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Ekspresija gena za inhibitor serinskih proteinaza (BvSTI) Secerne repe

(Beta vulgaris L.) i uloga u otpornosti na insekte

REZIME

Biljni inhibitori proteinaza aktivno ucestvuju u odbrani biljaka od insekata Stetocina
inhibirajuéi insekatske digestivne proteinaze. In planta analiza ekspresije BvSTI gena koji
kodira inhibitora serinskih proteinaza uradena je sa ciljem otkrivanja uloge ovog
inhibitora u otpornosti biljaka Se¢erne repe na insekte, kao i radi utvrdivanja potencijala
ovog gena kao pogodnog kandidat-gena koji bi se biotehnoloSkim metodama mogao uvesti
u osetljive biljne genome, ¢ime bi se povecala njihova otpornost prema insektima
StetoCinama. Ekspresija BvSTI gena pracena je kod tri genotipa SeCerne repe koji se
odlikuju umerenom otpornoséu prema larvama Stetocine korena Tetanops myopaeformis
Roder, F1016, F1015 i UT-8, kao i kod jednog osetljivog genotipa, F1010. Kod svih
otpornih genotipova mehanic¢ko povredivanje indukovalo je ekspresiju ovog gena, a nivo
transkripcije bio je poviSen u poredenju sa nivoom kod osetljivog genotipa. Najintenzivniji
odgovor na povredivanje zabeleZen je kod otpornih genotipova F1016 i UT-8. U listovima
osetljivog F1010, ali i treCeg otpornog genotipa F1015, registrovan je samo neznatni
porast u intenzitetu BvSTI transkripcije, dok je u korenovima ova dva genotipa mehanicko
povredivanje dovelo do blage pocetne supresije u aktivnosti BvSTI gena. Akumulacija
BvSTI transkripata u listovima i korenovima otpornog F1016 i osetljivog F1010 kojima su
se hranile larve Spodoptera frugiperda ].E. Smith pokazala je slican obrazac ekspresije kod
oba genotipa. U poredenju sa transkripcionim obrascima dobijenim nakon mehanilckog
povredivanja, ishrana insekata dovela je do znatno sporije indukcije i slabijeg intenziteta
transkripcije. Analize na proteinskom nivou pokazale su da nakon povredivanja listova
dolazi do akumulacije proteina velicine 30 kDa za koji su se vezala poliklonalna BvSTI
specificna antitela kako kod otpornog F1016, tako i kod osetljivog F1010 genotipa.
Aktivnost BvSTI inhibitora protiv tripsina pokazana je kod F1016 korenova i listova, kao i
kod F1010 listova. U F1010 korenovima aktivnost BvSTI inhibitora nije detektovana.

U biotestu u kome je ispitivana otpornost pojedina¢nih genotipova na larve S. frugiperda
koriS¢ena su sva Cetiri genotipa Secerne repe kod kojih je pokazano da povredivanje utice
na ekspresiju BvSTI gena. Larve koje su se hranile listovima sva tri otporna genotipa bile

su statisticki znacajno lakse od larvi koje su hranile osetljivim F1010 listovima. Prelaskom



larvi u stadijum lutke statisticki znacajne razlike u masi madu larvama koje su se hranile
listovima razli¢itih genotipova su se izgubile i sve lutke su bile sli¢nih masa. Larve koje su
se hranile korenovima Secerne repe bile su u proseku dvostruko lakse od larvi sa listova, a
lutke koje su se razvile iz njih osim $to su bile znacajno lakse bile su i obavijene hitinskim
omotalem znatno svetlije boje. U nekoliko slucajeva zabeleZene su i morfoloske
abnormalnosti kod lutki razvijenih iz larvi koje su se hranile rezistentnim sa F1016 i
F1015 listovima.

Obrazac indukcije promotorskog regiona BvSTI gena pracen je u transgenim biljkama
duvana kod kojih se pod kontrolom ovog promotora nalazio reporter GUS gen. Kod mladih
in vitro gajenih biljaka nezavisno razvijenih T2 linija duvana ekspresija GUS gena bila je
viSe konstitutivna. S druge strane, kod starijih biljaka gajenih u staklari mehanicko
povredivanje, kao i povredivanje nastalo ishranom S. frugiperda larvi, indukovali su
lokalizovanu ekspresiju GUS gena samo na mestu povredivanja u listovima i korenovima.
Pokazana korelacija izmedu stepena otpornosti genotipova Secerne repe i nivoa ekspesije
BvSTI gena upucuje na zakljucak da je ovaj gen ucestvuje u mehanizmima odbrane protiv
herbivornih insekata, te se smatra da moze biti korisS¢en u biotehnoloskim procesima
unapredivanja otpornosti na insekte kod biljaka. Takode, promotorski region BvSTI gena
pokazao je inducibilnu prirodu ekspresije i moze biti pogodan za kontrolisanu ekspresiju

transgena u listovima i korenovima biljaka kao prva linija odbrane od insekata Stetocina.

Klju¢ne reci: Otpornost prema insektima; Inhibitor serinskih proteinaza; BvSTI gen;

Secerna repa; Inducibilni genski promotori; transgeni duvan; Spodoptera frugiperda
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Expression of sugar beet (Beta vulgaris L.) serine proteinase inhibitor gene

(BvSTI) and the role in insect resistance

ABSTRACT

Plant proteinase inhibitor genes are among the prime candidates suitable for insect
resistance improvement in plants. Expression pattern of a sugar beet serine proteinase
inhibitor gene, BvSTI, was characterized in response to mechanical and fall armyworm
(Spodoptera frugiperda ].E. Smith) induced wounding. BvSTI expression was analyzed in
three breeding lines moderately resistant to sugar beet root maggot (Tetanops
myopaeformis Roder.) and in a susceptible line, F1010. Increased mechanical wounding
induced levels of BvSTI expression were observed in all resistant lines as compared to
F1010. The most intensive response to wounding was observed in resistant lines, F1016
and UT-8, with a maximum up to 4- and 2,5-fold increase of BvSTI transcript levels over
non-wounded roots and leaves, respectively. In contrast, slight increase of BvSTI transcript
levels in leaves and even an initial decrease in roots were observed in sensitive F1010, but
also in the third resistant line, F1015. BvSTI transcript accumulation in F1016 and F1010
tissues wounded by FAW showed a similar gene expression pattern, but it was delayed
and less intense than the response incited by abiotic wounding. On the protein level,
BvSTI-specific polyclonal antibodies confirmed increased accumulation of the 30 kDa
BvSTI protein in wounded leaves but not in roots of F1016 and F1010. Using trypsin
inhibition assays, the activity of BvSTI was confirmed in F1016 roots and leaves and
F1010 leaves. In F1010 roots BvSTI activity was completely lacking.

