Finalna ekstenzijana 72 °C, 10 min

N

w

4. Anadizakrivetopljenja

Za apsolutnu kvantifikaciju kao standardi koris¢eni su plazmidi pBinHTX-AtCKX1
I pBINHTX-AtCKX2 iseceni restrikcionom endonukleazom BamHI (Fermentas, Lithuania)
u seriji razblazenja (5 ng, 1 ng, 500 pg, 100 pgi 10 pg).

Sve gPCR reakcije uradene su u tri bioloska replikata u masini ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems Co, Foster City, USA), pomoc¢u SYBR
Green | (Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), Fermentas, Lithuania)

prema uputstvima proizvodaca.
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3.7. Merenje CKX aktivnosti

Citokinin oksidaza/dehidrogenaza je ekstrahovana i delimi¢no pre¢iSéena iz
izdanaka i korenova 4 nedelje starih netransformisanih i transformisanih biljaka kicice in
vitro po metodi Motyka i saradnici (2003). Aktivnost CKX i specifi¢nost za supstrat su
odredivani in vitro enzimskim testom zasnovanim na konverziji [2-2H]iP u [2-*H]adenin. U

Tabeli 19 prikazane su komponente reakcione smese finalne zapremine 50 pl.

Tabela 19. Komponente reakcione smese u kojoj je odredivana CKX aktivnost

100 mM N-tris(hidroksimetil)metil-3-amino-propan-sulfonska kiselina &
(TAPS)-NaOH pufer u kojem je rastvoren 75 uM 2,6-dihloroindofenol

2 UM [2-°H]iP (7,4 TBg mol )
Enzimski ekstrakt (ekvivaent 2,5-35 mg sveze mase biljnog materijala)

Razdvgjanje supstrata od proizvoda enzimske reakcije vrSeno je te¢nom
hromatografijom pod visokim pritiskom u kombinaciji sa masenom spektrometrijom
(HPLC/MS, Finnigan, San José, CA, USA) po metodi Gaudinova i saradnici (2005).
Koncentracija proteina u enzimskim ekstraktima odredivana je po metodi Bradford-a
(1976) uz upotrebu BSA (govedi serum albumin) kao standarda. Odredivanje aktivnosti

CKX u svakom od tri bioloska uzorka ponovljeno je po Cetiri puta.

3.8. Analiza endogenih biljnih hormona

Endogeni biljni hormoni (citokinini i IAA) ekstrahovani su iz izdanakai korenova 4
nedelje starih netransformisanih i transformisanih biljaka ki¢ice in vitro po metodi Dobrev i
Kaminek (2002). Ekstrakcija je vrSena tako Sto je oko 1 g sveZze mase biljnog materijala
samleven u avanu u teCnom azotu. Prah je prebacen u smeSu metanola, mravlje kiseline i
vode (15:1:4, v:v.v), apreciS¢avanje je vrSeno iz ¢vrste faze.

Koncentracije molekulskih vrsta citokininskih nukleotida odredivane su

preracunavanjem iz koncentracija odgovaraju¢ih ribozida posle njihove defosforilacije
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alkalnom fosfatazom. Detekcija i kvantifikacija vrsene su koris¢enjem HPLC/MS (tecna
hromatografija pod visokim pritiskom/masena spektroskopija). Kao interni standardi za
konstrukciju kalibracione krive koris¢eni su odgovarajuéi [?H] obeleZeni citokinini. Granica
detekcije razli¢itih molekulskih vrsta citokinina kretala se izmedu 0,5-1,0 pmol po uzorku.

Koncentracija auksina (IAA) odredivana je primenom dvodimenzionalne te¢ne
hromatografije pod visokim pritiskom (2D-HPLC) po metodi Dobrev i saradnici (2005). Za
kvantifikaciju koris¢en je fluorescentni detektor LC 240 (Perkin Elmer, Wellesley, MA,
USA).

Odredivanje koli¢ine endogenih biljnih hormona u svakom bioloskom uzorku

ponovljeno je po Cetiri puta.

3.9. Morfoloska karakterizacija netransformisanih i transformisanih

klonova Kkicice

Segmenti netransformisanih i transformisanih korenova gajeni su na MS hranljivoj
podlozi upola razblazenog sastava. Posle 4 nedelje ggjenja u Kkulturi, pracen je broj
novonastalih adventivnih pupoljaka. Formirani adventivni izdanci prenoSeni su na MS
hranljivu podlogu bez regulatora rastenja na kojoj se spontano ozZiljavaju posle 3-4 nedelje.
Takode je merena sveza masa izdanaka i izraCunat je prirast sveze mase posle 4 nedelje
gajenja u kulturi. Prikazani podaci predstavljgu srednju vrednost. Svi eksperimenti su
ponovljeni tri puta sa po 90 eksplantata.

3.9.1. Odredivanje koncentracije fotosinteti¢kih pigmenata kicice

Izolacija hlorofila i karotenoida iz zelenih listova netransformisanih i
transformisanih izdanaka kicice posle 4 nedelje gajenja u kulturi, vréena je po metodi
Lichtenthaler (1987). Ekstrakcija je vrSena tako &to je oko 0,02 g odsecaka listova
potopljeno u 2 ml 96% etanola. Epruvete sa etanolom i biljnim materijalom zagrevane su

10 min u vodenom kupatilu na 70 °C. Sadrza hlorofila i karotenoida odredivan je
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spektrofotometrijski (UV — visible Spektrofotometar Agilent 8453). Zabelezena je vrednost
apsorpcije natri talasne duzine: 470, 648 i 664 nm.
Koli¢ina hlorofila i karotenoida (ug/g sveze mase biljnog materijald) izraCunavane

su prema formulama:

1. Ukupna koli¢inahlorofila: Cain) =5,24 X Agea + 22,24 X Aesg

2. Koli¢ina hlorofilaa C; = 13,36 X Agssa — 5,19 X Agus

3. Koli¢ina hlorofilab: Cp = 27,43 X Agss— 8,12 X Ases

4. Ukupna kolic¢ina karotenoida: Cix+¢) = (1000 X Az —2,13 X C4— 97,64 x Cy ) / 209

Odnos hlorofila a 1 b izracunavan je iz koli¢nika vrednosti hlorofila a i hlorofila b
(Cd/Cyp), dok je odnos hlorofila i karotenoida izra¢unavan iz koli¢nika njihovih ukupnih

vrednosti (Ciarb)/Cix+q))-

Sve ekstrakcije ponovljene su po tri puta. U svakom ekstraktu apsorbancija je
merena takode po tri puta. Dobijeni rezultati predstavljeni su u g/g suve mase bhiljnog

materijaa

3.10. Analiza sekundarnih metabolita Kkicice

Posle susenja na vazduhu, nadzemni delovi biljaka kicice sakupljenih u prirodi
odvojeni su od korena i zatim su samleveni i ekstrahovani tokom 48 h u metanolu na
sobnoj temperaturi u mraku. Na isti nacin pripremljeni su i metanolni ekstrakti uzoraka C.
erythraea in vitro. Odnos izmedu biljnog materijala i rastvaraca iznosio je 1:20, w:v. HPLC
metodom uradena je analiza sekundarnih metabolita, sekoiridoida i ksantona, u ovim
ekstraktima. Koris¢en je aparat Agilent 1100 sa DAD detektorom i kolonom Zorbax SB-
C18 5 pum, 150 x 4,6 mm. Mobilna faza sastojala se od vode sa 1% v/v, HzPO, (A) i
acetonitrila (B). Protok 1 ml/min. Injekciona zapremina uzorka je 5 pl, a eluiranje je
gradijentno po sledecoj Semi: 98-90% A, 0-5 min, 90-85% A, 5-10 min, 85% A, 10-13min,
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85-70% A, 13-15 min, 70-10% A, 15-20 min, 10% A, 20-22 min, 10-0% A, 22-25 min.
UV apsorbanca merenaje na260i 320 nm.

3.10.1. Standardi i kvantifikacija

Za kvantifikaciju sekoiridoida, sverciamarina i genciopikrina, koriS¢eni su
komercijalni standardi proizvoda¢a Cfm Oscar Tropitzsch (Nemacka). Ksantoni, eustomin i
demetileustomin, izolovani su iz nadzemnog dela i korena kic¢ice na Hemijskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu. Njihova struktura je potvrdena spektroskopskim tehnikama: UV
(ultraviolet), 1D i 2D NMR (nuklearno-magnetno-rezonantna spektroskopija) i MS.

Kvantifikacija svih jedinjenja u uzorcima uradena je metodom eksternog standarda,
pomocu kalibracione krive. Sve analize ponovljene su ngjmanje dva puta. Dobijeni rezultati

predstavljeni su u mg/g suve mase biljnog materijala

3.11. Statisticka obrada podataka

Numericki podaci su obradeni primenom racunarskog programa Statgraphics verzija
4,2 (STSC Inc. and Statistical Graphics Corporation, 1985-1989, USA). Za odredivanje
statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti koris¢ena je analiza varijanse
(ANOVA), kao i LSD (least significant difference) test za utvrdivanje najmanjih statisticki
znacajnih razlika na nivou p < 0,05. Graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomoc¢u

racunarskog programa Microsoft Office Excel.
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4. REZULTATI

4.1. Uspostavljanje kulturein vitro i spontanaregeneracija biljaka

Isklijavanjem semena C. erythraea na MS hranljivoj podlozi bez dodataka
regulatora rastenja uspostavljene su kulture in vitro. Uobicajena povrSinska sterilizacija
semena rastvorom natrijum hipohlorita bila je dovoljna jer se kulture nisu kontaminirale.
Semena kicice isklijavana su na svetlosti i posle desetak dana dobijeni su razvijeni klijanci
koji su dalje gajeni na hranljivoj podlozi istog sastava. Posle dva meseca klijanci su se
razvili u biljke rozetaste forme.

Za uspostavljanje kultura korenova, kao pocetni eksplantati koriS¢eni su vrhovi
adventivnih korenova prose¢ne duzine ~10 mm koji su daje gaeni na MS hranljivoj

podlozi bez regulatorarastenja (Slika 12).

Slika 12. Kultura korenova C. erythraea Rafn. sa regenerisanim izdancima posle dva

meseca gajenjana M S hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja.

Proces organogeneze u kulturi korenova kicice je spontan. Ve¢ posle 7 danarastenja

na svetlosnom rezimu dugog dana (16 h svetlost i 8 h mrak) na bazalnom delu pocéetnog
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eksplantata uo¢avaju se prve promene. Koren zadebljava i tkivo pocinje da puca celom

duZinom bazalnog dela (Slika 13a). Adventivni pupoljci se u velikom broju formirgju duz

razraslog dela eksplantata tokom cetvoronedeljnog pasaza. Karakteristika adventivnih
pupoljaka je da imaju jedan dobro razvijen prvi list dok se razvi¢e drugog lista odvija
kasnije (Slika 13b). Na kraju pasaza uoCavaju se kompletno razvijene biljke tipi¢ne
rozetaste forme (Slika 13c). Formirani pupoljci su lako odvojeni sa eksplantata i
pojedina¢no su prenoSeni naM S hranljivu podlogu nakojoj su dalje gajeni (Slika 13d).

Slika 13. Indukcija organogeneze C. erythraea u kulturi korenova. a) detalj korena kicice
sa uzduznim pukotinama u epidermisu (x 10), b) detalj korena kicice sa adventivnim
pupoljcima (x 10), ¢) detalj korena kicice sa dobro razvijenim adventivnim pupoljcima (X
10), d) izdanci kicice in vitro posle 4 nedelje ggenjanaMS hranljivoj podlozi.

71



Rezultati

4.2. Geneticka transformacija C. erythraea pomocu A. tumefaciens

4.2.1. Odredivanje selektivne koncentracije higromicina

Da bi se odredila optimalna selektivna koncentracija antibiotika na kojoj pouzdano
moze da se razlikuje transformisano tkivo od netransformisanog, uraden je test osetljivosti
biljaka C. erythraea Rafn. prema higromicinu. Segmenti netransformisanih korenova gajeni
su tokom cetiri nedelje na MS hranljivoj podlozi koja je sadrzala razli¢ite koncentracije
higromicina i to 2,5, 5, 10, 15, 25 i 50 mgL™. Dobijeni rezultati uporedivani su sa
kontrolnim segmentima korenova gaenim na hranljivoj podlozi koja nije sadrzala
antibiotik (Tabela 20). Dodavanje higromicina u koncentraciji od 2,5 mgL™ u hranljivu
podlogu nije bilo toksi¢no za eksplantate poSto nema znacéajno vidljive razlike u broju
regenerisanih izdanaka po eksplantatu u odnosu na kontrolu. Higromicin u koncentraciji od
5 mgL™! znagajno uti¢e na smanjenje broja regenerisanih izdanaka po eksplantatu u odnosu
na kontrolu. Znacajno smanjenje stope prezivljavanja eksplantata izazvano je posle Cetiri
nedelje gajenja na hranljivoj podlozi u koju je dodato 10 mgL™ higromicina. Veée
koncentracije higromicina (15, 25 i 50 mgL™) izazivaju veoma brzu i agresivnu nekrozu
eksplantata. 1z svega navedenog moze se zakljuéiti da higromicin u koncentraciji od 10
mgL ™t inhibirarast i regeneraciju netransformisanog biljnog tkiva. Zbog toga je za selekciju
transformisanog tkiva u daljim eksperimentima geneticke transformacije koriS¢en

higromicin ove koncentracije.
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Tabela 20. Uticg higromicina na regeneraciju izdanaka C. erythraea na segmentima
korenova gajenih naMS hranljivoj podiozi

"prosetna vrednost + standardna gredka; oznake istog slova u okviru jedne kolone
oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti

primenom LSD testa.

Antibiotik | Koncentracija Broj regenerisanih Procenat
(mgL™) izdanaka po eksplantatu regeneracije
Higromicin 0 1,558 + 0,10~
2,5 1,587 + 0,14 °
5 0,827+0,112

10 0,0+0,0
15 0,0+0,0
25 0,0+0,0
50 0,0+0,0

4.2.2. Inokulacija biljnog materijala

Inokulacija C. erythraea vrSeno je sa dva soja A. tumefaciens GV3101 koji nose
pPBINHTX plazmid sa dva razli¢ita gena, AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen. Kao materija za
inokulaciju kori$¢eni su segmenti korenova ki¢ice veli¢ine ~10 mm, izolovani sa korenova
prethodno regenerisanih izdanaka. Segmenti korenova zatim su gaeni 15 dana na MS
hranljivoj podlozi. Krajevi korenova zasecani su sterilnim skalpelom i eksplantati su potom
potapani u smeSe bakterijskih suspenzija i vraceni su na MS hranljivu podlogu. Po 100
eksplantata je inokulisano u AtCKX1 odnosno AtCKX2 bakterijskoj suspenziji. Podle tri
dana kultivacije eksplantati su preneti na selektivnu podiogu u koju je dodato 10 mgL™
higromicina. Pored pomenutog, selektivnog antibiotika, u hranljivu podlogu je dodato i 500
mgL ™ dekontaminacionog antibiotika cefotaksima koji je posluZio za uklanjanje kultura
bakterija A. tumefaciens nakon inokulacije segmenata korenova. Kontrolni eksplantati
prenoSeni su na hranljivu podlogu istog sastava kao i na hranljivu podlogu bez antibiotika.

Efikasnost inokulcije prikazanaje u Tabeli 21.
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Tabela 21. Efikasnost inokulacije C. erythraea pomocu dva soja A. tumefaciens.

"Procenat eksplantata koji su otporni na higromicin (%) = Broj eksplantata koji su otporni
na higromicin / Ukupan broj inokulisanih eksplantata

" Procenat regenerisanih izdanaka koji su otporni na higromicin (%) = Broj regenerisanih

izdanaka/ Broj eksplantata koji su otporni na higromicin

Plazmid Broj Procenat eksplantata koji Procenat regenerisanih
sa inokulisanih | su otporni na pi gromicin | izdanaka na eksplantatima ko*jj
genom eksplantata (%) su otporni na higromicin (%)

AtCKX1 100 72 97,2
AtCKX2 100 65 92,3

4.2.3. Uspostavljanje kultura transfor misanih korenovai spontana

regener acija transfor manata

Eksplantati su svake 3-4 nedelje prenoSeni na svezu podlogu koja je sadrzala istu
koncentraciju selektivnog i dekontaminacionog antibiotika, do regeneracije izdanaka (Slika
14 ai c). Prvi AtCKX1 i AtCKX2 izdanci koji su otporni na higromicin, regenerisani su

posle 8 nedelja nainokulisanim korenovima (Slika 14 b i d).
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Slika 14. Kulture inokulisanih korenova posle 4 nedelje gajenjana MS hranljivoj podlozi u
koju je dodato 10 mgL™ higromicina i 500 mgL™ cefotaksima. lzgled eksplantata
inokulisanih pomocu A. tumefaciens koji nosi AtCKX1 gen (a) i AtCKX2 gen (c). Prvi
AtCKX1(b) i AtCKX2 (d) izdanci koji su otporni na higromicin regenerisani posle 8 nedelja
na inokulisanim korenovima (x 6,5).