To confirm the potential role of the BvSTI gene in defending mechanisms to insect pests in
sugar beet the same analyzed germplasm were bioassayed for resistance to fall armyworm
insects. Larvae fed sugar beet leaves from all three resistant germplasms (F1016, F1015
and UT-8) had significant reductions in larval weights as compared to larvae fed on
sensitive F1010 leaves. The observed daily weight increase was also the highest in larvae
from sensitive vs. resistant leaves. As the larvae entered the pupal stage, pupal sizes did
not reflect the overall larval weights and all developed pupae were similar. Larvae fed on
roots were almost double lighter than larvae from leaves for all analyzed gemplasms.
Some developmental abnormalities of the pupae fed on F1016 and F1015 leaves were

noted.



Since identification of gene promoters that are specifically activated in response to
wounding or pest attack will facilitate regulated transgene expression in plants, we
examined the induction pattern of a sugar beet promoter derived from the BvSTI
proteinase inhibitor gene. BvSTI promoter was previously fused to the B-glucuronidase
(GUS) reporter gene and transferred to Nicotiana benthamiana plants. GUS activity driven
by BvSTI promoter was evaluated in independently derived BvSTI transgenic tobacco T2
homozygous progeny. Mechanical wounding and fall armyworm larval feeding induced
GUS gene expression in tobacco leaves and roots that was localized at the wound site in
mature tobacco tissues.

Based on our results we can conclude that BvSTI gene expression was wound induced in
the insect resistant germplasm suggesting that this gene can be used in biotechnological
approaches or in breeding programs for improving insect resistance. Observation of GUS
gene activity at the wound site in transgenic tobacco indicates that the BvSTI promoter is
inducible in these tissues and, therefore, should prove useful for expressing resistance

transgenes in leaves and roots as a first line of defense against plant pests and pathogens.

Keywords: Insect resistance; Serine proteinase inhibitor; BvSTI gene; Sugar beet;

Inducible gene promoters; transgenic tobacco; Spodoptera frugiperda

Scientific field: Biology

Specific scientific field: Plant physiology
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ANOVA analiza varijanse

AP alkalna fosfataza

APNE N-acetil-DL-fenilalanin 3-naftil estar

BCIP 5-bromo-4-hloro-3-indolilfosfat

BSA govedi serum albumin; eng. bovine serum albumin
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cDNK komplementarni lanac dezoksiribonukleinske kiseline

CDP kinaze eng. calcium-dependent protein kinase

DMSO dimetil sulfoksid

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

dNTP dezoksiribonukleotid trifosfati

DTT ditiotreitol

EST eng. expressed sequence tags

FAO Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija
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1. Uvod

1.UVOD

Pre 400 miliona godina biljke su se razvile u terestrijalne forme. Tokom
narednih 40 miliona godina gusta vegetacija prepokrila je velike oblasti na Zemlji,
a istovremeno je doslo i do intenzivne evolucije kopnenih artropoda medu kojima
se ve¢ od samog pocetka izdvajaju po brojnosti i raznovrsnosti insekti. Tokom
ovako duge koevolucije ove dve grupe organizama razvile su Citav niz razli¢itih
interakcija koje s jedne strane mogu doneti korist obema stranama ili pak biti
Stetne za jednu od grupa. Ove interakcije intenzivirale su se narocito u doba
kenozoika, kada su cvetnice pocele da prevladavaju medu vegetacijom na Zemlji i

kada su se insekti izdvojili kao veoma znacajni opraSivaci (Bernays 1998).

Odnosi izmedu biljaka i insekata cesto predstavljaju izuzetno sloZene
dinamicke sisteme medusobnih interakcija promenljivih u odnosu na brojne
faktore. Na primer, cvetove duvana Nicotiana attenuata oprasuju adulti duvanskog
moljca Manduca sexta, dok larveni stadijumi ovog leptira predstavljaju vrlo
prozdrljive herbivore koji se izmedu ostalog hrane i listovima duvana. Pokazano je
da biljke duvana na veoma sofisticiran nacin reguliSu emitovanje isparljivih
atraktanata kojima privlace polinatore i akumulaciju nikotina u listovima, kojim se
brane od herbivora. Tokom no¢i kada su moljci aktivni, a larve prelaze u fazu
mirovanja, cvetovi ostaju otvoreni i pojacava se emisija isparljivih jedinjenja, dok
se koncentracija nikotina drasticno sniZava (Euler i Baldwin 1996; van Dam i sar.

2000).

Kao primer pozitivnih, tzv. mutualistickih interakcija, svakako treba navesti
opraSivanje, koje donosi benefit obema stranama - insektima biljke obezbeduju
hranu u vidu cvetnog nektara, a biljkama kroz raznoSenje polena insekti
omogucavaju efikasan nacin seksualnog razmnoZavanja. Smatra se da se skoro
90% svih cvetnica opraSuje Zivotinjama, medu kojima su najbrojniji i najznacajniji
oprasivaci insekti (Ollerton i sar. 2011). Takode, poznati su i slucajevi kada insekti
aktivno brane biljku od drugih potencijalno Stetnih insekata, a za uzvrat biljke im

obezbeduju hranu, skloniSte i mesto za sigurno polaganje jaja (Leroy i sar. 2008).



1. Uvod

S druge strane, medu biljkama i insektima cCeste su i Stetne - predatorske
interakcije, kada se jedna grupa organizama hrani drugom, nanoseci velika, ¢esto i
letalna oStecenja drugoj strani. Karnivorne biljke sebi obezbeduju dodatne izvore
azota i fosfora hvatajudi insekte razli¢itim zamkama u sredinama gde je prisusutvo
ovih elemenata limitirano sredinskim uslovima. Ipak mnogo ¢es¢i vid predatorstva
podrazumeva hranjenje insekata razli¢itim biljnim delovima. Oko polovina svih do
sada otkrivenih insekata primarno su herbivori i odgovorni su za defolijaciju oko
5-10% svih povrsina pod listovima godiSnje (Schoonhoven i sar. 1998). Na ovaj
nacin biljke trpe znacajna oSte¢enja koja u mnogome mogu da ugroze rast i razvice,

a ne retko mogu da dovedu i do smrti biljke.

Od trenutka kada je ¢ovek poceo da kultiviSe biljke, pre svega kao izvore
hrane, problem insekata herbivora postaje veoma znacajan. Danas se smatra da
viSe od 10000 razli¢itih vrsta insekata nanosi u izvesnoj meri Stetu
poljoprivrednim usevima. Od tog broja ¢ak 10% se moZe smatrati ozbiljnim
StetoCinama, dok ostali ne nanose znacajne Stete svojom ishranom (Dhaliwal i sar.

2007).

1.1. MEHANIZMI ODBRANE BILJAKA OD HERBIVORNIH INSEKATA

U pokusaju da se zastite i odbrane od herbivornih insekata biljke su tokom
evolucije razvile Citav niz adaptacija i mehanizama kojima se pasivno ili aktivno
brane od oStecenja koja im insekti svojom ishranom nanose. Svi ovi mehanizmi u
odnosu na tip reakcije mogu se svrstati u mehanizme konstitutivne ili indukovane

odbrane (Slika 1).
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Slika 1. Mehanizmi konstitutivne i indukovane odbrane biljaka od herbivornih insekata.

1.1.1. Konstitutivna odbrana biljaka

Konstitutivna odbrana odnosi se na postojanje razlic¢itih fizickih i/ili
hemijskih barijera koje su stalno prisutne nezavisno od napada insekta i
predstavljaju prvu liniju odbrane. Razliciti vidovi konstitutivne odbrane biljaka
predstavljeni su brojnim morfoloskim i fizioloskim adaptacijama, nastalih tokom
duge koevolucije. Biljke se brane od insekata razli¢itim strukturnim barijerama
razvijenim na onim delovima biljke, koji se karakteriSu visokom nutritivnom
vredno$cu i koji bi mogli predstavljati primamljive izvore hrane za insekta, ili pak
dobro mesto za polaganje jaja. Tu se pre svega misli na zadebljale sekundarne
Celijske zidove, ali i na prisustvo ¢vrstih supstanci kao Sto su kutin, suberin i vosak,
koji dodatno impregniraju ¢elijske zidove povecavajuci im Cvrstinu (Freeman i

Beattie 2008).
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Na povrsini epidermisa Cesto se mogu javiti i razlicite morfolosSke tvorevine,
kao Sto je trnje, ali i sitne epidermalne strukture, trihome, c¢ije su funkcije
povecavanje refleksije svetlosti, smanjivanje gubitka vode, ali i otezavanje kretanja
insektima (Wagner i sar. 2004). Medu trihomama posebnu ulogu imaju
glandularne u kojima se akumuliraju sekundarni metaboliti, koji izmedu ostalog
mogu sluZziti i u odbrambene svrhe. Razliciti sekundarni metaboliti sintetisani u
razli¢itim biljnim organima mogu takode predstavljati komponente konstitutivne
odbrane, jer je pokazano da insekti Cesto izbegavaju biljke sa poveéanim sadrzajem
ovih jedinjenja. Kultivari pSenice sa visokim Kkonstitutivnim koncentracijama
fenola, kako solubilnih tako i onih vezanih za celijski zid, mnogo su manje bili
atraktivni za afidu Rhopalosiphum padi od kultivara sa niskim koncentracijama

ovih jedinjenja (Leszcynski i sar. 1985).

1.1.2. Indukovana odbrana biljaka

Indukovana odbrana biljaka predstavlja mnogo efikasniji, sofisticiraniji, ali i
mehanizama koji se aktiviraju tek nakon napada insekta (Chen 2008). Nakon
napada biljke se mogu braniti emituju¢i u okolnu sredinu isparljiva jedinjenja
kojima privlace predatore insekata Stetocina i na taj nacin indirektno se braniti od
njih. Pokazano je da koktel isparljivih jedinjenja osloboden iz napadnutih biljaka
duvana privlaci insekte koji se hrane jajima i mladim larvama duvanskog moljca M.
sexta, Sto je drastiCno smanjilo stepen oStecenja na biljkama izazvan ovim larvama

(Kessler i Baldwin 2001).

S druge strane, vecina biljaka neposredno nakon napada insekta ukljucuje
mehanizme kojima se aktivno brani deluju¢i direktno na napadaca. Kod vecine
biljaka ¢elije koje neposredno okruZuju insektima oSteceni deo formiraju fizicke
barijere ojacavajuci cCelijske zidove izlucujuci supstance koje ¢e ’zalepiti’ i na taj
nacin izolovati oStecene cCelije (Goggin 2007). Takode primeceno je i da se vrlo brzo

ukljuCuju mehanizmi koji podsti¢u brzo odumiranje napadnutih delova (Garza i
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sar. 2001). Ipak najces¢i vid indukovane direktne odbrane biljaka podrazumeva
sintetisanje veceg broja jedinjenja koja mogu delovati na metabolicke procese

insekata i uticati negativno na njihovo rastenje i razvice.

1.1.3. Biljni insekticidni agensi

Tokom indukovane direktne odbrane od herbivornih insekata biljke aktivno
sintetiSu veliki broj razlicitih jedinjenja koja uticu na fitnes, ali i prezivljavanje

insekata.

Jedinjenja koja se u biljkama sintetiSu u okviru sekundarnog metabolizma i
nisu neophodna za rastenje i razvice samih biljaka, smatra se da imaju veoma
vaznu ulogu u indukovanoj odbrani biljaka od insekata. Iako je napred pomenuto
da neka od ovih jedinjenja Cine komponente konstitutivne odbrane, neki od
sekundarnih metabolita akumuliraju se u tkivima tek nakon napada herbivora. Do
danas je pokazano da veliki broj klasa sekundarnih metabolita moZe uCestvovati u
odbrani od insekata deluju¢i kao repelenti za insekte, inhibitori digestivnog
sistema i/ili toksini (Mello i Silva-Filho 2002). Medu njima najznacajniji su razliciti
terpenoidi, steroidi, flavonoidi, fenoli, glukozinolati, saponini, cijanogeni¢ni
glikozidi, kao i neke neproteinske aminokiseline (Gatehouse i Gatehouse 1998). U
listovima duvana N. attenuata ¢ak 6% od ukupnog azota se preusmeri i prevede u
toksi¢ni alkaloid nikotin ubrzo nakon napada insekata (Baldwin i sar. 1998).
Glukozinolati su, takode, primer sekundarnih metabolita ukljucenih u interakcije
biljaka i insekata. Ova jedinjenja mogu znacajno da utiCu na polaganje jaja, ali i
ishranu izleglih larvi insekata (Bohinc i sar. 2012). Nakon povredivanja tkiva u
kojima su ova jedinjenja prisutna dolazi do aktiviranja enzima mirozinaze koja ih
hidroliticki prevodi do nitrila, ali i toksi¢nih tiocijanata i izotiocijanata koji
pokazuju veoma negativan uticaj na preZivljavanje herbivornih insekata
(Kliebenstein i sar. 2001). JoS jedan plastican primer negativhog delovanja
sekundarnih metabolita na herbivorne insekte srece se kod biljaka limuna. Naime,

terpenoid limonen deluje vrlo negativho na mrave Atta cephalotes, Kkoji
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predstavljaju velike Stetocine jer dovode do velikih oSteenja presecajuci lisne

drske i uklanjajuci listove sa biljaka (Cherrett 1972).