Potencijalno transformisani AtCKX1 i AtCKX2 izdanci koji su otporni na higromicin
dalje su ggjeni na hranljivoj podlozi istog sastava (Slika 15 a i ¢). Regenerisani izdanci su
se, iako dosta sitniji od kontrolnih, razvijali normano i spontano oZiljavali isto kao i
kontrolni izdanci u kulturama netransformisanih korenova (Slika 15 b, d, f).
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el

Slika 15. Regeneracija potencijalno transformisanih AtCKX1 i AtCKX2 izdanaka koji su
otporni na higromicin in vitro. Kultura korenova sa regenerisanim AtCKX1 (a), AtCKX2 (c)
i kontrolnim netransformisanim izdancima (b). 1zgled potencijalnih AtCKX1 (d, bar 10 mm)
I AtCKX2 (f, bar 10 mm) transformanata u poredenju sa kontrolnim biljkama (e, bar 10

mm).
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Pojedina¢ni potencijalno transformisani izdanci su izolovani sa eksplantata i
prenoSeni su na MS hranljivu podlogu koja je sadrzala istu koncentraciju oba antibiotika.
Svaki izolovani izdanak oznaCavan je kao pojedinac¢na linija. Posle cCetiri subkulture
antibiotici su izostavljeni iz hranljive podloge. Umnozavanje linija vrSeno je primenom

kulture korenova.

4.2.4. PCR analiza genomske DNK

Potvrdivanje prisustva transgena u biljnom tkivu uradeno je devet meseci pose
regeneracije transformanata i njihovog umnozavanja. PCR analiza uradena je kod 40
AtCKX1 odnosno 39 AtCKX2 linija. Deo transgena tj. fragment veli¢ine 300 bp detektovan
je kod 12 AtCKX1 linija (Linije 1, 3, 5, 6, 29, 30, 31, 32, 33, 38, 39, 40), dok je fragment
veli¢ine 374 bp detektovan kod 11 AtCKX2 linija(Linije 3, 5, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 26, 29,
31). Efikasnost integracije AtCKX1 genai AtCKX2 gena kod C. erythraea iznosila je 30%
odnosno 28,2%. Rezultati PCR analize prikazani su naSlikama 161 17.

—— Y X K K 1 K _L 1 B X R ] =

12345678 910111213141516

Slika 16. PCR analiza genomske DNK izolovane iz linija C. erythraea transformisanih
AtCKX1 genom uz koriScéenje seta specifiénih prgjmera pomocu kojih se umnozio fragment
veli¢ine 300 bp. 1. DNK marker, 2-13 AtCKX1 linije, 14. DNK netransformisanih biljaka
ki¢ice (negativna kontrola) 15. pBinHTX-AtCKX1 (pozitivha kontrola), 16. blank.
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— D G S e.g PR S vy e =21 ~aem 374 bp

T 2345678 9101112131415

Slika 17. PCR analiza genomske DNK izolovane iz klonova C. erythraea transformisanih
AtCKX2 genom uz kori$éenje seta specifiénih pragjmera pomocu kojih se umnoZio fragment
veli¢ine 374 bp. 1. DNK marker, 2-12 AtCKX2 klonovi, 13. DNK netransformisanih biljaka
kicice (negativna kontrola) 14. pBinHTX-AtCKX2 (pozitivnha kontrola), 15. blank.

4.2.5. Optimizacija PCR protokola sa prajmerima za qPCR

Kao konaéni dokaz uspeSnosti transformacije biljnog tkiva potrebno je potvrditi
ekspresiju transgena u izdancima i u korenovima svih transformisanih linija kic¢ice. U cilju
Sto boljeg odredivanja nivoa ekspresije AICKX gena kicice prvo je bilo neophodno uraditi
optimizaciju PCR protokola sa prajmerima za gPCR. Optimizacija PCR protokola sastojala
Se u pronalazenju optimalne temperature vezivanja prgimera u cilju sto bolje amplifikacije
transkripata transgena, prvenstveno AtCKX1 gena. U svim PCR reakcijama istovremeno su
primenjivani i razli¢iti aditivi odnosno pojacivaci PCR reakcije i to: formamid (2% finalna
koncentracija), DMSO (5%), glicerol (5%), etilen-glikol (1M), trehaloza (0,2M), govedi
serum albumin (BSA, 0,2 pg/ul) i Tween-20 (0,5%).

Poredenjem standardnih uslova PCR reakcije moze se zakljuciti da svi aditivi, osim
Tween-20, znacajno uti¢u na poboljsanje PCR amplifikacije pBinHTX-AtCKX1 (Slika 18).
Tween-20 potpuno inhibira PCR amplifikaciju kontrolnog plazmida. DM SO poboljSava
specificnu amplifikaciju AtCKX1 transgena transformanata na razli¢itim temperaturama, a
najbolji rezultat postignut je na temperaturi od 55,1 °C. Glicerol i trehaloza imaju pozitivan
efekat na nizim temperaturama (49,1 °C odnosno 50,8 °C), dok etilen-glikol, formamid i

BSA ne uti¢u na poboljsanje PCR amplifimacije transgena.
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PCR protokol je optimizovan sa uzorcima cDNK  linija koje su u prethodnim PCR
reakcijama genomske DNK davale pozitivne signale razlicitih jacina. Prikazan je rezultat

samo za jedan uzorak cDNK.

Formamid 2% DMSO 5%
%% %k

*

500 bp -
400 bp s—
300 bp —f—

200 bp s—f
100 bp —f—

~affm 127 bp

t°C 49.150.8 53.054.055.157.258.3  49.150.853.054.055.157.258.3
500 bp se——
400 bp s—
300 bp —f

200 bp s—

< 127D
100 bp s g

*

& 3
Trehaloza 0.2M BSA 0.2 pg/pl

Glicerol 5% Etilen glikol 1M
%% %% *

500 bp ee——
400 bp e—f
300 bp ——

200 bp s—

100 bp e—— ~afmm 127 bp

t°C 49.150.8 53.054.0 55.1 57.2 58.3 49.150.853.054.055.157.258.3

%% %%
Tween 20 0.5% Voda

500 bp ——
400 bp —f
300 bp —f—

200 bp —f

100 bp —— ~agfmmm 127 bp

Slika 18. PCR analiza cDNK linija C. erythraea transformisanih AtCKX1 genom uz
dodavanje razli¢itih aditiva na razli¢itim temperaturama (49,1 — 58,3 °C). * DNK marker,
** pBINHTX-AtCKX1 (pozitivna kontrola).
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4.2.6. gRT-PCR

Kvantitativni RT-PCR je koriS¢en kako bi se odredio nivo ekspresije AtCKX1 i
AtCKX2 gena. Specifi¢nost qRT-PCR reakcija AtCKX1 i AtCKX2 gena poboljSana je
primenom 5% DMSO-a kao aditiva $to je potvrdeno analizom krive topljenja (Slika 19).
cDNK izdanakai korenova AtCKX1 i AtCKX2 linija amplifikovana je na 56 odnosno 57 °C
primenom standardnih uslova qPCR reakcije kao i reakcije u koju je dodat 5% DMSO.
Dodavanje ovog aditiva znacajno utice na specificnu amplifikaciju, a takode i menja oblik
krive topljenja svih andiziranih uzoraka. Krive topljenja dobijene u standardnim gqPCR
reakcijama nisu bile zadovoljavajuce jer su imale izgled tipi¢nih PCR reakcija u kojima se
amplifikuju nespecifiéni fragmenti (Slika 19 a i ¢). Dodavanje 5% DMSO-a u gPCR
reakcije poboljsava specificnost amplifikacije Sto potvrduju dobre krive topljenja sa po
jednim pikom (Slika 19 b i d).
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Slika 19. Uticag DMSO-a na specifi¢nost amplifikacije AtCKX1 i AtCKX2 transgena. a)
Kriva topljenja AtCKX1 amplikona iz cDNK korenova transformanata dobijena u
standardnoj gPCR reakciji i b) u gPCR reakciji u koju je dodat 5% DMSO. c¢) Kriva
topljenja AtCKX2 amplikona iz ¢cDNK izdanaka transformanata dobijena u standardnoj
gPCR reakciji i d) u gPCR reakciji u koju je dodat 5% DM SO.

Krive topljenja u qPCR reakcijama u kojima su koris¢eni standardi u seriji
razblazenja pokazuju da je temperatura topljenja AtCKX1 amplikona 78,6 °C, a AtCKX2
amplikona 75,4 °C. Primenom 5% DMSO-a temperatura topljenja AtCKX1 amplikona
snizenaje na 73,3 °C, a AtCKX2 amplikona snizenaje na 74,2 °C (Slika 20).
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Slika 20. Utical 5% DMSO-a na snizenje temperature topljenja AtCKX1 i AtCKX2
standarda. @) Kriva topljenja AtCKX1 standarda dobijena u standardnoj qPCR reakciji. b)
Kriva topljenja AtCKX1 standarda dobijena u gPCR reakciji u koju je dodat 5% DM SO. c)
Kriva topljenja AtCKX2 standarda dobijena u standardnoj gPCR reakciji. d) Krivatopljenja
AtCKX2 standarda dobijena u gPCR reakciji u koju je dodat 5% DM SO.

Ujednacena koli¢ina ukupne c¢DNK svih uzoraka potvrdena je paralelnom
amplifikacijom referentnog gena za aktin (rezultati nisu prikazani). Referentni geni se
uobicajeno koriste kao unutrasnja kontrola uz pretpostavku konstitutivne ekspresije.
Prosecan broj ciklusa posle kojih se dostize prag detekcije referentnog gena za aktin (Ct
vrednost) prili¢no je ujednacen §to potvrduje odsustvo statisticki znacajne razlike izmedu
svih andiziranih izdanaka i korenova (prikazani su rezultati samo za AtCKX2

transformisane klonove, Grafik 1).
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Grafik 1. Prosecan broj ciklusa posle kojih se dostiZze prag detekcije referentnog gena za
aktin (Ct vrednost) kod transformisanih AtCKX2 izdanaka i korenova.

U nedostatku sekvence za aktin kicice koriS¢eni su prajmeri za aktinski gen
krompira (PoAc58), dizajnirani u konzervativhom regionu tj. u regionu sa visokom
homol ogijom sa drugim biljnim genima za aktin. Krive topljenja svih analiziranih uzoraka,
kako izdanaka tako i korenova, ukazuju na to da su prameri za aktin bili efikasni i
specificni (Slika 21).

LdRn/dT ~dRn/dT ‘ b)
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Slika 21. Dobro oblikovane krive topljenja referentnog gena za aktin svih analiziranih
transformisanih AtCKX izdanaka (a) i korenova (b).

gRT-PCR analiza uradena je kako u izdancimatako i u korenovima svih 12 AtCKX1
odnosno 11 AtCKX2 transformisanih linija kod kojih je prethodnom PCR analizom
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potvrdena integracija transgena. Ekspresija AtCKX1 gena potvrdena je kod 50% linija (Sest
linijac 5, 6, 29, 31, 33, 39) dok je ekspresija AtCKX2 gena potvrdena kod 64% linija (sedam

linijac 5, 15, 16, 17, 26, 29, 31). Na Grafiku 2 prikazan je broj kopija AtCKX transkripata
svih analiziranih transformisanih linijakod kojih je potrdena ekspresija.
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Grafik 2. Broj kopija AtCKX1 (@) i AtCKX2 (b) transkripata u izdancima i korenovima
transformisanih linija kic¢ice posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS hranljivoj podlozi.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih vrednosti.

Broj kopija AtCKX1 transkripata u izdancima varira od 41644 do 73349 po ng
ukupne RNK, a AtCKX2 transkripata varira od 18528 do 111197 po ng RNK. Broj kopija
AtCKX1 transkripata u korenovima varira od 15353 do 79599 po ng RNK, a AtCKX2
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transkripata varira od 8272 do 44955 po ng RNK. Kvantitativni RT-PCR je pokazao da je
broj kopija AtCKX1 transkripata veci u korenovima nego U izdancima analiziranih linija,
osim kod linija5 i 39. Suprotno tome, broj kopija AtCKX2 transkripata veci je u izdancima
nego u korenovima svih andiziranih linija. U kontrolnim netransformisanim izdancima i
korenovima uocena je Samo nespecificna amplifikacija verovatno zbog prisustva endogenih

sekvenci slicnih AtCKX sekvencama (nije prikazano).

4.3. CKX aktivnost

Specifiéna CKX aktivnost merena je kod kontrolnih kao i kod izdanaka i korenova
svih Sest AtCKX1 odnosno sedam AtCKX2 transgenih linija kicice kod kojih je qRT-PCR
analizom potvrdena ekspresija AtCKX1 odnosno AtCKX2 gena (Grafik 3).
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Grafik 3. CKX aktivnost u izdancima i korenovima AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b) transgenih
linija ki¢ice u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS hranljivoj
podiozi. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih vrednosti.

**oznake statisti¢ki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti primenom

LSD testa.

Vecina analiziranih izdanaka AtCKX1 (pet) i AtCKX2 (tri) linija ne pokazuje
statisti¢ki znacajno odstupanje CKX aktivnosti od kontrole (Grafik 3a i 3b). Izdanci samo
jedne linije AtCKX1-5 i ¢etiri linije AtCKX2-5, -15, -16, -29 pokazuju statisticki znacajno
poveéanje CKX aktivnosti u odnosu na kontrolu. Najveca CKX aktivnost U izdancima, u
poredenju sa kontrolom (0,23 = 0,01), zapaZzena je kod linije AtCKX1-5 (0,32 = 0,01) i
AtCKX2-5 (0,39 £ 0,02) (Grafik 3ai 3b).

Za razliku od izdanaka, kod vecine analiziranih transgenih korenova kicice
detektovana je pove¢ana CKX aktivnost (Grafik 3ai 3b). Iz prikazanih rezultata primecuje
se veca CKX aktivnost u AtCKX2 nego u AtCKX1 transgenim korenovima. Korenovi tri
linije AtCKX1-29, -31, -39 Sest linija AtCKX2-5, -16, -17, -26, -29, -31 pokazuju statisti¢ki
znaajno povecanje CKX aktivnosti u poredenju sa kontrolom. Najve¢a CKX aktivnost u
korenovima, u odnosu na kontrolu (0,42 + 0,07), zapazena je kod linija AtCKX1-39 (2,41 +
0,16) i AtCKX2-17 (3,31 + 0,07) (Grafik 3ai 3b).

Zapazeno je da je kod svih andliziranih, kako AtCKX linija tako i kontrole, CKX

aktivnost bilavisa u korenovima nego u izdancima.
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4.4. Analiza endogenih biljnih hormona

Endogeni biljni hormoni (citokinini i 1AA) kvantifikovani su kod 4 nedelje starih
netransformisanih kao i kod izdanakai korenova svih Sest AtCKX1 odnosno sedam AtCKX2

transgenih linijakicice in vitro.

4.4.1. Citokininski profil netransformisanih biljaka ki¢ice in vitro

Analiza endogenih citokinina omogucila je odredivanje citokininskog profila kako u
izdancima (Grafik 4) tako i u korenovima (Grafik 5) kicice in vitro. Endogeni citokinini
su prema svojoj bioloskoj funkciji podeljeni u 4 grupe.