Pokazano je i da se nakon napada insekata u biljkama kao mehanizam
direktne odbrane intenzivira sinteza i akumulacija razlic¢itih proteina. S obzirom da
sinteza sekundarnih metabolita koji mogu ucestvovati u odbrani uglavnom
podrazumeva postojanje sloZenih enzimskih sistema, smatra se da je indukcija
proteina koji su najceS¢e produkti aktivnosti pojedina¢nih gena mnogo efikasniji,
metabolicki jeftiniji i brzi vid odbrane (Gatehouse i Gatehouse 1998). Proteini kao
Sto su inhibitori a-amilaza, lektini i hitinaze, povec¢avaju otpornost biljaka ne samo
prema insektima, ve¢ i prema razliCitim patogenima, ali i mehanickom
povredivanju (Gatehouse i Gatehouse 1998; Silva i sar. 2006). U radu Foissac i sar.
(2000) nedvosmisleno je potvrdena insekticidna uloga lektina, proteina koji
pokazuju veliki afinitet prema razli¢itim ugljenim hidratima, i koji vezuju¢i se za
glikoproteine u digestivnom sistemu dovode do znacajnih poremecaja u
metabolizmu insekata. Lektin iz visibabe (Galanthus nivalis) eksprimiran u
transgenom pirin€u povecao je otpornost ovih biljaka protiv skakavaca
Nilaparvata lugens i Nephotettix virescens. Na slican nacin Shade i sar. (1994) su
ukazali na ulogu inhibitora a-amilaze iz pasulja u transgenom grasku u otpornosti

na zizak Callosobruchus maculatus.

Ipak medu najrasprostranjenijim i najbolje proucenim odbrambenim

proteinima biljaka jesu inhibitori proteinaza (IP).

1.2. BILJNI INHIBITORI PROTEINAZA

Biljni inhibitori proteinaza (IP) predstavljaju grupu Siroko rasprostranjenih
polipeptida i proteina sa potvrdenom ulogom u odbrani od herbivornih insekata ili
drugih patogena. Njihova odbrambena uloga po prvi put je opisana 1972. godine
kada je uocena povezanost izmedu akumulacije ovih proteina i mehanickog
povredivanja i ishrane herbivornih insekata kod nekih biljaka iz familije

Solanaceae (Green i Ryan 1972). Nakon toga, Gatehouse i sar. (1979) uocili su
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otpornost nekih varijeteta kravljeg graska, Vigna sinensis, prema adultima ZiSka C.
maculatus, a nesto kasnije su potvrdili da ta otpornost nastaje usled poviSenog
sadrzaja inhibitora tripsina u semenima (Gatehouse i Boulter 1983). U slicnom
eksperimentu Broadway i Duffey (1986) uocili su da aktivnost IP, indukovana
povredivanjem, u listovima paradajza moZe biti odgovorna za redukciju rasta larvi
repine sovice, Spodoptera exigua, kada se porede sa larvama koje su se hranile

nepovredenim listovima.

1.2.1. Osnovne karakteristike IP

IP su vrlo Cesti, ne samo u biljkama, ve¢ i u Zivotinjama i mikroorganizmima
(Supuran i sar. 2002; Haq i sar. 2004; Mosolov i Valueva 2005; Christeller 2005).
Kod biljaka predstavljaju jednu od najzastupljenijih grupa proteina, a
rasprostranjeni su medu razli€itim biljnim taksonima. Najintenzivnije proucavani

biljni IP poreklom su iz predstavnika familija Solanaceae, Graminaceae i Fabaceae.

Kod biljaka ovi proteini se akumuliraju prevashodno u organima za
skladiStenje rezervnih materija, ali ih ima i u listovima kao odgovor na napad
insekata ili patogena (De Leo i sar. 2002). U tuberima krompira i semenima
ukupnih proteina (Richardson 1977), dok u listovima paradajza i krompira mogu
se nakupiti do nivoa od 2% od svih solubilnih proteina 48 sati nakon napada
insekata ili druge vrste povredivanja (Brown i Ryan 1984; Graham i sar. 1986).
Jedan od najbolje proucenih IP gena poreklom iz krompira, PINZ, eksprimira se u
cvetovima (Pefa-Cortés i sar. 1991; Pearce i sar. 1993; Sin i Chye 2004), plodovima
(Pearce i sar. 1988), izdancima (Xu i sar. 2001), tuberima (Sanchez-Serrano i sar.
1986), korenovima (Taylor i sar. 1994), ali i u listovima tokom napada insekata ili
mehanickog povredivanja (Pefia-Cortés i sar. 1988; Ryan 1990) implicirajuci

njegovu ulogu u odbrani.

Histohemijske studije sprovedene radi dokazivanja unutarcelijske

lokalizacije pokazuju da se molekuli [P mogu akumulirati u razli¢itim celijskim

7
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departmanima i da je njihova lokalizacija uglavnom vezana za primarnu ulogu koju
imaju u biljnim ¢elijama i organima. Molekuli inhibitora tripsinskih proteinaza iz
soje SBTI, smesteni su uglavnom u ¢elijskim zidovima, a neSto manje i u citoplazmi
i jedrima kotiledonarnih i embrionalnih ¢elija (Horisberger i Tacchini-Vonlanthen
1983a). Za razliku od njega Bowman-Birk inhibitor takode iz soje, SBBI, nalazi se
uglavnom u meducelijskom prostoru, ali ne i u ¢elijskim zidovima (Horisberger i
Tacchini-Vonlanthen 1983b). Nakon imbibicije semena leguminoza, tripsinski i
himotripsinski inhibitori brzo difunduju u okolni rastvor (Valdebouze i sar. 1980).
Pokazano je i da cisteinski inhibitor iz ¢elijske kulture Sargarepe takode moZe biti
izluCen u spoljasnju sredinu (Ojima i sar. 1997). Novija istraZivanja u kojima su
koriS¢ene transgene biljke paradajza, pokazuju da se proteinazni inhibitori I i II
deponuju u cCelijskim zidovima endosperma, kao i sekretornim ¢elijama korenove
kape i da se delimi¢no mogu izlucivati i u okolnu spoljasnju sredinu. Ove ¢injenice
potvrduju hipotezu da IP mogu imati i zaStitnu ulogu protiv zemljiSnih
mikroorganizama brane¢i meristemsku zonu korena od penetracije patogena

(Narwaez-Vasquez i sar. 1993).

Biljni IP su uglavnom mali molekuli, ¢ija se molekulska masa krece od 4 do
85 kDa, sa preteZznim prisustvom proteina od svega 8-20 kDa (Ryan 1990). U
aminokiselinskom sastavu preovladavaju rezidue bogate cisteinima koji uc¢estvuju
u formiranju brojnih disulfidnih mostova povecavajucéi stabilnost molekula i Cineci
ih otpornijima prema visokim temperaturama, promenama pH i proteolizi

(Greenblatt i sar. 1989).

[ako se IP u biljkama sintetiSu obi¢no kao molekuli sa jednim domenom,
aktivni bez bilo kakvih dodatnih modifikacija, postoje i neki izuzeci. Pojedini IP se
sintetiSu kao pre-proteini (Graham i sar. 1985), koji se zatim post-translaciono
obraduju u samim biljkama i prevode u aktivne oblike. Jedan od najpoznatijih
primera malih IP koji nastaju obradom multidomenskog prekursora jeste inhibitor
serinskih proteinaza izolovan iz cvetova i povredenih listova ornamentalnog
duvana N. alata, NaPIl. Cak pet malih IP nastaje post-translacionom obradom
prekursora koji ima pet domena medusobno odvojenih aminokiselinskom

sekvencom EEKKND. Ova sekvenca se nakon translacije proteoliticki uklanja, ¢ime

8
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se oslobada pet malih molekula veli¢ine po 6 kDa obeleZenih kao C1, T1, T2, T3 i
T4. C jedinica predstavlja inhibitor himotripsinskih proteinaza, dok T jedinice
predstavljaju inhibitore tripsina (Heath i sar. 1995). Ovi proteini mogu ¢initi ¢ak do
30% od ukupnog sadrZaja solubilnih proteina u stigmama N. alata biljaka i imaju
dokazanu ulogu u borbi protiv insekata (Heath i sar. 1997). Takode, pojedini IP
opstaju kao multidomenski molekuli i aktivni su bez razdvajanja pojedinacnih
domena, na nacin opisan prethodno. Kod ovih nesto sloZenijih molekula ¢ak svaki
od prisutnih domena sa svojim aktivnim centrom moze pokazivati specificnost
prema drugom tipu proteina. Pa tako, neki od serinskih inhibitora osim Sto
ucestvuju u inhibiciji tripsina, pokazuju i aktivnost prema a-amilazama (Gourinath

i sar. 2000).

1.2.2. Podela i klasifikacija biljnih IP

Svi do sada otkriveni IP ucestvuju u inhibiciji proteolitickih enzima
klasifikovanih u mehanisticke klase: serinskih, cistei¢nih, asparti¢nih i metalo-
proteinaza, grupisanih na osnovu aminokiselinskih rezidua ili jona metala koji
ucestvuju u raskidanju peptidnih veza (Ryan 1990; Haq i sar. 2004). Na osnovu
njihove specificnosti prema odredenoj klasi proteinaza vec¢ina inhibitora je takode

svrstana u Cetiri odgovarajuce klase (Tabela 1).

Inhibitori serinskih proteinaza predstavljaju najzastupljeniju i ujedno
najbolje proucenu grupu biljnih IP. Ogroman broj serinskih inhibitora
okarakterisan je i izolovan iz velikog broja biljnih vrsta. U okviru ove grupe postoji
nekoliko familija inhibitora, odvojenih na osnovu slicnosti u primarnom
aminokiselinskom sastavu (Tabela 1). Najpoznatiji su inhibitori iz familje Kunitz u
okviru koje su grupisani nesto veci proteini sa molekulskim masama od 18-22 kDa
i veoma niskim sadrzZajem cisteina, kao i Bowman-Birk inhibitori veli¢ine od 8-10
kDa sa visokim sadrZajem cisteina i dva aktivna centra (Kunitz 1945; Birk 1994).
Svi oni aktivni su protiv proteinaza serinskog tipa c¢iji su glavni predstavnici

tripsin, himotripsin i elastaze. Najveéi broj insekata Stetofina kao osnovnu
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komponentu digestivnih enzima poseduje upravo ove enzime. Inhibiranjem ovih
proteinaza aktivnost digestivnog sistema se drasticno smanjuje te je i negativan
efekat ovih inhibitora na parametre rasta i razvi¢a insekata veoma veliki. Svi
serinski inhibitori deluju kao potencijalni supstrati za enzime i kompetitivnom
inhibicijom se vezuju ireverzibilno za aktivno mesto specifi¢nih proteinaza, gradeci
komplekse i uti¢uéi na kataliticku aktivnost enzima (Radisky i sar. 2004). Cinjenica
da se ova grupa inhibitora veoma intenzivno eksprimira nakon napada insekata ili

patogena ukazuje na to da je uloga ove grupe IP pre svega u odbrani.

Tabela 1: Podela biljnih inhibitora proteinaza na osnovu specificnosti prema
mehanistickim klasama proteinaza u ¢ijoj inhibiciji ucestvuju

Grupe biljnih IP Ciljane proteinaze Ciljani insekti
I 1
Inhibitori serinskih proteinaza tripsin, himotripsin, elastaze  Lepidoptera
- Kunitz familija iz soje Diptera

- Bowman-Birk familija

- krompirovi inhibitori
- krompirovi inhibitori II
- tikvini

- serpini

Inhibitori cisteinskih proteinaza apain. katepsin B. H. L Colleoptera
(cistatini) papaif, p T Homoptera
Inhibitori aspartic¢nih pepsin, katepsin D Hemiptera
proteinaza

Inhibitori metalo-proteinaza karboksi-peptidaze A, B

Inhibitori cisteinskih proteinaza nesto su manje zastupljeni od serinskih
inhibitora, ali su takode intenzivno proucavani. Nazivaju se jo$ i cistatini ili
fitocistatini, a izolovani su iz krompira (Waldron i sar. 1993), ambrozije (Rogers i
sar. 1993), ploda jabuke (Ryan i sar. 1998) i mnogih drugih biljaka. Najpoznatiji i
najceSce eksploatisani kao transgeni su cistatini iz pirinca, orizacistatini [ i Il (OC-I i
OC-II; Abe i sar. 1987). Smatra se da je uloga cistatina viSe vezana za regulaciju

endogenih proteinaza biljaka nego za obranu od herbivora, s obzirom da su u

10
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procesima proteinske razgradnje i mobilizacije u biljkama dominantne upravo

cisteinske proteinaze, kao Sto su papain ili katepsin.