U prvu grupu citokinina spadaju bioaktivne forme koje ¢ine slobodne baze i
ribozidi (Grafik 4ai 5a). U izdancima netransformisanih biljaka kicice in vitro odredeno je
prisustvo ¢Z i tZ kao i njihovih ribozida cZ9R i tZ9R. U izdancima kicice primeéeno je
odsustvo iP-a, ali i prisustvo njegovog ribozidaiPOR. Utvrdeno je prisustvo DHZ-atakode,
ali nei njegovog ribozida (Grafik 4a). Zarazliku od izdanaka, u korenovima kicice in vitro
nije detektovan cZ, dok je njegov ribozid uspeSno detektovan. Zajedni¢ko za izdanke i
korenove je to da je u oba biljna organa odredeno prisustvo tZ kao i njegovog ribozida
tZ9R, a takode i prisustvo DHZ-a, ali ne i njegovog ribozida. Ukupna koli¢ina slobodnih
baza i ribozida u korenovima veca je u poredenju sa izdancima, ali je njihov odnos isti tj.
koli¢ina ukupnih ribozida je oko 3,5 puta veca od koli¢ine detektovanih slobodnih baza u
oba biljna organa (Grafik 5a). 1z svih rezultata moze se zakljuciti da od slobodnih baza
dominiraDHZ, a od ribozida dominiratZ9R i uizdancimai u korenovimakicice in vitro.

U drugu grupu citokinina spadaju forme za skladistenje citokinina koje ¢ine O-
glukozidi (Grafik 4b i 5b). Interesantno je primetiti dani u izdancimani u korenovimanije
detektovan samo iPZOG. Svi ostali citokininski O-glukozidi (cZOG, tZOG, DHZOG,
CcZ9ROG, tZ9ROG, DHZ9ROG) su prisutni i uizdancimai u korenovima (Grafik 4b i 5b).
U izdancima kicice in vitro dominiratZOG, a u korenovima cZ9ROG. Koli¢ina ukupnih O-

glukozida u izdancima 1,8 putaje veca u izdanku nego u korenovima.
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U tre¢u grupu citokinina spadaju neaktivne forme citokinina koje ¢ine 7- i 9-
glukozidi. Zarazliku od izdanaka kic¢ice in vitro, u kojem su detektovani svi citokininski 7-
I 9- glukozidi, u korenovima je primeceno odsustvo cZ7G, iP7G i iP9G (Grafici 4¢c i 5c).
Zajednicko za izdanak i za koren je to da je u oba biljna organa dominantan 7-glukozid
(tZ7G) i 9- glukozid (tZ9G). Ukupna koli¢ina 7- i 9- glukozida u izdancima veca je u
poredenju sa korenovima, ali je njihov odnos isti tj. koli¢ina 9-glukozida je oko 8,5 puta
vecéa od koli¢ine detektovanih 7-glukozida.

U cetvrtu grupu citokinina spadaju citokininski nukleotidi tj. monofosfati (Grafici
4d i 5d). U izdancima in vitro, utvrdeno je prisustvo sva cetiri monofosfata (CZRMP,
tZRMP, iPRMP, DHZRMP), dok je u korenovima primeéeno odsustvo DHZRMP-a
(Grafici 4d i 5d). U izdancima je prime¢ena dominacija iPRMP-a, a u korenovima
cZRMP-a. Ukupna koli¢ina monofosfata u korenovima veca je 1,5 putanego u izdancima.

Na Graficima 4e i 5e predstavljeni su sumirani rezultati svih pojedinac¢nih grupa
kao 1 ukupnih citokinina u izdancima i korenovima kiéice in vitro. Dominantna grupa
citokininai u izdancimai u korenovima su neaktivne forme, stim $to je u izdanku izmerena
duplo veca koli¢ina nego u korenu. Bioaktivne forme citokinina izmerene su u ngimanjoj
koli¢ini uizdancimai 1,6 putaih imamanje nego formi za skladistenje citokinina. Suprotno
izdancima, u korenovima je izmerena 2,6 puta veca koli¢ina bioaktivnih formi citokinina
nego formi za skladistenje citokinina. Ukupna koli¢ina citokinina 1,4 puta veéa je u

izdancima nego u korenovima.
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Grafik 4. Citokininski profil izdanaka kicice iz kulture in vitro. a) koli¢ina bioaktivnih
formi citokinina (slobodne baze i ribozidi), b) koli¢ina formi za skladistenje (O-glukozidi),
c¢) koli¢ina neaktivnih formi citokinina (7- i 9-glukozidi), d) koli¢ina citokininskih
nukleotida (monofosfati), e) zbirni grafik pojedina¢nih grupa 1 ukupnih citokinina u

izdancima. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske srednjih vrednosti.
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Grafik 5. Citokininski profil korenova kicice iz kulture in vitro. a) koli¢ina bioaktivnih
formi citokinina (slobodne baze i ribozidi), b) koli¢ina formi za skladistenje (O-glukozidi),
¢) koli¢ina neaktivnih formi citokinina (7- i 9-glukozidi), d) koli¢ina citokininskih
nukleotida (monofosfati), e) zbirni grafik pojedina¢nih grupa i ukupnih citokinina u

korenovima. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih vrednosti.
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4.4.2. Detekcijai kvantifikacija endogenih citokinina kod kontrolnih i
odabranih AtCKX transgenih linija kicice in vitro

Endogeni citokinini hemijski su identifikovani i kvantifikovani kod kontrole, Cetiri
linije AtCKX1-5, -29, -31, -39 i Cetiri linije AtCKX2-17, -26, -29, -31 koje su odabrane za
daljaistrazivanja. Selekcijalinijauradena je na osnovu tri kriterijuma. Prvi Kriterijum je da
odabrane linije imaju ekspresiju AtCKX1 i AtCKX2 gena u oba biljna organa sto je
potvrdeno u prethodno uradenim qRT-PCR reakcijama. Drugi kriterijum je da sve odabrane
AtCKX linije, kako u izdanku tako i u korenu, imaju povec¢anu CKX aktivnost ili barem u
nivou kontrole. Tre¢i kriterijum je snizen nivo endogenih bioaktivnih citokinina i u izdanku
I u korenu odabranih transgenih linija.

Kvantifikacija ukupnih endogenih citokinina svih analiziranih transgenih linija u

poredenju sakontrolom prikazana je na Grafiku 6.
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Grafik 6. Koli¢ina ukupnih endogenih citokinina u izdancima i korenovima AtCKX1 (@) i

AtCKX2 (b) transgenim linijamakicice u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u

kulturi na MS hranljivoj podlozi. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske
srednjih vrednosti. **oznake statisti¢ki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih

vrednosti primenom LSD testa.

Jedna linija AICKX1-29 i dve linije AtCKX2-26 i -29 pokazuju statisti¢ki znacajno
smanjenje ukupnih citokinina u izdanku u poredenju sa kontrolom (Grafik 6a i b). Za
razliku od izdanaka u svim analiziranim AtCKX1 korenovima kvantifikovana je poveéana
koli¢ina ukupnih citokinina (Grafiku 6a). Dve linije AtCKX2-17 i -31 u korenovima imaju
priblizno istu koli¢inu ukupnih citokinina kao kontrola, dok druge dve analizirane linije
pokazuju povecanje citokinina u korenovima (Grafiku 6b).

Pored ukupnih, kvantifikovane su i pojedinac¢ne grupe citokinina kod svih AtCKX
transgenih linijakicice (Grafik 7).
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Grafik 7. Koli¢ina pojedinacnih grupa citokinina u transgenim AtCKX1 izdancima (@) i
korenovima (b) kicice u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS
hranljivoj podlozi. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih
vrednosti. *oznaka statisti¢ki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti

primenom LSD testa.
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Koli¢ina bioaktivnih formi citokinina statisticki je znacajno snizena u izdancima tri
linije AtCKX1-29, -31, -39) (Grafik 7a). Kod linije AtCKX1-5 izmerena koli¢ina
bioaktivnih formi citokinina bila je na nivou kontrole. Kod sve cetiri navedene linije
utvrden je porast nivoa formi za skladistenje kao i citokininskih nukleotida. Neaktivne
forme citokinina snizene su u poredenju sa kontrolom kod tri linije AtCKX1-29, -31, -39.
Jedini porast neaktivnih formi citokinina detektovan je samo kod linije AtCKX1-5.

U korenu jedne linije AtCKX1-29 zapazeno je statistiCki znafajno sniZenje
bioaktivnih formi citokinina (Grafik 7b). U korenovima svih ostalih anaiziranih AtCKX1
linija nivo bioaktivnih formi citokinina je ili u nivou kontrole ili je povisen. Forme za
skladistenje i neaktivne forme citokinina izmerene su u vecoj koli¢ini kod svih AtCKX1
korenova u poredenju sa kontrolom. Porast koli¢ine citokininskih nukleotida takode je
zapazen u korenovima svih AtCKX1 linija, osim linije 29.

Kod prethodno pomenute tri linije AtCKX1-29, -31, -39 uoceno je snizenje
bioaktivnih formi citokinina u izdanku, a u korenu samo kod linije 29. Medutim, kod tri
linije AtCKX2-17, -26, -31 zapazeno je statisticki znacajno sniZenje koli¢ine bioaktivnih
citokinina kako u izdancimatako i u korenovima. Koli¢ina bioaktivnih formi citokininai u

izdanku i u korenu linije AtCKX2-29 bilaje nanivou kontrole (Grafik 8).
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Grafik 8. Koli¢ina pojedina¢nih grupa citokinina u transgenim AtCKX2 izdancima (@) i
korenovima (b) kicice u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje ggjenja u kulturi na MS
hranljivoj podlozi. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih
vrednosti. *oznaka statisti¢ki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti

primenom LSD testa.

U izdancimai korenovima svih analiziranih AtCKX2 linija primecéuje se da su nivoi
formi za skladi&tenje citokinina, neaktivnih formi citokinina i citokininskih nukleotida na
nivou ili malo nizi od kontrole. Jedini izuzetak su korenovi linija 26 i 29 gde je zapazeno

statisticki znacajno povecanje koli¢ine neaktivnih formi citokinina (Grafik 8).
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4.4.3. Detekcijai kvantifikacija endogene | AA kod kontrolnih i odabranih

AtCKX transgenih linija kicice in vitro

Koli¢ina endogene IAA kvantifikovana je kod kontrole, ¢etiri linije AtCKX1-5, -29,
-31, -39 i Cetiri linije AtCKX2-17, -26, -29, -31 koje su odabrane za daja istrazivanja

(Grafik 9).
a)
2 110 OIAA
g 1001 B Ukupni citokinini
g 97
=S8 o] 73,79 68,89 73,59
<80 707 58,63
= >B 60 -
EE 3
Z S o 4518— 40,17 38,98
= 5 = T
¥ - € 30 24,27 22,91
c o -
§_ S 20 13,01
2 10 +
=) 0 T T
Kontrola Linija5 Linija 29 Linija 31 Linija 39
AtCKX1 linije
AtCKX1 linije
Kontrola Linija5 Linija 29 Linija 31 Linija 39
= 0 =— =
& 501 Lﬁl 18,18 L 21,67 . 354
8 § 1004 7206 2307 63,56 '
<« 3 g 150 A 116,95
©
ZEg 20
g E p 250 A1
53 O o 300 258,91
S T 3F 35 295,17
X< g
c o 400 T
s& OI1AA
= 450 A o
< 500 4 E Ukupni citokinini

481,38

Grafik 9. Koli¢ina IAA i ukupnih citokinina u transgenim AtCKX1 izdancima () i

korenovima (b) ki¢ice u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje ggjenja u kulturi na MS

hranljivoj podlozi. Vertikanim linijama predstavijene su standardne greske srednjih

vrednosti.
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Koli¢ina endogene IAA manja je u izdancima i korenovima svih analiziranih
AtCKX1 linija u poredenju sa kontrolom (Grafik 9). Zanimljivo je pratiti odnos koli¢ine
IAA i ukupnih citokinina. Kod izdanaka i korenova linije AtCKX1-5 moze se primetiti
znacajno povecanje ukupnih endogenih citokinina i istovremeno znacajno smanjenje
endogene IAA u odnosu na kontrolu. Kod izdanaka linija AtCKX1-29 i -31 ukupni
endogeni citokinini su snizeni, a koli¢ina IAA je duplo manja u odnosu nakontrolu (Grafik
9a). Kod korenova istih linija AtCKX transgenih biljaka kicice koli¢ina endogenih
citokinina povecana je u odnosu na kontrolu, ali je koli¢ina IAA smanjena (Grafik 9b).
Izdanak linije AtCKX1-39 pokazuje isti odnos endogenih citokinina i IAA kao kontrola,
dok je u korenu pomenute linije odredena povecana koli¢ina citokinina odnosno smanjena
kolicina TAA u poredenju sa kontrolom.

Odnos koli¢ine ukupnih endogenih citokinina 1 [AA varira u izdancima svih
analiziranih AtCKX2 linija. Moze se primetiti da postoje linije kod kojih je u izdancima
kvantifikovana priblizno ista koli¢ina endogenih citokinina kao i u kontroli, a koli¢ina IAA
se smanjuje (linije AtCKX2-17 i -31) ili je u nivou kontrole (linija AtCKX2-26). Kod
izdanaka linije AtCKX2-29 koli¢ina ukupnih endogenih citokinina kao i koli¢ina TAA
manjaje u odnosu na kontrolu (Grafik 10a). Kod korenova svih analiziranih AtCKX2 linija
primec¢eno je smanjenje koli¢ina endogene IAA 1 to kako kod linija koji pokazuju
poveéanje nivoa ukupnih endogenih citokinina (linije 26 i 29) tako i kod linija sa snizenim
nivoom citokinina (linije 17 i 31) (Grafik 10b).
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Grafik 10. Koli¢ina IAA i ukupnih citokinina u transgenim AtCKX2 izdancima (a) i

korenovima (b) kicice u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi na MS

hranljivoj podlozi. Vertikanim linijama predstavijene su standardne greske srednjih

vrednosti.
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4.5. Morfoloska Kkarakterizacija kontrolnih 1 odabranih AtCKX

transgenih linija kicice in vitro

U cilju ispitivanja morfogenetskog potencijala korenova AtCKX transgenih linija
kicice, odsecci korenova duzine ~10 mm gajeni su tokom jedne subkulture (4 nedelje) na

MS hranljivoj podlozi in vitro.

45.1. Regeneracija i umnozavanje kontrolnih i odabranih AtCKX

transgenih linija kicice in vitro

Regeneracijai umnozavanje kontrolnih i odabranih linija AtCKX transgenih biljaka
kic¢ice vrsena je u kulturi korenova. Na kragu eksperimenta (posle jedne subkulture)
odredivan je ukupan broj adventivnih pupoljaka koji su se razvili na sredini eksplantata i
imau razvijena 2-3 para listova. Prose¢an broj novonastalih adventivnih pupoljaka na
segmentima netransformisanih i transformisanih korenova prikazan je na Grafiku 11.

&
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Prosecan broj regenerisanih
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Grafik 11. Regeneracija transgenih AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b) izdanaka kicice u poredenju
sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi korenova na MS hranljivoj podiozi.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske srednjih vrednosti. **oznake

statisti¢ki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti primenom LSD testa.

Kod ve¢ine analiziranih AtCKX1 (dva od cetiri) i AtCKX2 (tri od cetiri) linija
primecuje se statisticki znacajno smanjenje proseCnog broja spontano regenerisanih
pupoljaka u kulturi korenova posle 4 nedelje, u poredenju sa kontrolom (Grafik 11). Kod
pojedinih linija spontana regeneracija adventivnih pupoljaka skoro je inhibirana. Broj
regenerisanih pupoljaka linije AtCKX1-39 (0,07 £ 0,01) kao i linije AtCKX2-31 (0,07
0,02) posle 4 nedelja u kulturi manji je od kontrole oko 13 puta.

4.5.2. Prirast mase kontrolnih i odabranih AtCKX transgenih linija
ki¢ice in vitro
Pored spontane regeneracije i umnozavanja takode je prac¢ena promena sveze mase

kontrolnih i transgenih izdanaka kicice i izraCunat je prirast mase posle 4 nedelje ggenjau
kulturi (Grafik 12).
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Grafik 12. Prirast sveze mase transgenih AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b) izdanaka ki¢ice u
poredenju sa kontrolom posle 4 nedelja gaenja u kulturi na MS hranljivoj podlozi.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske srednjih vrednosti. **oznake

statisti¢ki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti primenom LSD testa.