Inhibitori asparticnih proteinaza predstavljaju grupu inhibitora koji nisu
tako cesti u prirodi. Do sada je izolovano i okarakterisano svega nekoliko IP iz ove
klase, i to iz cvetova suncokreta i jecma (Kervinen i sar. 1999; Park i sar. 2000).
Jedan od prvih bio je inhibitor katepsina D iz tubera krompira (Marres i sar. 1989).
Ovaj 27 kDa veliki protein predstavljen je sloZzenim molekulom sa vise katalitickih
centara u kojima se inhibiraju pored asparti¢nih i serinske proteinaze, tripsin i

himotripsin.

Inhibitore metalo-proteinaza Cine do sada opisane samo dve familije
inhibitora sa po nekoliko ¢lanova. To su inhibitori metalo-karboksipeptidaza iz
paradajza (Rancour i sar. 1968) i krompira (Graham i Ryan 1997), veli¢ine od 38-
39 aminokiselina i molekulske mase od svega 4,2 kDa (Hass i sar. 1975; Hass i

Hermodson 1981).

U digestivnim sistemima insekata srecu se sve Cetiri mehanisticke klase
proteinaza, a zajednicka im je uloga u razlaganju proteina iz hrane na pojedinac¢ne
amino Kiseline, ¢ime se obezbeduju sastojci neophodni za normalan rast i razvice
(Wolfson i Murdock 1990). U razli¢itim insektima, dominantne su razli¢ite grupe
proteinaza, pa su tako serinske proteinaze dominantne kod larvi Lepidoptera
(Srinivasan i sar. 2006) i Diptera kod kojih su osim serinskih aktivne i asparti¢ne
proteinaze (Pendola i Greenberg 1975; Wilhite i sar. 2000). Kod Coleoptera i
Homoptera prisutne uglavnom cisteinske proteinaze, ali ima i proteinaza iz drugih
grupa (Wolfson i Murdock 1990), dok su kod Hemiptera prisutne dominantno

cisteinske, ali su aktivne i asparti¢ne proteinaze (Knop Wright i sar. 2006).

1.2.3. Fizioloska uloga i mehanizmi delovanja IP

Osnovna uloga inhibitora proteinaza kod biljaka jeste regulacija aktivnosti

endogenih proteinaza, enzima koji vrSe hidroliticCko razlaganje proteina.

11



1. Uvod

Ireverzibilnim vezivanjem inhibitora za aktivno, katalitiCko mesto enzima vrsi se
inaktivacija proteinaza i to u sluCajevima kada proteinaze predstavljaju pretnju za
samu biljnu celiju, bilo zbog previsoke koncentracije ili zbog nedostatka nekih
drugih mehanizama kojima se njihovo prisustvo i aktivnost regulisu (Habib i Fazili
2007). Vezivanjem za aktivni centar proteinaze stvara se stabilni kompleks sa
zaustavljenom ili krajnje usporenom proteolitickom aktivnos¢u. Aktivnost IP
posebno je intenzivna i znacajna u semenima, jer se smatra da upravo formiranjem
kompleksa i sprecavanjem aktivnosti proteinaza IP kontroliSu proces dormancije
semena (Richardson 1977). U trenutku kada giberelini indukuju klijanje semena
dolazi do aktivacije gena za sintezu proteinaza i porasta proteoliticke aktivnosti
kojom se deponovani proteini razlazu i oslobada azot neophodan za procese
biosinteze tokom Kklijanja. Istovremeno dolazi i do supresije aktivnosti gena koji
kodiraju IP, te znaCajnog pada u njihovoj koncentraciji, a samim tim i do slabljenja
inhibitornog dejstva na prisutne proteinaze (Jacobsen i Olszewski 1996). Postoje i
spekulacije da prisustvo visokih koncentracija, pre svega serinskih inhibitora u
semenima ili organima koji imaju ulogu u vegetativnom razmnoZzavanju ima takode
odbrambenu ulogu, s obzirom na znacaj ovih organa za oc¢uvanje vrste (Koiwa i sar.

1997).

Osim toga, u organima za skladistenje IP sluze i kao rezervni depoi proteina,
koji se zatim mobiliSu tokom Kklijanja (Haq i sar. 2004). Takode, pokazano je da IP
imaju ulogu i u modulaciji programirane celijske smrti (eng. programmed cell
death, PCD). Solomon i sar. (1999) su pokazali ekotopicnu ekspresiju cistatinskih
gena i inhibiciju cisteinskih proteinaza ukljuenih u PCD koje su bile indukovane

avirulentnim sojem Pseudomonas syringe pv glycinea ili oksidativnim stresom.

Ipak, jedna od najznacajnijih uloga IP kod biljaka jeste odbrana od
herbivornih insekata. IP se za vrlo kratko vreme akumuliraju u visokim
koncentracijama na mestu oSte¢enja nastalog usled napada insekta (Maffei i sar.
2007). Jos$ uvek nije u potpunosti razjasnjen signalni put kojim se krece informacija
o povredivanju i koji dovodi do aktivacije odbrambenih snaga, ukljucuju¢i i IP. Zna
se da tokom ishrane herbivori povreduju biljna tkiva pre svega mehanicki,

nanose¢i direktna oStecenja cCelijskim zidovima i plazma membranama, ali i
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sekretorne meSavine koje insekti izluCuju tokom ishrane deluju kao inducibilni
agensi sposobni da poktrenu Ccitav niz dogadaja (Slika 2). Po jednom od
predloZenih modela Koiwa i sar. (1997), nakon povredivanja dolazi do lokalne
depolarizacije membrana i promene membranskog potencijala, Sto povladi za
sobom znacajne promene u strukturi i aktivnosti brojnih receptornih molekula
smestenih u samim membranama (Slika 2A). Neki od do sada jo$ uvek nepoznatih
receptora, nakon ovog signala o napadu pokrecu aktivnost proteinskih kinaza
poznatih kao MAP kinaze (eng. mitogen-activated protein kinase), koje aktiviraju
tzv. oktadekanoidni (OD) put. Kao produkti niza reakcija u kojima dolazi do
katalitickog razlaganja linoleinske kiseline, nastaju molekuli jasmonske kiseline
(JK), signalnog molekula koji neposredno indukuje odbrambene gene. Najpre se
direktno aktiviraju tzv. rani odbrambeni geni, a zatim preko sekundarnih signalnih
molekula, poput H202, dolazi i do indukcije kasnih odbrambenih gena, medu koje
spadaju i IP geni. Royo i sar. (1999) pokazali su da se inhibiranjem sinteze
lipoksigenaze, klju¢nog enzima u procesu biosinteze JK, smanjuje indukciju IP, a to
je za posledicu imalo povecanje mase larvi koje su se hranile ovim biljkama

krompira sa smanjenom koli¢inom JK.

Izgleda ipak da je ovo samo jedan od signalnih puteva, a da u zavisnosti od
specificne reakcije izmedu biljke i insekta i neki drugi mehanizmi mogu biti
ukljuCeni. Arimura i sar. (2011) veruju da se nezavisno od napred pomenutog
transdukcijskog puta signal o povredivanju Cesto prenosi i jonima Ca?*, za koje se
takode zna da su vrlo Cesti sekundarni prenosioci signala. Kada signal bude
primljen na samoj oSteCenoj membrani od strane nepoznatog receptora, dolazi do
otvaranja Ca?* jonskih kanala i akumulacije ovih jona na unutrasnjosti membrane
(Slika 2B). Ca-vezujuce proteinske kinaze, kao Sto su CDP kinaze (eng. calcium-
dependent protein kinase), direktno uticu na transkripcione faktore koji aktiviraju
ekspresiju odbrambenih gena, ukljuCuju¢i IP. Alternativno, CDP kinaze mogu
aktivirati OD put i sintezu JK, pa se indukcija IP gena vrsi na ve¢ opisan nacin preko

ranih odbrambenih gena i sekundarnih signalnih molekula.
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Slika 2. Put prenosa signala i indukcija IP nakon napada herbivora. (A) Nakon promene
membranskog potencijala i aktivacije MAP kinaza pokrece se oktadekanoidni put (OD)
sinteze jasmonske kiseline (JK), koja indukuje ekspresiju odbrambenih gena direktno ili
preko sekundarnih signalnih molekula. B) Alternativno, signal o povredivanju menja fluks
jona Ca2+, u Cijem se prisustvu aktiviraju Ca2+ -zavisne proteinske kinaze (CDP kinaze), koje
zatim direktno indukuju ekspresiju odbrambenih gena preko aktiviranja transkripcionih
faktora ili indukuju sintezu JK kroz OD put.
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Medutim, primeceno je i da se geni koji kodiraju ove proteine aktiviraju u
udaljenim, nepovredenim delovima biljke, sugeriSu¢i postojanje nekakvih
sistemskih mobilnih signalnih molekula kojima se informacija o napadu i potrebi
za reakcijom prenosi. Potvrda za ovakve pretpostavke pronadena je u
eksperimentima u kojima je indukovana aktivnost IP gena kada su na preseke
izdanaka mladih biljaka paradajza naneti ekstrakti dobijeni iz povredenih listova
(Pearce i sar. 1991). Pretpostavka da informaciju iz povredenih celija do ostatka
biljke prenosi signalni faktor ubrzo je potvrdena izolacijom i identifikacijom malog
polipeptida od svega 18 amino kiselina koji je nazvan sistemin i za koga je kasnije
jasno potvrdeno da predstavlja sistemski signalni molekul. Potvrda je dobijena u
eksperimentima u kojima je radioaktivho obeleZeni 14C-sistemin nanet na
povredene delove. Za veoma kratko vreme bio je detektovan u viSim
nepovredenim delovima biljke, ukazuju¢i na njegovu intenzivnu mobilnost (Pearce
i sar. 1991). Eksperimenti sa geneticki modifikovanim biljkama kod kojih je
redukovana ili potpuno sprecena sinteza signalnih molekula dodatno potvrduju
njihov znacaj. Orozco-Cardenas i sar. (1993) su pokazali da su biljke paradajza kod
kojih je bila sprecena sinteza odbrambenih PIN1 i PIN2 molekula tako sto su doveli
do utiSavanja gena koji kodira sistemin konstitutivnom ekspresijom antisens
varijante ovog gena, bile znatno osetljivije na larve M. sexta, nego kontrolne biljke

kod kojih je doSlo do neometane sinteze sistemina i odbrambenih IP.

Odbrambeni kapacitet IP indukovanih povredivanjem lezi u inhibiciji
proteinaza prisutnih u digestivnim sistemima insekata. Usporavanje ili potpun
izostanak proteoliticke razgradnje hranom unetih proteina kod insekata dovodi do
redukcije u dostupnosti amino Kkiselina i izaziva fizioloski stres, rezultuju¢i u
retardaciji rasta i promenama kursa razvi¢a kod insekata. Nakon $to dospeju u
digestivni trak insekata, ireverzibilno se vezuju za aktivho mesto digestivnih

proteinaza, Cime ih imobiliSu i znac¢ajno smanjuju efikasnost digestije (Slika 3).
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Slika 3. Shematski prikaz interakcije inbihitora sa digestivnim proteinazama u srednjem
crevu insekata. Preuzeto i modifikovano: Drake i Horn (2007) i Chougule i Bonning (2012)

Kao posledica onemogucéene razgradnje proteina, smanjuje se koncentracija
slobodnih aminokiselina neophodnih za de novo sintezu insekatskih proteina, te se
vrlo brzo mogu primetiti nepovoljni uticaji na rast (Jongsma i Bolter 1997), kao i
na fertilitet i fekunditet insekata (Broadway i Duffey 1986). S obzirom da je
pokazano da tripsin ima odredene vaZzne uloge tokom razvi¢a insekata i u
procesima kao Sto su presvlacenje ili sinteza neuropeptida, inhibicija ovog enzima
dovodi do potpunog poremecaja u razvicu insekata (Steffens i sar. 1978; Shukle i
sar. 1985). Tokom kovolucije i stalne borbe za unapredenjem odbrambenih

mehanizama biljke su razvile IP koji su postali izuzetno otporni na delovanje
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proteolitickih enzima insekata koji teZe da ih razgrade nakon Sto dospeju u
digestivni trak. Vecina biljnih IP zadrZava svoju aktivnost pod veoma ekstremnim

pH uslovima koji vladaju u digestivnim sistemima insekata (Christeller i sar. 1994).

Osim $to IP predstavljaju dobre odbrambene agense zbog relativno brzog
odgovora nakon napada insekata, oni mogu imati ulogu i u prevenciji nekih
slede¢ih napada. Naime, kod napadnutih listova topole Populus tremuloides
indukovani inhibitor tripsina akumulirao se Kkontinuirano tokom 2 dana,

zadrZavaju¢i nivo dovoljan da ugrozi slede¢i napad herbivora (Haruta i sar. 2001).