Vecina AtCKX linija (tri AtCKX1 i tri AtCKX2) nije pokazala zna¢ajno odstupanje
prirasta mase u odnosu na kontrolu (Grafik 12). Medutim, kod linije AtCKX1-39 i linije
AtCKX2-31, zapazen je znadajan prirast mase izdanaka u poredenju sa kontrolom posle 4
nedelje gajenja u kulturi. Kod ove dve linije prirast sveze mase izdanaka je oko 2,5 puta
veéi u odnosu na kontrolu. Interesantno je napomenuti da u kulturi korenova bas ove dve

linijea regenerisu ngjmanji broj adventivnih pupoljaka.
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4.6. Sadrzaj fotosintetickih pigmenata kontrolnih i odabranih AtCKX
transgenih linija kicice in vitro

Izolacija hlorofila i karotenoida vrSena je iz listova kontrolnih i odabranih linija
AtCKX transgenih izdanaka ki¢ice posle 4 nedelje gajenja u kulturi. Rezultati kvantifikacije

hlorofila a i b kao i njihovog medusobnog odnosa predstavljeni su na Grafiku 13.
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Grafik 13. Koli¢ina i odnos hlorofila a i b u transgenim AtCKX1 (a) i AtCKX2 (b)
izdancima kicice in vitro u poredenju sa kontrolom. Vertikalnim linijama predstavljene su
standardne greske srednjih vrednosti. “**oznake statisti¢ki znad¢ajnih razlika (za p < 0,05)

izmedu srednjih vrednosti primenom LSD testa.
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Kod dve linije AtCKX1-29 i -39 i tri linije AtCKX2-26, -29, -31 izmerena je
statisticki znacajno veca koli¢ina hlorofila a i b u poredenju sa kontrolom. Dve linije
AtCKX1-5 i -29 i tri linije AtCKX2-26, -29, -31 pokazuju smanjenje vrednosti odnosa
hlorofila a i b u odnosu na kontrolu. Statisticki znacajno povecanje vrednosti odnosa
hlorofilaai b u odnosu na kontrolu nije zapazeno ni kod jedne AtCKX linije (Grafik 13).

Pored hlorofila uradena je i kvantifikacija karotenoida u listovima kontrolnih i
odabranih transgenih linijakicice. Pra¢en je odnos ukupnih hlorofilai ukupnih karotenoida

jer on odreduje nivo senescencije biljaka. Dobijeni rezultati prikazani su na Grafiku 14.
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Grafik 14. Koli¢ina i odnos ukupnih hlorofila i karotenoida u transgenim AtCKX1 (a) i

AtCKX2 (b) izdancima kicice in vitro u poredenju sa kontrolom. Vertikalnim linijama
predstavljene su standardne greske srednjih vrednosti. ***oznake statisticki znacajnih

razlika (zap < 0,05) izmedu srednjih vrednosti primenom LSD testa.
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Ukupna koli¢ina hlorofila, statisticki znacajno veca od kontrole, odredena je kod
dve linije AICKX1-29, -39 1 tri linije AtCKX2-26, -29, -31. Samo kod dve linije AtCKX1 -
31, -39 zapazena je veca koli¢ina ukupnih karotenoida. Kod svih ostalih linija koli¢ina
ukupnih karotenoida je u nivou kontrole. Odnos ukupnih hlorofila i karotenoida raste u
odnosu na kontrolu kod onih linija kod kojih je odreden povecan nivo ukupnih hlorofila, a
to su AtCKX1-29 i AtCKX2-26, -29, -31 (Grafik 14).

4.7. Analiza sekundarnih metabolita Kicice

Sekundarni metaboliti ekstrahovani su metanolom iz izdanakai korenova kontrolnih
biljaka iz prirode i kulture kao i prethodno odabranih AtCKX transgenih linija kicice in
vitro. Posleizolacije uradena je HPLC analiza dobijenih ekstrakata.

Na Slikama 22 i 23 prikazani su pojedini hromatogrami metanolnih ekstrakata i to
izdanaka i korenova kicice iz prirode i kulture in vitro i transgene linije AtCKX1-29. U
prvom delu hromatograma, na retencionim vremenima (Rt) 10-15 minuta uocavaju se
pikovi sekoiridoida (1 1 2) koji odgovaraju sverciamarinu i genciopikrinu. Izmedu Rt = 15—
20 minuta javljgu se pikovi jedinjenja koja po obliku UV spektara i po polozau
apsorpcionih maksimuma odgovaragju flavonoidima. Ksantoni, eustomin i demetileustomin,
detektuju se od Rt = 2025 minutai oznaceni su pikovima3i 4.

Poredenjem hromatograma metanolnih ekstrakata biljaka poreklom iz prirode i
kulture in vitro kao i biljaka transgene linije AtCKX1-29 in vitro, moze se primetiti da ne
postoje kvalitativne razlike u sadrzaju sekundarnih metabolita. Medutim, jasno se uocavaju
kvantitativne razlike svih analiziranih sekundarnih metabolita kako u izdancima tako i u
korenovima. Primecuje se da je u svim izdancima sekoiridoid sverciamarin dominantna

komponenta (Slika 22), dok ksanton eustomin dominira u svim korenovima (Slika 23).

106



Rezultati
! a)

350

300

250

200

150 -

100

50 2

A A jk,ffdb]‘r 'JL 34

g S Sl e t. o | (R LS I e

0 5 10 15 20 25 min

, b)

200

150
100
4

50 3
il
S P SRR | o . W Y N W

o s 10 15 20 25 7 min

mAU 1

200 C)
1751
150
1254
I(IU-J
34
75

S50

s I p |
25 \ it ,Ju«’}U La,,l\.\)\__v f\.n,_’LrLu,.u‘ UL

0 |> SN . (AP U Wk ROt [ | GRS A . PO S

0 5 10 15 20 25 min

Slika 22. Hromatogrami metanolnih ekstrakata izdanaka kicice. a) izdanci iz prirode. b)
izdanci iz kulture in vitro. c) izdanak transgene linije AtCKX1-29 iz kulture in vitro. 1 —

sverciamarin, 2 — genciopikrin, 3 — eustomin, 4 — demetileustomin.
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Slika 23. Hromatogrami metanolnog ekstrakta korena kicice. a) korenovi iz prirode. b)
korenovi iz kulture in vitro. ¢) korenovi transgene linije AtCKX1-29 iz kulture in vitro. 1 —

sverciamarin, 2 — genciopikrin, 3 — eustomin, 4 — demetileustomin.
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Kvantifikacija jedinjenja u svim anaiziranim uzorcima (kontrola iz prirode i
Kulture, cetiri linije AtCKX1-5, -29, -31, -39 i Cetiri linije AtCKX2-17, -26, -29, -31)
uradena je pomocu kalibracione krive. Dobijeni rezultati predstavljeni su na Graficima 15,
16,17 18.

U kontrolnim izdancima iz prirode i kulture kao i u svim anaiziranim izdancima
AtCKX linija in vitro, sverciamarin je dominantna komponenta (Grafik 15). Izmedu
izdanaka kiCice iz prirode i Kkulture nema statisticki znaCajne razlike u sadrZzaju
sverciamarina. Sve analizirane AtCKX transgene linije, osim jedne (izdanci linije AtCKX1-
5), imgu manji sadrzg sverciamarina u poredenju sa kontrolnim izdancima iz kulture i
prirode (Grafik 15a). Samo pomenuta linija odlikuje se znacajno ve¢om produkcijom
sverciamarina u izdanku (91,51 + 2,74 mg/g suve mase) u poredenju sa kontrolnim
izdancima iz kulture (64,77 £ 3,92 mg/g suve mase) i prirode (68,41 + 0,91 mg/g suve
mase). Kod izdanaka linije AtCKX1-29 skoro i da prestgje produkcija sverciamarina, pa je
sadrzg) ovog gorkog glikozida kod ove linije snizen nasamo 1,34 + 0,11 mg/g suve mase.

Nasuprot sverciamarinu, ¢iji je sadrzag priblizno isti u kontrolnim izdancima iz
prirode i kulture in vitro, genciopikrin se produkuje u duplo vecoj koli¢ini u kontrolnim
izdancimaiz prirode u odnosu na kontrolne izdanke in vitro. Takode se moze primetiti da je
u izdancima dve linije AtCKX1-31 i -39 i dve linije AtCKX2-17 i -31 produkcija
genciopikrina statisti¢ki znacajno veca u poredenju sa kontrolom iz prirode (Grafik 15).
Medutim, kod izdanaka linija AtCKX1-5 i -29 sadrZaj genciopikrinaje minimalan dok se u
izdanku linije AtCKX2-29 detektuje samo u tragovima.
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Grafik 15. Sadrzaj sekoiridoida (sverciamarinai genciopikring) u transgenim AtCKX1 (a) i
AtCKX2 (b) izdancima ki¢ice in vitro u poredenju sa kontrolom iz prirode i kulture.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne gredke srednjih vrednosti. Oznake istog
slova 1 iste boje oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu

srednjih vrednosti primenom LSD testa.

Primecuje se da sverciamarin u korenovima kontrolnih kao i svih anaiziranih
AtCKX transgenih biljaka kicice nije dominantan sekoiridoid kao $to je to slucaj u
izdancima. Koli¢ina akumuliranog sverciamarina i genciopikrina u korenovima kontrolnih
korenova iz prirode priblizno je ista, dok je u kontrolnim korenovima iz kulture sadrzg)

genciopikrina duplo veéi U poredenju sa sverciamarinom (Grafik 16).
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Korenovi iz prirode akumulirgu viSe sverciamarina (9,47 £ 0,34 mg/g suve mase)

nego u korenovima u kulturi (6,36 + 0,97 mg/g suve mase), a sve andizirane AtCKX

transgene linije odlikuju se smanjenim sadrZzagjem sverciamarina u odnosu na kontrolne

korenove in vitro. U pojedinim klonovima sverciamarin se detektuje samo u tragovimai to
kod linija AtCKX1-5 i AtCKX2-31 (Grafik 16).
Za razliku od sverciamarina, genciopikrin je dominantan u kontrolnim in vitro

korenovima (12,75 + 0,28 mg/g suve mase) u odnosu na korenove iz prirode (6,36 + 0,47

mg/g suve mase). Analizirani korenovi svih AtCKX transgenih linija imaju manji sadrzg

genciopikrina u odnosu na korenove iz prirode. U nekim linijama, AICKX1-5 i AtCKX2-17 i

-31, genciopikrin se detektuje samo u tragovima (Grafik 16).
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Grafik 16. Sadrzaj sekoiridoida (sverciamarinai genciopikring) u transgenim AtCKX1 (a) i

AtCKX2 (b) korenovima kicice in vitro u poredenju sa kontrolom iz prirode i kulture.
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Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih vrednosti. Oznake istog
slova 1 iste boje oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu

srednjih vrednosti primenom LSD testa.

Znacajna kvantitativna razlika u produkciji ksantona potvrdena je poredenjem
kontrolnih izdanaka iz prirode i kulture (Grafik 17). Eustomin se u kontrolnim izdancima
in vitro javlja u duplo ve¢em sadrzaju U odnosu na izdanke iz prirode. Primecuje se da
izdanci svih AtCKX transgenih linija ki¢ice proizvode viSe eustomina u odnosu na izdanke
iz prirode (0,6 = 0,01 mg/g suve mase), ali manje u odnosu na kontrolne izdanke in vitro
(1,18 = 0,12 mg/g suve mase). Jedini porast sadrzagja eustomina u odnosu na izdanke iz
prirode, uocen je kod linije AtCKX1-29 (1,48 = 0,02 mg/g suve mase).

U kontrolnim izdancima in vitro zapazena je pet puta veca akumulacija
demetileustomina u odnosu na kontrolne izdanke iz prirode. Kao i u slu¢aju eustomina, sve
analizirane izdanke AtCKX linija karakteriSe veci sadrzaj demetileustomina u poredenju sa
izdancima iz prirode (0,24 = 0,03 mg/g suve mase), ai manji u poredenju sa izdancima in
vitro (1,3 + 0,15 mg/g suve mase). Samo izdanci linije AtCKX2-31 imagu znacajno
poveéanu koli¢inu demetileustomina (1,43 + 0,04 mg/g suve mase) u poredenju sa

izdancimaiz prirode (Grafik 17).
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Grafik 17. SadrZzg ksantona (eustomina i demetileustoming) u transgenim AtCKX1 (a) i
AtCKX2 (b) izdancima ki¢ice in vitro u poredenju sa kontrolom iz prirode i kulture.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih vrednosti. Oznake istog
slova i iste boje oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu

srednjih vrednosti primenom LSD testa.

Utvrdeno je da korenovi iz prirode produkuju isti sadrzg eustomina (0,29 + 0,01
mg/g suve mase) i demetileustomina (0,29 + 0,02 mg/g suve mase) u korenovimaiz prirode
(Grafik 18). Uslovi in vitro stimulisu produkciju ksantona u korenovima, tako da se sadrzgj
eustomina povecava deset (3,31 + 0,55 mg/g suve mase), a demetileustominatri puta (0,9 +
0,01 mg/g suve mase). Korenovi veéine analiziranih AtCKX transgenih linija kicice
akumulirgju vecu koli¢inu eustomina i demetileustomina u odnosu na korenove iz prirode,
ali manju u odnosu na kontrolne korenove in vitro. U korenovima linije AtCKX2-31
detektovan je veéi sadrzaj demetileustomina (1,29 £ 0,06 mg/g suve mase) u odnosu ha
kontrolne izdanke iz prirode. Sadrzgj oba ksantona, veéi ¢ak i od vrednosti dobijenih kod
kontrolnih korenova u kulturi, utvrden je kod linije AtCKX1-29 (koli¢ina eustomina iznosi

4,71 £ 0,04 mg/g suve mase, a demetileustomina 1,7 + 0,06 mg/g suve mase).
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Grafik 18. SadrZzg] ksantona (eustomina i demetileustoming) u transgenim AtCKX1 (a) i

AtCKX2 (b) korenovima kicice in vitro u poredenju sa kontrolom iz prirode i kulture.

Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greSke srednjih vrednosti. Oznake istog

slova 1 iste boje oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu

srednjih vrednosti primenom LSD testa.

Sve transgene AtCKX linije u oba biljna organa pokazuju manja ili ve¢a odstupanja

u sadrzaju kako sekoiridoida tako i ksantona u poredenju sa netransformisanim biljkama iz

prirode i kulture. Sadrzgj sekundarnih metabolita pojedinih linija odstupa od vrednosti

dobijenih kod vecine drugih linija. U Tabeli 22 sumirani su svi dobijeni rezultati.
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Tabela 22. Sinteza svih rezultata analize sekundarnih metabolita kontrolnih i transgenih
biljaka kicice.

SEKOIRIDOIDI

SVERCIAMARIN U IZDANCIMA
kontrolni uzorak iz prirode ~ kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linije AtCKX1-5)
GENCIOPIKRIN U IZDANCIMA
AtCKX linije (osim linija AtCKX1-5i -29 i linija AtCKX2-29) > kontrolni uzorak iz prirode >
kontrolni uzorak iz kulture
SVERCIAMARIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz prirode > kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije
GENCIOPIKRIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz kulture > kontrolni uzorak iz prirode > AtCKX linije

KSANTONI

EUSTOMIN U IZDANCIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linijeAtCKX1-29) > kontrolni uzorak iz prirode
DEMETILEUSTOMIN U IZDANCIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije > kontrolni uzorak iz prirode
EUSTOMIN U KORENOVIMA
kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linije AtCKX1-29) > kontrolni uzorak iz prirode
DEMETILEUSTOMIN U KORENOVIMA

kontrolni uzorak iz kulture > AtCKX linije (osim linije AtCKX1-29 i AtCKX2-31) >
kontrolni uzorak iz prirode

Najveca koli¢ina sverciamarina (veca nego u kontrolnim uzorcima) sintetiSe samo u
izdanku linije AtCKX1-5. Genciopikrin, u koli¢ini vecoj od obe kontrole, sintetiSe se u
izdancima linija AtCKX1-31 i -39, a takode i u izdancima linija AtCKX2-17 i -31.
Generano, moze se reé¢i da se koli¢ina sintetisanog sverciamarina i genciopikrina smanjuje
u svim korenovima AtCKX linijau poredenju sa obe kontrole.

Najveci porast produkcije eustomina u izdanku kao i eustominai demetileustomina
u korenovima, u poredenju sa obe kontrole, potvrden je kod linije AtCKX1-29. Poveéana
sinteza demetileustomina kako u izdanku tako i u korenu potvrdena je kod linije AtCKX2-
31.
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S. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija predstavlja istrazivanje geneticke transformacije kicice
AtCKX1 i AtCKX2 genima kao i uticgj izmenjene homeostaze citokinina na produkciju
sekundarnih metabolita ki¢ice. Svi predstavljeni rezultati do sada nisu objavljeni kod ove

biljne vrste.

5.1. Uspostavljanje kulture korenova in vitro i spontana regeneracija

biljaka Kkicice

Zbog mogucnosti direktne regeneracije pupoljaka i/ili somatskih embriona kicice,
kulture korenova predstavljaju dobar model sistem za proucavanje morfogeneze in vitro
ove biljne vrste. Kulturu korenova, pored lake manipulacije, karakterisu i druge prednosti
kao Sto su male razlike u fizioloSkom odgovoru i nizak nivo varijabilnosti, a takode 1 visok
potencijal rasta i metabolic¢ke aktivnosti. Vremenom se pokazalo dase kulturom izolovanih
korenova dobija genetski, biohemijski 1 fenotipski stabilan biljni materijal bez
somaklonanog variranja (Chaturvedi i Sharma, 1987). Kultura korenova kicice ima Siroku
primenu i koristila se za odredivanje sastava hranljivih podloga za &to bolji rast korenain
vitro (Marin i Marin, 1998), za proucavanje morfoloskih ili fizioloskih karakteristika
korena (Izumi i sar, 1995) ili za proizvodnju sekundarnih metabolita (M al donado-Mendoza
i LyolaVargas, 1995). Medutim, do sada ne postoje literaturni podaci koji govore o
upotrebi korena kao eksplantata za geneticku transformaciju. Kultura korenova kicice u
ovom radu, po prvi put, pokazala se kao zahvalan model sistem za ispitivanje geneticke
transformacije ove biljne vrste.

Uspostavljenje kulture in vitro C. erythraea Rafn. opisalo je samo nekoliko autora
(Tabela 2.). Ipak, kao pocetni eksplantati, za uspostavljanje kulture in vitro, uglavnom su
koris¢eni segmenti listova. U vecini radova navedenih u Tabeli 2. indukovano je samo
formiranje kalusa. Proces somatske embriogeneze indukovan je u celijskoj suspenziji

poreklom, takode, od segmenata listova (BareSova i Kaminek, 1984). Prvi literaturni podaci
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o kulturi korenova kicice pojavljuju se tek 2003. godine. U kulturi korenova na ¢vrstoj MS
hranljivoj podlozi obogacenoj sa TAA (2,85 uM) i BA (0,88 uM) indukovana je
regeneracija adventivnih pupoljaka uz prethodno formiranje kalusa na pocetnim
eksplantatima (Piatczak i Wysokinska, 2003). Na kalusu koji se formira na segmentima
korenova u 93,5% slucajeva regeneriSu se adventivni pupoljci. Spontanu regeneraciju
adventivnih pupoljaka u kulturi korenova kicice opisali su i Suboti¢ i sar. (2006) koji su
pokazali da je proseCan broj spontano regenerisanih pupoljaka u kulturi korenova kicice, na
MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, na svetlosti (3,08 + 0,45) veci nego u mraku
(0,12 = 0,03). Pomenuti autori su takode pokazali da je proseCan broj regenerisanih
pupoljaka u kulturi korenova najveéi na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja u
poredenju sa MS hranljivom podlogom u koju su dodati IAA, IBA, NAA ili 2,4-D u
rasponu koncentracija 0,01-3,0 uM.

Svi navedeni rezultati pokazali su da je kultura korenova kicice vrlo jednostavna za
manipulaciju i to su razlozi zbog kojih je ovg sistem regeneracije i upotrebljen za
istrazivanja u ovom radu. Za uspostavljanje kulture korenovain vitro kori$¢eni su segmenti
korena sterilno isklijalog semena kicice, koji su dalje gajeni naMS hranljivoj podlozi upola
razblazenog sastava bez regulatora rastenja. Isti regenerativni sistem, koriS¢enjem korena
kao pocetnog eksplantata, primenjen je za dalju spontanu regeneraciju i umnozavanje

biljaka transformisanih pomocu A. tumefaciens.

5.2. Geneticka transformacija C. erythraea Rafn. pomocu A. tumefaciens

Geneticka transformacija C. erythraea pomoc¢u A. tumefaciens imala je nekoliko
ciljeva, a pre svega dobijanje transgenih biljaka u ¢iji se genom integriSe i eksprimira
AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen. Glavni cilj ove geneticke transformacije bio je dobijanje
biljaka kicice sa snizenim nivoom endogenih biljnih hormona citokinina, a zatim i
ispitivanje izmenjene citokininske homeostaze na produkciju sekundarnih metabolita.

Transformacija ki¢ice pomocu A. tumefaciens takode je imala za cilj ispitivanje osetljivosti
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ove hiljne vrste na infekciju pomenutom bakterijom. U skladu sa tim, u ovom radu je po
prvi put pokazano da je kicica podlozna infekciji sa A. tumefaciens.

lako je upotreba A. tumefaciens kao vektora za geneticke transformacije pocela
odavno, do danas ne postoje literaturni podaci koji govore o transformaciji ki¢ice pomocu
ove bakterije. Uspesnost geneticke transformacije biljaka pomoc¢u A. tumefaciens zavisi od
velikog broja faktora, a pre svega od osetljivosti biljne vrste na bakterijsku infekciju, od
vrste eksplantata, veli¢ine povrede biljnog tkiva kao i od selekcije i regenerativnog
kapaciteta transformanata (Kim, 2005).

Poznato je da povrede biljnog tkiva mogu pomoc¢i u proizvodnji hemotaksickih
signalai olak&ati prolaz bakterijama kroz ¢elijski zid biljne Celije (Gelvin, 2000). U skladu
sa navedenim, zasecanje krajeva korenova koji su zatim potapani u AtCKX1 odnosno
AtCKX2 bakterijsku suspenziju verovatno je doprinelo relativno visokom stepenu
zarazavanja kicice. UspeSnost infekcije pomocu A. tumefaciens takode zavisi i od vrste
eksplantata koji se koristi u inokulaciji, pa tako najbolji izbor predstavljgju eksplantati koji
imaju visoku regenerativnu sposobnost in vitro. U dostupnoj literaturi skoro i da nema
podataka o upotrebi korenova kao pocetnih eksplantata za inokulaciju. Korenovi kicice
pokazali su se kao veoma pogodni eksplantati. Uspesnost inokulacije korenova kicice za
AtCKX1 gen iznosi 72% dok za AtCKX2 gen iznosi 65% (Tabela 21.). Na korenovima
ki¢ice inokulisanim pomoc¢u A. tumefaciens dobijen je visok procenat spontano
regenerisanih potencijaino transformisanin AtCKX i AtCKX2 (97,2% odnosno 92,3%)
izdanakain vitro (Tabela 21.).

Selekcija potencijanih transformanata takode je jedan od faktora koji moze uticati
na efikasnost transformacije. Kod transformacija biljaka pomoc¢u A. tumefaciens ¢esto se
koristi selektabilni marker hpt gen koji kodira higromicin fosfotransferazu i omogucava
biljkama rezistentnost na antibitoik higromicin. Higromicinska selekcija prvi put je
upotrebljena prilikom transformacije pirinca (Hiel i sar, 1994). Generalno se moze reéi da
je higromicin jaci selektabilni marker od kanamicina jer brze ubija netransformisane biljne
éelije (Angenon i sar, 1994). Koncentracija higromicina od 10 mgL™ pokazaa se

najadekvatnijom u kontroli rasta i regeneracije netransformisanog biljnog tkiva kicice.
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Pocetni eksplantati (segmenti korenova) C. erythraea i kasnije i regenerisani potencijani
transformanti, razvijali su se na podlozi sa higromicinom tokom ¢etiri subkulture, a zatim i

na podlozi bez antibiotika.

5.2.1. Utvrdivanje uspeSnosti geneticke transformacije kicice

Analiza potencijalnih transformanata predstavlja jednako vazan proces kao i sama
geneticka transformacija. Prvi korak u dokazivanju geneticke transformacije jeste
potvrdivanje prisustva transgena u biljnom genomu. Standardna PCR analiza je kvalitativna
metoda koja se uobicajeno koristi za analizu integracije stranog gena od interesa kod
dobijenih potencijalnih transformanata (McGarvey i Kaper, 1991). Od segmenata korenova
ki¢ice koji su transformisani pomocu A. tumefaciens dobijeno je 40 AtCKX1 odnosno 39
AtCKX2 klonova koji su uspesno preziveli selekcioni tretman na higromicinu i spontano su
se oziljavali na MS hranljivo] podlozi bez regulatora rastenja. PCR analizom potvrdeno je
prisustvo AtCKX1 i AtCKX2 genakod 12 (30%) odnosno 11 (28,2%) klonova.

Jos devedesetih godina XX veka otkriveno je da stabilnaintegracija T-DNK u biljni
genom ne garantuje ekspresiju transgena koja predstavlja drugi korak u dokazivanju
geneticke transformacije. Kvantitativni RT-PCR je veoma osetljiva metoda koja ne zahteva
upotrebu velike koli¢ine biljnog materijala, a ipak omogucava kvantifkaciju ekspresije gena
od interesakoji je ugraden u biljni genom (Kim i sar, 2002; Panchuk i sar, 2002; Svensson i
sar, 2002). U cilju normalizacije ispitivane cDNK koriscen je referentni gen za aktin koji se
obi¢no koristi kao neka vrsta unutrasnje kontrole s obzirom nato dabi njegova ekspresijau
biljnom genomu trebalo da bude konstitutivna (Livak i Schmittgen, 2001; Schmidt i
Parrott, 2001). Ujednacena koli¢ina ukupne ¢cDNK svih uzoraka kicice potvrdena je
paralelnom specificnom amplifikacijom referentnog gena za aktin &to je prikazano na Slici
22. U cilju kvantifikacije nivoa ekspresije AICKX1 i AtCKX2 gena svih 12 AtICKX1 i 11
AtCKX2 linijadalje je andizirano qRT-PCR metodom. Ekspresija AtCKX1 gena potvrdena
je kod Sest linija (50%) dok je ekspresija AtCKX2 gena potvrdena kod sedam linija (64%).
Iz ovih rezultata zakljuCujemo da se AtCKX1 i AtCKX2 geni ne eksprimirgju u svim
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anaiziranim linijama, iako je prethodno dokazano da su uspesno ugradeni u biljni genom.
Ovi rezultati su u skladu sa ranije objavljenim podacima koji govore o tome da ekspresija
transgena moze da pokazuje manje ili vece razlike medu transformantima duvana (Dean i
sar, 1988). Kasnije je pokazano da ekspresija trangena varira kako medu pojedinacnim
transformantima tako i medu razlicitim listovima jednog transformanta. Ovi rezultati mogli
bi ukazati na to da se transgen, posle ugradivanja u biljni genom, eksprimira samo u
ciljanim ¢elijama (van Leeuwen i sar, 2001). Stabilna ekspresija transgena u veliko] 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 eurchromatin, verovatnoc¢a njegove inaktivacije je mala
(Meyer i Heidman, 1994). Inaktivacija transgena takode moZze biti posledica utiSavanja
gena na nivou transkripcije Sto podrazumeva metilaciju DNK ili druge vidove
remodelovanja hromatinakoji dovode do kondenzacije i prevodenja eurohromatina u
heterehromatin, a samim tim i do inaktivacije promotora. Pri post-transkripcionom
utiSavanju gena nivo transkripcije je nepromenjen, ai u citoplazmi ne dolazi do
akumulacije specifiéne iRNK usled njene degradacije (Depicker i Van Montagu, 1997;
Flavell, 1994; Matzke i Matzke, 1998; Stam i sar, 1997). Na osnovu svega izlozenog moze
se zakljuCiti da je moguce da se AtCKX1 i AICKX2 geni ne eksprimirgu u svim
andiziranim transgenim linijama kicice usled utiSavanja gena, koje moze hiti na
transkripcionom ili post-transkripcionom nivou. Postoje literaturni podaci koji govore o
utiSavanju gena u razli¢itim uzorcimaistog tkiva (Jorgensen i sar, 1996; Van der Krol i sar,
1988) sto takode moze biti jedan od razloga izostanka ekspresije AtCKX gena u nekim
analiziranim transgenim linijamakicice.

Krive topljenja dobijene u standardnim gPCR reakcijama imale su izgled tipi¢nih
PCR reakcija u kojima se amplifikuju nespecificni fragmenti (Slika 20 a i c). Ovo je
rezultat nespecifi¢nog vezivanja prajmera za sekvence sli¢ne ciljnoj sekvenci sto dovodi do
nespecifiéne amplifikacije. U ovakvim slu¢ajevima neophodno je uraditi optimizaciju PCR
protokola koja se obi¢no sastoji od variranja brojnih parametara kao $to su koncentracija

Mg® jona, pH pufera, temperatura denaturacije nukleinskih kiselina i temperatura
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vezivanja prajmera, broj cilkusa itd. Takode je poznato da dodavanje razli¢itih aditiva u
PCR reakcionu smeSu u potpunosti spreCava ili znafajno umanjuje nespecifi¢énu
amplifikaciju. Brojni aditivi dostupni su komercijalno i medu njih spadaju DMSO, N,N,N-
trimetilglicin (betain), formamid, glicerol, BSA, polietiln glikol, tetrametilamonijum hlorid
itd. koriste se kao aditivi u PCR reakcijama (Frackman i sar, 1998; Kovarova i Draber,
2000; Kitade i sar, 2003; Spiessi sar, 2004; Ralser i sar, 2006; Shaik i sar, 2008). Od svih
navedenih aditiva, DMSO se najc¢esc¢e koristi prilikom optimizacije brojnih PCR reakcija
jer slabi vodoni¢ne veze i na taj nacin snizava tacku topljenja DNK i samim tim olakSava
specificno vezivanje prajmera za matricnu DNK, a ujedno 1 oteZava nespecificno vezivanje
(Sarkar i sar, 1990; Bookstein i sar, 1990; Varadarg i Skinner, 1994; Frackman i sar,
1998). Uprkos tome §to DMSO poboljsava efikasnost i specificnost standardnih PCR
reakcija, oskudan broj literaturnih podataka govori o upotrebi DM SO-a kao aditiva u gPCR
reakcijama. Jung i sar. (2001) su pokazali da dodavanje DMSO-a u veéoj koncentraciji
(10%) dovodi do inhibicije Tag polimeraze. Medutim, isti autori takode su pokazali da 5%
DMSO koji se dodaje u polugotovu reakcionu smeSu za qPCR koja sadrZi fluorescentnu
boju (SYBR Green), znacajno povecava osetljivost i specificnost qPCR reakcije. Rezultati
ove disertacije u potpunosti su u skladu sa prethodno navedenim rezultatima jer je
dodavanje 5% DMSO-a u qPCR reakcije poboljsalo specificnost amplifikacije AtCKX1 i
AtCKX2 genakicice, $to potvrduju dobre krive topljenja sa po jednim pikom (Slika 20 b i
d).

Predstavljeni rezultati pokazuju da su biljke C. erythraea Rafn. osetljive na
infekciju sa A. tumefaciens. Geneticka transformacija pomocu soja A. tumefaciens GV 3101
koji nos pBinHTX plazmide pokazala se kao uspeSha metoda za dobijanje transgenih
biljaka kicice koje nose AtCKX1 odnosno AtCKX2 gen. Protokol razvijen u ovom radu
najverovatnije se moze primeniti i na geneticke transformacije kicice nekim drugim
sojevima A. tumefaciens. Imajuci u vidu da se kicica koristi kao dobar model organizam za
transformacija kicice opisana u ovoj disertaciji upotpunila niz uspe$nih protokola za

manipulaciju ove biljne vrste in vitro.
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5.3. CKX aktivnost kod AtCKX transgenih linija ki¢ice in vitro

Imajuéi u vidu da CKX enzim ima klju¢nu ulogu u katabolizmu, a samim tim i u
kontroli nivoa citokinina u biljnom tkivu, od transformanata koji imaju poviSenu ekspresiju
CKX gena moze se oc¢ekivati da imaju povisenu CKX aktivnost.

Kod svih analiziranih, kako AtCKX transgenih linijakicice tako i kontrole, zapazena
je veca CKX aktivnost u korenovima nego u izdancima. Takode je uocena razlika u CKX
aktivnosti izmedu izdanaka i korenova analiziranih transgenih linija ki¢ice. Kod samo jedne
linije AtCKX1-5 i Cetiri linije AtCKX2-5, -15, -16, -29 pokazano je statisti¢ki znacajno
poveéanje CKX aktivnosti u izdancina u odnosu na kontrolu (Grafik 3a). Kod AtCKX1 i
AtCKX2 transgenih biljaka kic¢ice CKX aktivnost je povecana i do 5,74 odnosno do 7,89
puta u odnosu na kontrolu. Ovi rezultati koji pokazuju ve¢u CKX aktivnost kod AtCKX2 u
odnosu na AtCKX1 transgene biljke kicice u skladu su sa ranije opisanim kod transgenih
biljaka A. thaliana (Werner i sar, 2003b). Pove¢ana CKX aktivnosti kod transgenih biljaka
ki¢ice takode je u skladu sa povecanjem koje je utvrdeno kod AtCKX transgenih biljaka
duvana kod kojih iznosi 2,6 — 10,4 puta u odnosu na kontrolu (Werner i sar, 2001) i kod
AtCKX transgenih biljaka krompira gde povec¢anje CKX aktivnosti iznosi 4,9 — 14,3 putau
odnosu na kontrolu (Raspor i sar, 2012). Za razliku od izdanaka, kod vecine analiziranih
AtCKX korenova kicice utvrdena je povecana CKX aktivnost (Grafik 3b). Ovi rezultati u
skladu su sa ranije objavljenim koji ukazuju na to da je geneticka transformacija duvana
AtCKX2 genom uzrokovala poviSenu enzimsku aktivnost kod anaiziranih korenova u
poredenju sa kontrolom (Werner i sar, 2001).

Kvantitativni RT-PCR je pokazao da je broj kopija AtCKX1 transkripata veéi u
korenovima nego u izdancima anaiziranih linija (Grafik 2a), sto je u skladu sa pove¢anom
CKX aktivnos¢u u korenovima AtCKX1 transgenih biljaka. Suprotno tome, broj kopija
AtCKX2 transkripata veéi je u izdancima nego u korenovima andiziranih linija (Grafik
2b), dok je pove¢ana CKX aktivnost zapazena kako u veéini izdanaka tako i u korenovima

svih analiziranih transgenih linija
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5.3.1. Citokininski profil netransformisanih biljaka ki¢ice iz kulture

in vitro

Regulacija brojnih fizioloskih procesa biljaka zavisi od koli¢ine citokinina u
biljnom tkivu. Da bi se §to bolje razumeo i objasnio uticagj CKX aktivnosti na citokininsku
homeostazu po prvi put je analizirana koli¢ina i sadrZaj ukupnih kao i pojedina¢nih grupa
endogenih citokinina netransfromisanih biljaka kicice. Posebno su analizirane sve 4 grupe u
koje su citokini podeljeni prema svojoj bioloskoj funkciji.

Bioaktivni citokinini (dobodne baze i ribozidi): U izdancima netransformisanih
biljaka kicice in vitro detektovano je prisustvo cZ i tZ kao i njihovih ribozida cZ9R i tZ9R.
Ocekivano je primetiti da tZ i tZ9R ima u vecoj koli¢ini u odnosu na cZ i cZ9R (Grafik
4a). Za razliku od izdanaka, u korenovima kicice in vitro nije detektovan cZ, ali njegov
ribozid jeste (Grafik 5a). Dobijeni rezultati o koli¢ini tZ-tipa citokinina u biljnom tkivu
ki¢ice u potpunosti se slazu sa podacima o dominaciji istog tipa citokinina kod A. thaliana i
duvana (Werner i sar, 2001, 2003a, 2003b; Miyawaki i sar, 2006). U izdancima kicice
primeceno je odsustvo iP-a, ai i prisustvo njegovog ribozida iP9R. Zarazliku od izdanaka,
u korenovima kicice in vitro nije detektovan cZ, dok je njegov ribozid uspesno detektovan.
Zajednicko za izdanke i za korenove je to da je u oba biljna organa odredeno prisustvo
DHZ-a, di ne i njegovog ribozida (Grafik 4ai 5a). Slican rezultat, odsustvo cZ i DHZ-a i
prisustvo njihovih ribozida, zapazen je i kod A. thaliana (Dwivedi i sar, 2010). Imajuéi u
vidu da su ribozidi prekursori slobodnih baza i da imau veoma vaznu ulogu u transportu
citokinina, dobijeni rezultati verovatno ukazuju na razli¢itu regulaciju citokininske
homeostaze kako u izdancima tako i u korenovima netransformisanih biljaka Kkicice.
Detekcija ribozida bi mozda mogla da ukaze 1 na tkivnu specifi¢nost odredenih tipova
citokinina. Ukupna koli¢ina slobodnih baza i ribozida u korenu povecana je u poredenju sa
izdankom, ai je njihov odnos isti (ukupni ribozidi su oko 3,5 puta veci od koli¢ine
slobodnih baza u oba biljna organa). Povecana koli¢ina bioaktivnih formi citokinina u

korenu ki¢ice mogla bi se objasniti samom sintezom citokinina u korenu. Zanimljivo je
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primetiti da 1P, supstrat sa najve¢im afinitetom za CKX, nije detektovan ni u izdancima ni u
korenovima netransformisanih biljaka kicice.

Kada su u pitanju forme za skladistenje citokinina (O-glukozidi) primecéen je
slican trend. U izdancima kicice in vitro dominira tZOG dok u korenu dominira cZ9ROG
(Grafici 4b i 5b). Kod tre¢e grupe citokinina odnosno kod neaktivnih formi citokinina
(7- i 9- glukozidi) takode je primeéena najveca koli¢ina tZ-tipa citokinina Zajednicko za
izdanke i za korenove je to da u oba biljna organa preovladava 7-glukozid (tZ7G) i 9-
glukozid (tZ9G) (Grafici 4c i 5¢). Ukupna koli¢ina 7- i 9- glukozida u izdanku veca je u
poredenju sa korenom, ali je njihov odnosisti tj. koli¢ina 9-glukozida je oko 8,5 puta veca
od koli¢ine detektovanih 7-glukozida. Dominacija tZ-tipa citokinina jedino nije primecena
kod Cetvrte grupe citokinina u koju spadaju citokininski nukleotidi tj. monofosfati. U
izdanku je primecena dominacija iPRMP-a, a u korenu cZRMP-a (Grafici 4d i 5d).
Prikazani rezultati ukazuju na evidentne razlike u biosintezi citokinina u izdancima i
korenovima netransformisanih biljaka kicice.

Neaktivne forme citokinina preovladavgu u izdancima i korenovima
netransformisanih biljaka kicice (Grafici 4ei 5e). Bioaktivne forme citokininaizmerene su
u najmanjoj koli€ini u izdanku. Medutim, u izdanku je takode zapazena 1,6 puta veca
koli¢ina formi za skladiStenje citokinina $to se eventualno moze objasniti mehanizmom
citokininske homeostaze kojim biljka sama reguliSe nivo citokinina u izdancima i
korenovima u odnosu na svoje potrebe. Suprotno izdancima, u korenovima je izmerena 2,6
puta veca koli¢ina bioaktivnih formi citokinina nego formi za skladisStenje citokinina. Ipak,
koli¢ina ukupnih endogenih citokinina 1,4 puta veca je u izdanku nego u korenu. Veca
koli¢ina endogenih citokinina u izdanku verovatno se moze objasniti transportom citokinina

u izdanak posle sinteze u korenu (Noodén i Letham, 2003).
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5.3.2. Sadrzaj endogenih citokinina i auksina kod odabranih AtCKX

transgenih linija kicice in vitro

Posle odredivanja CKX aktivnosti u razli¢tim biljnim organima odabranih AtCKX
transgenih linija kiCice in vitro, pracen je i uticaj aktivnosti ovog enzima na koli¢inu
ukupnih citokinina kao i razli¢itih citokininskih metabolita u razli¢itim biljnim organima.
Samo izdanci linije AtCKX1-29 pokazuju statisti¢ki znacajno smanjenje ukupnih citokinina
u izdanku u poredenju sa kontrolom, dok im je CKX aktivnost u nivou kontrole (Grafik 6a
I 3a). Medutim, za razliku od izdanaka, u svim analiziranim AtCKX1 korenovima dobijena
je povecana koli¢ina ukupnih citokinina (Grafik 6a). Ovaj rezultat na prvi pogled deluje
kontradiktorno s obzirom na to da je u korenovima AtCKX1 transformanata zapaZzena
povecéana CKX aktivnost (Grafik 3a) sto bi teorijski podrazumevalo i snizenu koli¢inu
ukupnih citokinina. Slican rezultat dobijen je i kod AtCKX2 transformanata (Grafik 6b).
Izdanci dve linije AtCKX2-26 i -29 pokazuju statisti¢ki znacajno smanjenje ukupnih
citokinina u poredenju sa kontrolom. Prethodno je odredeno da ova dva klona imaju
poveéanu CKX aktivhost u izdancima. Za razliku od izdanaka, u korenovima svih
analiziranih AtCKX2 transformanata odredeno je povecanje ukupnih endogenih citokinina.
Znaci, isti rezultat je dobijen i u korenovima AtCKX1 i AtCKX2 transformanata - povec¢ana
CKX aktivnost i porast ukupne koli¢ine endogenih citokinina. Ovo bi se moglo objasniti
time da CKX pojacava svoju aktivnost u prisustvu vece koli¢ine endogenih citokinina u
odredenom biljnom tkivu $to je pokazano kod krompira (Motyka i sar, 2003). Dobijeni
rezultati svakako su u skladu sa zapazanjem da su citokinini najzastupljeniji u biljnom
organu koji je dominantno mesto njihove sinteze tj. u korenu (Letham, 1994). Povecana
CKX aktivnost i porast ukupne koli¢ine endogenih citokinina moZe se objasniti i time $to
se zna da je CKX aktivnost u direktnoj vezi sa koli¢inom citokinina (Armstrong, 1994;
Jones i Schreiber, 1997; Kaminek i sar, 1997). Motyka i Kaminek (1990) su pokazali da se
CKX aktivnost znacajno povecava kod celija duvana koje su tretirane egzogenim
citokininima. Stimulisanje CKX aktivnosti takode je zapaZeno u slucaju povisenih

egzogeno primenjenih ili endogenih citokinina sto je pokazano kod ipt transgenih biljaka
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duvana (Zhang i sar, 1995; Motyka i sar, 1996; Redig i sar, 1997). MoZe se¢ re¢i da odnos
CKX aktivnosti i koli¢ine endogenih citokinina funkcioniSe po principu pozitivne povratne
sprege i da biljka sama reguliSe njihov odnos u cilju postizanja homeostaze citokinina u
¢elijama (Kaminek i sar, 1997; Zazimalova i sar, 1999).

Interesantno je bilo pratiti i uticg razlicite CKX aktivnosti na zastupljenost
pojedina¢nih grupa citokininskih metabolita u ukupnoj koli¢ini endogenih citokinina kako
u izdancima tako i u korenovima svih transgenih linija. Tako je pokazano da su nivoi
bioaktivnih formi citokinina, u koje spadaju sve slobodne baze i njihovi odgovarajuci
ribozidi, statisticki znacajno snizene u izdancima vecine anaiziranih transgenih AtCKX1
linija (Grafika 7a). Vazno je napomenuti daizdanci tri linije AtCKX1-29, -31i -39 kao i tri
linije AtCKX2-17, -26 i -31 imaju sniZene bioaktivne forme citokinina u izdanku iako
njihova CKX aktivnost nije poviSena u izdanku. Takode je uoceno da svih Sest pomenutih
linija ima povisenu CKX aktivnost u korenu. Ovo bi se mozda moglo objasniti time da se
citokinini vi$e razgraduju na mestu same biosinteze tj. u korenu i zbog toga manja koli¢ina
citokinina dospeva u izdanak kicice. Zarazliku od pomenutih, linija AtCKX1-5 ima sniZene
bioaktivne forme citokinina u izdancimakao i povisenu CKX aktivnost.

U korenovima samo jedne linije AtCKX1-29 zapazeno je statisticki znacajno
sniZenje bioaktivnih formi citokinina dok je u korenovima svih ostalih analiziranih AtCKX1
linija nivo bioaktivnih formi citokinina povisen (Grafik 7b). Statisticki znacajno snizenje
koli¢ine bioaktivnih citokinina kako u izdancima tako i u korenovima dobijeno je kod
vecéine analiziranih AtCKX2 linija (Grafik 8). Prethodno je pokazano da je u korenovima
transgenih AtCKX linijauocena pove¢ana CKX aktivnost, dok je koli¢ina bioaktivnih formi
citokinina promenljiva — opada kod samo jedne AtCKX1 linije (29) i kod ¢ak tri AtCKX2
linije (17, 26, 31). Snizenje koli¢ine bioaktivnih formi citokinina takode je uoceno kod
AtCKX transformanata duvana (Werner i sar, 2001) i kod krompira kultivara Désirée
(Raspor i sar, 2012).

U izdancima pojedinih linija koje pokazuju znac¢ajno snizen nivo bioaktivnih formi
citokinina utvrden je porast nivoa formi za skladistenje (AtCKX1-29, -31 i -39 i AtCKX2-
17). Porast nivoa citokininskih nukleotida uocen je kod dve transgene linije kicice —
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AtCKX1-39 i AtCKX2-31. Medutim, kod AtCKX1 linija koje imaju sniZzen nivo bioaktivnih
formi citokinina, u izdancima je uo¢en snizen nivo dok je u korenovima uocen povisen nivo
neaktivnih formi citokinina u odnosu na kontrolu (Grafik 7). Kod AtCKX2 linija nije
primecen isti sluc¢aj. Kod dve linije (AtCKX2-261 -31) uocen je snizen nivo, a kod korenova
dve AtCKX2 linije (26 i 29) detektovan je porast nivoa neaktivnih formi citokinina (Grafik
8).

Dobijeni rezultati pokazuju da ukoliko povecana ekspresija AtCKX gena kicice
uzrokuje pojacanu CKX aktivnost ne mora nuzno da dovede i do snizenja ukupne koli¢ine
endogenih citokinina. SniZenje bioaktivnih formi citokinina karakteriSe citokininske AtCKX
transformante. Povecanje nivoa ukupnih endogenih citokinina ki¢ice moze se objasniti
prvenstveno povecanjem koli¢ine formi za skladiStenje citokinina, neaktivnih formi
citokinina i citokininskih nukleotida. Na nivo bioaktivnih formi citokinina ne utice samo
CKX aktivnost nego i drugi mehanizmi regulacije i transporta citokinina kroz biljku.
Povecanje svake od ove grupe citokinina i pored snizenja nivoa bioaktivnih formi
citokinina, moze da dovede do povecanja ukupne koli¢ine citokinina. Najverovatnije, kod
AtCKX transformanata bioaktivne forme citokinina (koje su ujedno i ngjvazniji supstrati za
CKX) stalno bivaju degradovane od strane CKX enzima koji ima povecanu aktivnost.
Usled degradacije bioaktivnih formi citokinina, moZzemo pretpostaviti, da biljka stalno
dobija signal za de novo sintezu citokinina koji se dalje konvertuju u forme za skladistenje,
neaktivne forme citokinina kao i citokininske nukleotide. Analiza transgenih biljaka
krompira sorte Solara koje imaju poviSenu ekspresiju AtCKX1 gena pokazala je povecanu
koli¢inu formi za skladistenje citokinina (Hartmann i sar, 2011). Povecéana sinteza formi za
skladistenje kao i neaktivnih formi citokinina takode je pokazana i kod AtCKX2
transformanata krompira kultivara Désirée (Raspor i sar, 2012). Navedeni rezultati bi mogli
da ukazu da je povecana koli¢ina formi za skladiStenje i neaktivnih formi citokinina
uobicajena pojava kod biljaka koje se transformisu AtCKX genima. Sinteza svih navedenih
formi citokinina znacajno uti¢e i moze da opravda povecanje ukupne koli¢ine endogenih

citokinina AtCKX transformanata kigice.
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Promenjena citokininska homeostaza izazvana ekspresijom AtCKX gena kod
transgenih biljaka ki¢ice bez sumnje se odrazava i na metabolizam auksina sto rezultuje
prili¢no nepredvidivim promenama koli¢ine auksina u samom biljnom tkivu. lako endogeni
nivo citokinina nema jednoznacan efekat na promenu endogenog nivoa IAA, ipak se moze
re¢i da je odnos endogenih citokinina i auksina priliéno medusobno zavisan kod transgenih
biljaka kicice. Kod izdanaka dve od cetiri AtCKX1 linije, povecanje ukupnih endogenih
citokinina uti¢e na smanjenje endogenog nivoa |IAA u odnosu na kontrolu (Grafik 9a).
Kod korenova istih linija zapazen je isti odnos citokinina i auksina — koli¢ina endogenih
citokinina povecana je u odnosu na kontrolu dok je koli¢ina IAA smanjena (Grafik 9b). 1z
ovog bi se moglo zakljuéiti da kod transgenih AtCKX1 linija kicice, citokinini negativno
uti¢u na koli¢inu auksina tj. poviSen nivo citokinina uti¢e na smanjenje koli¢ine 1AA i
obrnuto, s§to je ve¢ potvrdeno ipt mutanata duvana i A. thaliana (EKIGf i sar, 1997;
Nordstrom i sar, 2004) i kod pls mutanata A. thaliana (Liu i sar, 2010). Dobijeni rezultati
nisu u skladu sa prethodno opisanim koji govore o tome da povecana CKX aktivnost
smanjuje nivo endogenih citokinina $to utice na sniZenje nivoa endogenih auksina kod A.
thaliana (Werner i sar, 2001; Jones i sar, 2010). Sa druge strane, odnos nivoa ukupnih
endogenih citokinina i 1AA pokazuje variranje u izdancima svih analiziranin AtCKX2
transformanata (Grafik 10a). Medutim, kod korenova svih transgenih AtCKX2 linija kicice
primeceno je smanjenje koli¢ina endogene TAA, bez obzira na povecanje ili smanjenje

nivoa ukupnih endogenih citokinina (Grafik 10b).

5.4. Morfoloska karakterizacija kontrolnih i transgenih linija

Kicice in vitro

Efekat citokinina na brojne fizioloske procese, ranijih godina je prevashodno
odredivan egzogenom primenom samih citokinina. Povec¢anje nivoa pojedinih endogenih
biljnog hormona, ukljucujuéi i citokinine, ubacivanjem stranog gena od interesa, moze da

uzrokuje nefiziolodke efekte. Zbog napomenutog razloga dobijanje transgenih biljaka koje
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imaju sniZen nivo citokinina smatra se veoma vaznim u boljem razjasnjavanju fiziolodkih

procesa koje su pod kontrolom pomenutih biljnih hormona (Faure i Howell, 1999).

5.4.1. Regeneracija i umnozavanje kontrolnih i1 odabranih AtCKX

transgenih linija kicice in vitro

Promena citokiniske homeostaze izazvana ekspresijom AtCKX gena u transgenim
biljkama ki¢ice uti¢e na smanjenje morfogenetskog potencijala kicice in vitro. Prosecan
broj spontano regenerisanih pupoljaka pojedinih transgenih AtCKX linija kicice je i do 13
puta manji od kontrole (Grafik 11). Ispitivanje regeneracije izdanaka transgenih biljaka
kicice vrseno je primenom kulture korenova koja moze da posluzi kao dobar model sistem
prilikom ispitivanja uticagja brojnih regulatora rastenja na mofrogenetske procese
(Bavanyos i sar, 2001). Suboti¢ i sar. (2009a) su opisali da primena Sest citokinina (KIN,
BA, 2iP, CPPU, TDZ, ZEA) razli¢itih koncentracija (0,01-3,0 uM) indukuje razsa
adventivnih pupoljaka kod hairy roots i netransformisanih korenova kicice in vitro pa se
moze zapaziti da egzogeno primenjeni citokini stimuliSu regeneraciju kicice u kulturi.
Dosadasnja istrazivanja pokazala su da egzogena primena sintetickih derivata feniluree
(TDZ i CPPU) stimuliSu razviée adventivnih pupoljaka vise nego adeninski tipovi
citokinina (BA i KIN) (Huettaman i Preece, 1993). Imaju¢i u vidu navedeno potpuno je
opravdano i razumljivo da se transgene AtCKX linije kicice slabije regeneri$u, a samim tim
I slabije umnozavaju u kulturi korenova. Ovg rezultat potpuno je u skladu sa regeneracijom
izdanaka DSCKX1 transformanata A. thaliana koja je u kulturi korenova znac¢ajno smanjena
u odnosu nakontrolu (Yang i sar, 2003b).

Zapaza se da su regenerisani AtCKX transformanti ki¢ice dosta sitniji od kontrole
(Slika 15). S obzirom na to da citokinini stimul$u ¢éelijske deobe, od AtCKX transformanata
koji imaju snizen nivo endogenih citokinina moze se i ocekivati da imaju redukovanu
povrsinu lista i da same biljke budu patuljaste (Gan i Amasino, 1995). Kod transgenih
biljaka ki¢ice u Kkulturi in vitro potvrdena je veoma vaZna i pozitivha uloga citokinina

tokom procesa morfogeneze.
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5.4.2. Prirast mase kontrolnih i odabranih AtCKX transgenih linija

kicice in vitro

Uzimajucu u obzir da citokinini uticu na morfogenezu in vitro, moze se pratiti i
promena sveze mase hiljnog tkiva. Rezultati ove disertacije ukazuju da vecina transgenih
AtCKX linija kicice nije pokazala znafajno odstupanje prirasta mase u odnosu na kontrolu
(Grafik 12). Jos je interesantnije napomenuti da je kod dve transgene linije koje inace
regenerisu ngmanji broj adventivnih pupoljaka (AtCKX1-39 i AtCKX2-31) zapazen
znacCajan prirast mase izdanaka u poredenju sa kontrolom posle 4 nedelje gajenja u kulturi
in vitro. Suprotno ovim rezultatima biomasa izdanaka DSCKX1 transformanata A. thaliana
posle samo 22 dana od zasgjavanja upola je manja u odnosu na netransformisane izdanke
(Yang i sar, 2003b). Pokazano je da, u poredenju sa kontrolom, egzogeno primenjeni zeatin
smanjuje prirast mase kalusnog tkiva DSCKX1 transformanata A. thaliana (Yang i sar,
2003b). Imajuci u vidu da egzogeno primenjeni citokinini uti¢u na smanjenje prirasta mase
od AtCKX transformanata bi se teorijski moglo ocekivati da imaju znacajan prirast mase $to
u praksi nije pokazano kod transgenih biljaka kifice kao ni kod izdanaka DSCKX1
transformanata A. thaliana (Yang i sar, 2003b)

5.5. Sadrzaj fotosintetickin pigmenata kontrolnih i odabranih AtCKX

transgenih linija kicice in vitro

Poznato je da senescenciju, izmedu ostalog, regulisu citokinini (Wilhelmovai sar,
2004) i da se opadanje nivoa hlorofila odavno koristi kao jedan od markera senescencije
(Jordi i sar, 2000; Stessman i sar, 2002; Jiao i sar, 2003; Weng i sar, 2005).

Porast koli¢ina ukupnog hlorofila (hlorofil a + b) kvantifikovan je kod vecine
transgenih AtCKX linija ki¢ice u odnosu na kontrolu (Grafik 14). Isti rezultat dobijen je i
kod svih andiziranih transgenih AtCKX2 linija duvana kod kojih su listovi duZe ostgjali
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zeleni za razliku od kontrolnih listovi koji su brze zuteli. Takode je primeéeno da koli¢ina
ukupnog hlorofila u listovima transgenog duvana opada vremenom (Mytinovai sar, 2006).

Odnos hlorofila a i b predstavlja vazan indikator adaptacije fotosintetickog aparata
biljke na uslove svetlosti (Lichtenhaler i sar, 1981). Uobicajen odnos hlorofila a i b kod
dikotiledonih biljaka je 3:1. U slucaju kontrolnih kao i listova transgenih linija ki¢ice in
Vitro zapazen je mnogo manji odnos hlorofila a i b nego §to je to uobi¢ajeno. Ovakav
rezultat bi se mozda mogao objasniti samim uslovima in vitro u kojima je svetlosni fluks,
iako konstantno kontrolisan, nizi nego u prirodi pa biljke moraju da se adaptirgu na uslove
svetlosti. Povecanje vrednosti odnosa hlorofila a i b u odnosu na kontrolu nije zapazeno ni
kod jednog AtCKX klona kicice (Grafik 13). Ve¢i odnos hlorofila ai b, zapazen jei u
kontrolnim listovima i u listovima AtCKX2 transgenog duvana (Mytinovai sar, 2006). 1z
navedenog rezultata moglo bi se zakljuditi da se tokom senescencije prvenstveno degraduje
hlorofil a. Isti rezultat dobijen je analizom hlorofila tokom starenja kotiledona pasulja
(Wilhelmovai sar, 1998).

Odnos ukupnih hlorofila i karotenoida predstavlja indikator svetlosti pod kojom
biljke rastu i razvijgu se (Lichtenhaler i sar, 1981). Kod bhiljaka koje rastu u prirodi, za
listove koji su izlozeni suncu odnos hlorofila i karotenoida obi¢no iznosi 4,2-5,0 odnosno
5,5-7,0 za listove koji su u senci. NizZe vrednosti odnosa ukupnih hlorofilai karotenoida su
indikator senescencije ili oSte¢enja fotosintetiCkog aparata biljke, Sto se narocito odrazava
na brzu degradaciju hlorofila. Listovi ¢iji odnos hlorofila i karotenoida iznosi 2,5-3,5
obi¢no su Zuto zelene boje i1 proces senescencije je u toku (Lichtenhaer i Buschmann,
2001). Svi AtCKX transformanti kicice dobijeni su i gajeni in vitro. Odnos ukupnih
hlorofila i karotenoida kontrolnih listova ki¢ice in vitro iznosi 7,87 + 0,89, a kod listova
AtCKX transgenih linija ovaj odnos je jo§ veci kod onih klonova kod kojih je odreden
poveéan nivo ukupnih hlorofila (Grafik 14). Na osnovu velike vrednosti odnosa hlorofilai
karotenoida, moZe se samo pretpostaviti da transgene AtCKX biljke kicice imaju odloZenu
senescenciju. Opisani rezultati u skladu su sa ranije opisanim kod transgenih AtCKX listova

A. thaliana i duvana koji su ostajali ¢ak i duze zeleni od listova netransformisanih biljaka i
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nisu pokazivali ubrzanu nego, nasuprot o¢ekivanjima, odloZzenu senescenciju (Werner i sar,
2003b; Mytinovai sar, 2006).

lako se zna da citokinini mogu odloziti senescenciju (Gan i Amasino, 1995),
saznanje da citokininski AtCKX transformanti ne ubrzavaju proces senescencije kao Sto se
oc¢ekivalo, bilo je prili¢no iznenadujuc¢e. Na osnovu svega izloZzenog moze se pretpostaviti
da je sniZenje citokinina svakako jedan od preduslova, ali ne i sam signal za pocetak

senescencije.

5.6. Sekundarni metaboliti Ki¢ice in vitro

Do sada nema literaturnih podataka o genetickoj transformaciiji kicice pomocu
A.tumefaciens, a samim tim nema ni podataka o sekundarnim metabolitima biljaka kiice
koje su na ovaj nacin geneti¢ki transformisane. Upravo zbog toga rezultati ove disertacije
pruzaju vazne i nove informacije o uticgju izmenjenog nivoa endogenih citokinina na
proizvodnju sekundarnih metabolita kicice.

Na osnovu spektralnih karakteristika jedinjenja koja su detektovana u metanolnom
ekstraktu izdanaka i korenova kicice iz prirode, utvrdeno je prisustvo sekoiridoida,
sverciamaring, genciopikrina i sverozida, kao i prisustvo ksantona, eustomina i
demetileustomina (Slike 22 i 23). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Schimmera i
Mauthnera koji su 1996. godine u hadzemnom delu kicice i u korenu detektovali prisustvo
istih sekundarnih metabolita

Ranijim istrazivanjima je pokazano da u izdancima i korenovima kicice iz prirode
dominira sverciamarin, dok u izdancima i korenovima biljaka gajenih in vitro dominira
genciopikrin, asverciamarin je detektovan samo u tragovima (Van der Sluis, 1985a, 1985b;
Jankovi¢ i sar, 1997, Piatczak i sar, 2005). Rezultati ove disertacije samo se delimi¢no
sazu sa prethodnim rezultatima, gde je pokazano da je sverciamarin dominantna
komponenta samo u kontrolnim izdancima iz prirode i kulture, a takode i u svim

analiziranim AtCKX izdancima in vitro. Medutim, sverciamarin u korenovima svih
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kontrolnih i transformisanih biljaka kicice nije dominantan sekoiridoid kao §to je to slucaj u
izdancima.

Medutim, iako su u izdancima i korenovima kicice detektovani isti sekoiridoidi,
zapazena je promena njihovog sadrzgja. Izmedu izdanaka kicice iz prirode i1 kulture nema
statisti¢ki znacajne razlike u koli¢ini produkovanog sverciamarina. Skoro sve anaizirane
transgene AtCKX linije, imaju sniZenu produkciju sverciamarina u poredenju sa kontrolnim
izdancima iz kulture i prirode (Grafik 15). Sadrzg detektovanog sverciamarina i
genciopikrina u kontrolnim korenovima iz kulture i prirode priblizno je ista, dok je u
kontrolnim korenovima iz kulture sadrzaj genciopikrina duplo ve¢i u poredenju sa
sadrZzagjem sverciamarina (Grafik 16). Takode ja zapaZeno da Se sve analizirane transgene
AtCKX linije odlikuju smanjenjem sadrZaja sverciamarina u odnosu na kontrolne korenove
iz prirode i korenove gajene in vitro. U pojedinim linijama sverciamarin se detektuje samo
u tragovima. Isti odnos sadrzaja dobijen je i za genciopikrin. Sve analizirane transgene
AtCKX linije produkuju manji sadrzaj genciopikrina u odnosu na korenove gajene in vitro i
korenove iz prirode. U pojedinim linijama genciopikrin se takode detektuje samo u
tragovima (Grafik 16).

Jankovi¢ i sar. (1997) i Piatczak i sar. (2005) su na osnovu sadrzagja sverciamarina
koji je veci od genciopikrina kako u izdancimatako i korenovima kicice zakljucili da uslovi
in vitro uti¢u na smanjenje produkcije ovog gorkog jedinjenja. Medutim, rezultati ove
disertacije ukazuju na to da uslovi in vitro samo u korenu kicice stimuliSu povecanu
akumulaciju genciopikrina. Rezultate potpuno suprotne ovima dobili su Jankovié i sar.
(1997) koji su pokazali da se genciopikrin u veéem sadrzaju sintetiSe samo u izdancima
ki¢ice invitro u odnosu naizdanke iz prirode.

Geneticke transformacije mogu da uti¢u na produkciju sekundarnih metabolita
ki¢ice. Pokazano je da transformisani korenovi kicice, koji su dobijeni inokulacijom
pomocu A. rhizogenes (soj A4AM70GUS), produkuju samo ksantone odnosno ne produkuju
nijedan sekoiridoid (Jankovi¢ i sar, 2002). Takode postoji literaturni podatak koji govori o

tome da transformisani izdanci kicice inokulisani pomocu A. rhizogenes (soj LBA9402)
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sintetiSu dva puta vecu koli¢inu ukupnih sekoiridoida u odnosu na netransformisane
izdanke (Piatczak i sar, 2006).

Iz svih navedinih rezultata koji su prikazani teSko je doneti samo jedan
sveobuhvatan zaklju¢ak o sadrzaju sintetisanih sekundarnih metabolita u AtCKX
transgenim biljkama kicice in vitro. U svakom sluéaju, moZze se re¢i da geneticka
transformacija ki¢ice AtCKX genima bez sumnje uti¢e na sekundarni metabolizam ove
biljne vrste s obzirom na to da je koli¢ina produkovanog sverciamarina u izdancima svih
transgenih linija manja u poredenju sa izdancima gajenim in vitro koji imaju priblizno isti
sadrZg) sverciamarina u poredenju sa izdancima iz prirode (Tabela 22.). Sa druge strane,
veoma je zanimljivo primetiti da je kod izdanaka, ali ne i korenova, veéine transgenih
AtCKX linija stimulisana produkcija genciopikrina. Sve transgene i kontrolne biljke in
vitro gajene su pod istim uslovima temperature i svetlosti i zbog toga se moze pretpostaviti
da ova promena u sadrzaju sekundarnih metabolita moze biti posledica same geneticke
transformacije koja predstavlja neku vrstu stresa za biljku. MozZe se pretpostaviti da stres
izazvan genetickom transformacijom uti¢e na promenu metabolizma koji ide u pravcu
poveéane produkcije genciopikrina. U metabolickom putu iridoida, genciopikrin nastaje od
sverciamarina tako da je povecana akumulacija genciopikrina u AtCKX izdancima
transformanata kicice u skladu sa snizenim sadrzajem Sverciamarina. Nagverovatnije,
povecana aktivnost enzima koji prevodi sverciamarin u genciopikrin utice na poviSen
sadrZaj genciopikrina.

Eustomin se u kontrolnim izdancimakicice in vitro sintetise u duplo veéoj koli¢ini u
odnosu na izdanke iz prirode. Primecuje se da izdanci veline analiziranih transgenih
AtCKX linija kicice proizvode vise eustomina u odnosu na izdanke iz prirode, ali manje u
odnosu na kontrolne izdanke in vitro. Porast sadrzagja eustomina u odnosu na izdanke iz
kulture, uocen je samo kod linije AtCKX1-29 dok je odsustvo detekcije eustomina u
izdancima zapazeno samo kod AtCKX1-39 (Grafik 16). U kontrolnim izdancima in vitro
zapazen je pet puta veéi sadrzagj demetileustomina u odnosu na kontrolne izdanke iz
prirode. Kao i u slu¢aju eustomina, izdanci svih analiziranih transgenih AtCKX linija kicice

imaju veéi sadrza] demetileustomina u poredenju sa kontrolnim izdancima iz prirode, ali
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manje u poredenju sa kontrolnim izdancima in vitro. Samo izdanci linije AtCKX2-31 imaju
znacajno povecan sadrZzg] demetileustomina u poredenju sa izdancima gaenim in vitro
(Grafik 17).

Utvrdeno je da se priblizno jednak sadrzaj eustominai demetileustomina sintetise u
korenovima iz prirode. Uslovi in vitro stimulisu proizvodnju ksantona u korenovima, tako
da se sadrZzg) eustomina povecava deset, a demetileustomina tri puta u odnosu na korenove
iz prirode. Sadrzgj eustomina i demetileustomina u korenovima odgovara sadrZzaju
pomenutih ksantona u izdancimatj. veéi je u skoro svim transgenim AtCKX linijamakicice
u poredenju sa kontrolom iz prirode, ali je manji u odnosu nakontrolu iz kulture.

Veci sadrzag] demetileustomina u odnosu na kontrolne izdanke iz prirode, ali manji u
odnosu na kulturu in vitro detektovan je kod korenova linije AtCKX2-31. U izdancimaiste
linije takode je uoceno znacajno povecanje sadrzaja demetileustomina. Ranije je pokazano
da ova transgena linija ima pove¢anu CKX aktivnost, a takode i snizenu koli¢inu
bioaktivnih formi citokinina kako u izdanku tako i u korenu. Koli¢ina oba ksantona, veéa
¢ak i od vrednosti dobijenih kod kontrolnih korenova u kulturi, potvrdena je kod linije koja
ve¢ ima povecan sadrzg eustomina u odnosu na izdanke iz prirode, ato je linija AtCKX1-
29 (Grafik 18). Veoma je interesantno napomenuti da baS ova transgena linija u
korenovima ima poveéanu CKX aktivnost, a takode i snizen nivo bioaktivnih formi
citokininai uizdanku i korenu.

Svi navedeni rezultati ukazuju da je produkcija ksantona u uslovima in vitro
stimulisana kako u izdancimatako i u korenovimakicice. Dobijeni rezultati u potpunosti se
dazu sa podacima koje su dobili Jankovi¢ i sar. (2000). Oni su pokazali da izdanci i
korenovi ki€ice in vitro imaju povec¢anu produkciju ksantona u odnosu nabiljke iz prirode.

Uzimajuci u obzir da je ki¢ica na mnogim stanistima proredena pa cak i iskorenjena,
smatra se ugrozenom biljnom vrstom. Pojedine transgene AtCKX linije kicice koje imau
povecanu koli¢inu eustomina i/ili demetileustomina predstavljaju vrlo pogodnu alternativu
zaizolaciju ovih sekundarnih metabolitai dalje ispitivanje njihovih razli¢itih farmakoloskih

destava, i to bez ugrozavanja zastupljenosti ove biljne vrste sa njenih prirodnih stanista.

135



Zakljucci

6. ZAKLJUCCI

1. Kultura netransformisanih korenova Centaurium erythraea Rafn. uspeSno je
uspostavljena MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja in vitro. U kulturi

korenova kicice izdanci se spontano regenerisu.

2. UnoSenje AtCKX1 i AtCKX2 gena, radi dobijanja biljaka sa snizenim nivoom
endogenih biljnih hormona citokinina, uspesno je izvrSeno pomocu dva bakterijska
soja Agrobacterium tumefaciens GV 3101 koji nose pBinTX plazmid sa jednim od
dva pomenuta gena. Odsecci korenova predstavljaju pogodne eksplantate za
transformaciju, jer u kulturama inokulisanih korenova dolazi do spontane
regeneracije transgenih biljaka. Transformacija biljnog materijala potvrdena je
genomskom PCR i gRT-PCR analizom. Genetickom transformacijom kicice
pomocu A. tumefaciens GV3101 po prvi put je potvrdena osetljivost ove biljne vrste
na infekciju ovom bakterijom, S$to svakako otvara Siroke moguénosti za dalje

geneticke modifikacije ovom lekovitom biljnom vrstom.

3. Povecana CKX aktivnost u izdancima, u odnosu na kontrolu, uspesno je potvrdena
kod jedne AtCKX1 i cetiri AtCKX2 transgene linije. Za razliku od izdanaka, kod
korenova vecine analiziranih transgenih AtCKX linija ki¢ice uoéena je povecana
CKX aktivnost koja se, u odnosu na kontrolu, kod biljaka kod kojih je ugraden
AtCKX1 gen poveéava i do 5,74 odnosno do 7,89 puta kod biljaka kod kojih je
ugraden AtCKX2 gen.

4. Analizirana je koli¢ina i1 sadrzaj ukupnih kao i1 pojedina¢nih grupa endogenih
citokinina netransfromisanih biljaka kicice ¢ime je, po prvi put, odreden citokiniski

profil kicice in vitro.
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5. Pokazano je da ekspresija AtCKX gena kod transgenih biljaka kiCice menja
metabolizam citokinina. CKX aktivnost varira u transgenim AtCKX linijama kicice,
a samim tim varira i koli¢ina ispitivanih endogenih citokinina. Ipak, moguce je
zakljuciti da je dobijenajednalinija AICKX1-29 i tri linije AtCKX2-17, -26, -31 kod
kojih je, kako u izdanku tako i u korenu, odredeno znacajno smanjenje
najznacajnijih, bioaktivnih, formi citokinina od kojih zavise brojne fizioloske

funkcije.

6. Potvrdeno je da se promene u metabolizmu citokinina, izazvane ekspresijom AtCKX
gena kod transgenih biljaka ki¢ice, bez sumnje odraZavgju i na endogeni nivo
auksina tj. koli¢inu endogene IAA kako u izdancima tako i korenovima. Medutim,
ilako promenjena citokininska homeostaza nema jednoznacan efekat na promenu
endogenog nivoa lAA, ipak se moze reci da je odnos endogenih citokininai auksina
prilicno medusobno zavisan kod transgenih biljaka kicice. Analiza transgenih
AtCKX1 linija kicice je pokazala da povecana koli¢ina endogenih citokina rezultuje
smanjenom koli¢inom endogene IAA. Sa druge strane, odnos koli¢ine ukupnih
endogenih citokinina 1 IAA pokazuje znacajno variranje u izdancima i korenova

svih andliziranih AtCKX2 transformanata.

7. Pokazano je da ekpresija AtCKX gena utice i na neke morfoloske parametre
transformisanih biljaka kicice. Pored toga $to su transformanti sitniji od kontrolnih
biljaka, primeceno je i da promenjena citokininska homeostaza uti¢e na smanjenje
morfogenetskog potencijala kiCice. Takode je pokazano da kolicina endogenih
citokinina kod vecine transgenih AtCKX biljaka kiCice ne utiCe na znacajno

odstupanje prirasta mase u odnosu na kontrol u.

8. Kod vecine transgenih AtCKX linija ki¢ice kvantifikovan je porast koli¢ina ukupnog
hlorofila (hlorofil a + b) u odnosu na kontrolu. U slu¢aju kontrolnih kao i listova

transgenih linija ki¢ice in vitro zapazen je mnogo manji odnos hlorofila ai b nego
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10.

11.

Sto je to uobicajeno. Kod listova svih analiziranih AtCKX transgenih linija kicice
takode je zapaZena velika vrednost odnosa hlorofila i karotenoida. Na osnovu svega
izlozenog moze se samo pretpostaviti da transgene AtCKX biljke kicice imaju

odloZenu senescenciju.

Kicica u kulturi in vitro produkuje sekundarne metabolite koji su karakteristi¢ni za
ovu biljnu vrstu u prirodi. Sadrzgj sekoiridoidnih komponenti biljaka gajenih in
vitro ne razlikuje se mnogo u odnosu na biljke iz prirode dok se sadrza] ksantonskih

jedinjenja znacajno povecéava kod biljaka gajenih u uslovimain vitro.

Transgene AtCKX biljke ki¢ice takode sintetiSu sekoiridoide i ksantone s tim da
vedina transgenih linija produkuje manji sadrzg sekoiridoida u odnosu na biljke
ggene in vitro i biljke iz prirode. Pove¢an sadrza ksantona detektovan je u
izdancima i korenovima skoro svih analiziranih transgenih AtCKX linija ki¢ice u
poredenju sa kontrolnim uzorkom iz prirode, ai je manji u odnosu na kontrolni
uzorak iz kulture. Od svih dobijenih transgenih biljaka ki¢ice moze se izdvojiti
linija AtCKX1-29 koji ima vec¢i sadrzg] ksantona u odnosu na kontrolne korenove i

iz prirodei kulturein vitro.

Ksantoni, koji pored sekoiridoida spadaju u glavne sekundarne metabolite kicice,
danas predstavljaju znacajan izvor za proizvodnju mnogih novih lekova. Upravo
zbog toga AtCKX transgene biljke ki¢ice mogle bi biti dobar izvor biljnog
materijala za izolaciju ksantona i njihovu primenu u ispitivanju antimikrobne

aktivnosti kao i u proizvodnji farmakoloski aktivnih supstanci.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

[loTnucaHu-a MwunaHa TpudyHoBuh
©poj ynuca EA060014
UsjaBmbyjem

Aa je [JOKTOpCKa AncepTaumja noa Hacnosom

[eHeTnyka TpaHcdopmaumija knuuue (Centaurium erythraea Rafn.)

AtCKX1 n AtCKX2 reHuma

® pe3ynTtaTt CONCTBEHOr UCTPaXkuBayKor paga,

* [anpeanoxeHa guceptauuja y LEIMHA HU y AernoBUMA Huje Buna npeanoxeHa
3a fobujake Buno koje AuMNNMOME npema CTyAWCKAM Nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKOFICKUX YCTaHOBa,

* [lacy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBedeHU U
* /Aa HMCam KpLuMo/na ayTopcka fpaBa M KOPUCTUO MHTEMEKTyarHy CBOjUHy

Apyrux nuua.
MoTnuc pokTopaHaa

ﬁ?uﬂi\ 3}\-\0&@6]\ dluv«cme\,

Y Beorpagay, 18.04.2012.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 uctoBeTHOCTU WITaMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje OKTOPCKOr paaa

Mme 1 npesume ayTtopa MwunaHaTpudyHosuh

Bpoj ynuca EA060014

Cryaujckm nporpam dusmonoruja n MmonekynapHa buonorvja Gurbaka

Hacnos paga eHeTnyka TpaHcdhopmaumia kuuuue (Centaurium erythraea Rafn.)

AtCKX1 un AtCKX2 reHuma

MeHTOp ap AxdrenvnHa CyboTuh

[loTnucaHu MwunaHaTpudyHoBuh

u3jaBrbyjem fa je wramnaHa Bepanja MOr JOKTOPCKOr pafa WCTOBETHA EreKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npejao/na 3a objaBrbvBake Ha noptany [AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y Beorpany.

Hossorbasam aa ce objaBe MoOjU NUYHWM NMoAaAUM Be3aHu 3a Aobujarbe akageMcKor
3Barba [IOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy MMe U npesnme, roamHa v Mecto pofewa u aatym
onbpaHe paga.

OBn nnuHuM nojaun mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHWM CTpaHuLama AuruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckoM kaTtanory v y nybnukauvjama YuusepauteTa y Beorpaay.

MoTnuc goktopaHaa

Y beorpagy, 18.04.2012.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhekmy

Oenawhyjem Yuusepautetcky GuGnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh® aa y AurutanHu
penosuTopujym YHusepauteta y Beorpagly yHece Mojy AOKTOpCKy AMCEpTaLMjy nog
HacrnoBom:

[eHeTuyka TpaHcdopmauvia kuunue (Centaurium erythraea Rafn.)

AICKX1 n AtCKX2 rennma

Koja je Moje ayTopcko aeno.

AvcepTauujy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTpOHCKOM dhopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpaH-e.

Mojy [oKTOpCKy AucepTauujy noxparseHy y Jurutanyu penosuTopujym YHuBEp3uTeTa
y beorpaay mory fa kopucTte cBw Kkoju nowwTyjy oapeabe caapkaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajearuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oAny4una.

@ AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUjarnHO

3. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6es npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AENUTA NOA UCTUM YCNIOBUMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AenuTV Noa UCTUM yCroBUMa

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jegHy of LuecT MOHYNEHNX nuueHUMn, KpaTak onuc
nuvueHum aart je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc poktopaHaa

Y beorpagay, 18.04.2012.
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1. AyTopcTBO - [l03BOrbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYUM)y U jaBHO caonwiTasake
[ena, u npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH oA cTpaHe ayTopa
UnW aaBaoua NuueHLe, Yak u y komepuujanHe capxe. OBo je HajcrnoboaHuja of CBUX
NULIEHLN.

2. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo. [Jo3eorbasate yMHOXaBarbe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwiTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua muuerue. OBa nuueHUa He A03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby agena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6es npepage. [lo3Borbaeate YMHOXaBate,
aucTpubyunjy 1 jaBHO caonwTasawe fAena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WU
ynotpeBe fena y CBOM fery, ako Ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH ofpefleH oA
cTpaHe ayTopa wunu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BO/baBa komepumjanHy
ynoTtpeby fena. Y oAHOCY Ha CBe ocTane fMueHue, OBOM NULEHLIOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu 0bum npaea kopulhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuT noa ucTum ycnosuma. [lossorbasate
YMHOXaBatrbe, AMCTpUBYLMjy W jaBHO caoniiTasarwe Aena, v npepaje, ako ce Haeeae
“Me ayTopa Ha HauuH oapeheH oA CTpaHe ayTopa Wiu AaBaoua NvueHLe U ako ce
npepaga AucTpubywpa noa MCTOM WU ChnyHOM fmueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbasa Komepuwjandy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBarbe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caoniuTaBame gena, 6es npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe aenay csom aeny,
aKo ce Haeeae UMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of CTpaHe ayTopa wnu Aaeaoua
nuueHue. OBa nNuueHua 103Borbasa koMmepuujaniy ynotpedy gena.

6. AyTOpCcTBO - AenuTu nog ucTuMm ycrosuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBake,
AvcTpubyuumjy 1 jaBHO caoniiTaBamwe Aena, 1 npepane, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
~ HauuH ogpefleH oa CTpaHe aytopa Wnv fAasaoua JMUEHUE W ako ce npepaja
aucTpubyupa nopg WCTOM MMM ClMYHOM  nuueHuoM. OBa nuueHua [o03BOrbasa
komepuujanHy ynoTtpeby gena u npepaga. CrnvyHa je cOTBEpCKMM nuLleHuUama,
OHOCHO NnuLEeHLaMa OTBOPEHOT Koaa.
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