Novija istrazivanja otkrila su jo$ jednu znacajnu ulogu IP u odgovoru biljaka
i na neke abitocke stresove. Pokazano je da se cistatini indukuju prilikom delovanja
niskih temperatura ili kod biljaka izloZenih slanom stresu (Pernas i sar. 2000). Kod
transgenih biljaka duvana u kojima je konstitutivno eksprimiran cistatinski OC-I
gen uocena je poveCana tolerantnost na hladenje u poredenju sa kontrolnim

netransformisanim biljkama (Van der Vyver i sar. 2003).

1.3. BOIOTEHNOLOGIJA U FUNKCIJI BORBE PROTIV INSEKATA STETOCINA

lako biljke poseduju sloZen spektar odbrambenih mehanizama protiv
insekata Stetocina, tokom koevolucije i insekti su odgovarali razli¢itim
adaptacijama i kontra-merama. Intenziviranjem poljoprivredne proizvodnje
stvarili su se uslovi koji dodatno favorizuju insekte u odnosu na selekcijom
oslabljene biljne genotipove, te su Stete koje trpi vecCina useva zabrinjavajuce
velike. Paralelno sa tim, poslednjih decenija javila se i potreba za efikasnijom
poljoprivrednom proizvodnjom koja ¢e obezbediti dovoljno hrane usled
intenzivnog porasta populacije ljudi na Zemlji. Takode, biljke su znacajne Coveku i
kao izvori nekih drugih resursa, pre svega drveta kao energetskog goriva, ali i kao
izvor razliitih industrijskih i farmaceutskih sirovina (Freeman i Beattie 2008).
Zbog svega ovoga, poslednjih decenija intenzivirana je borba protiv insekata
Stetocina, koja se uglavnom i danas bazira na aplikaciji hemijskih pesticida.

Medutim, zbog velikog broja problema koje ovi hemijski agensi mogu doneti
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usevima, ali i Zivotinjama i ljudima u daljim karikama lanaca ishrane, kao i samoj
okolini, potraga za alternativnim pristupima i tehnologijama koje bi se primenile u
cilju povecanja otpornosti biljnih genotipova i zaStite od insekata StetocCina je

intenzivirana.

Istovremeno, unapredivanje biljnih genotipova kroz konvencionalne
metode oplemenjivanja, iako i dalje intenzivno koris¢en pristup, nailazi na niz
poteskoca. Pre svega, proces selekcije zahteva znacajan utroSak vremena, rada i
sredstava, a podrazumeva eksperimente na velikim uzorcima. Otporni varijeteti
¢esto mogu pokazivati slabe performanse poZeljnih karakteristika za tu kulturu,

Sto je narocito nepozeljno.

Sa razvojem metoda genetiCkog inZenjeringa baziranih na tehnologiji
dobijanja rekombinantnih dezoksiribonukleinskih kiselina (DNK), otvorio se novi
pristup reSavanju problema sa insektima Stetoinama. Ove metode podrazumevaju
manipulacije genomima prirodnih organizama ili njihovim metabolitima koji
doprinose razvijanju otpornosti prema insektima (Hilder i Boulter 1999). Borba
protiv insekata Stetocina bazira se na ciljanim modifikacijama u ekspresiji gena
uklju¢enih u odbrambene mehanizme ili u introdukciji heterolognih transgena koji
kodiraju insekticidne agense u genom biljke domacina. U radu Di Maro i sar.
(2010) objavljeno je da je eksprimiranjem transgena koji kodira hitinazu A
poreklom iz virusa Autographa californica u biljkama duvana znacajno povecana

otpornost ovih biljaka na insekte.

Prvi gen koji je metodama genetickog inZenjeringa ubacen u biljni genom u
cilju borbe protiv insekata StetoCina bio je iz zemljiSne gram-pozitivne bakterije
Bacillus thuringiensis (Bt). Ova bakterija tokom sporulacije sintetiSe kristalne
proteine za koje je pokazano da u vrlo niskim koncentracijama pokazuju visoku
insekticidnu aktivnost, pri cemu nemaju toksi¢no dejstvo na druge organizme. Gen
koji u bakteriji kodira ove proteine tokom sporulacije, nazvane 6-endotoksini,
kloniran je 1981. godine (Schnepf i Whitley 1981), a ve¢ sredinim 1980-tih
dobijene su prve transgene biljke duvana (Barton i sar. 1987) i paradajza (Vaeck i

sar. 1987) sa ubacenim i eksprimiranim Bt genom. Gen i protein su dobili oznaku
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cry zbog kristalne forme u kojoj se javljaju ovi proteini. Danas se zna da Bt &-
endotoksini sac¢injavaju familiju od oko 410 srodnih proteina kodiranih od strane
viSe od 140 gena (Crickmore i sar. 2007). Ovi proteini pokazuju razlicite
specificnosti prema vrstama insekata iz redova Lepidoptera, Coleoptera i Diptera,
ali su kod svih mesto i mehanizam delovanja isti (Knowels 1994). Kristalni
protoksini koji se nadu u digestivnom sistemu larvi neaktivni su sve dok ih
digestivni sokovi ne rastvore i prevedu u aktivan oblik. Tada se vezuju za
specificne receptore na membranama crevnih epitelnih ¢elija pri c¢emu dovode do
nastajanja pora, jonskih kanala, kroz koje dolazi do ubrzanog pasivnog kretanja
jona (Knowels i Dow 1993). Otvaranje ovih kanala naruSava membranski
potencijal (English i Slatin 1992) uzrokujic¢i nekrozu crevnog sistema, degeneraciju
membrana i prodor razlicitih toksina, Sto dovodi kona¢no do smrti insekta (Sneh i

Schuster 1981; Salama i Sharaby 1985).

lako je ekspresija cry gena u prvodobijenim transgenim biljkama duvana
bila dosta niska i dovodila do smrtnosti kod svega 20% larvi M. sexta (Barton i sar.
1987), na razvoju ovog pristupa radilo se decenijama i veliki broj transgenih biljnih
vrsta je dobijen ubacivanjem ovog gena radi povecanja otpornosti na insekte. Jedan
od primera vrlo efikasne primene ovog pristupa je dobijanje transgenog kultivara
pamuka, oznacenog kao Coker 312 (Benedict i sar. 1996). Ovaj kultivar je dobijen
transformacijom modifikovanim PMCryl1A(c) genom pod kontrolom CaMV 35S
promotora koji je sadrzavao dupliran region pojacivaca ekspresije. Transformisane
biljke pamuka koje su sadrzavale ¢ak 0,1% Bt toksina u ukupnim solubilnim
proteinima, pokazivale su potpunu otpornost prema larvama tri izuzetno
rasprostranjene StetoCine: zelenu kupusovu gusenicu (Trichoplusia ni), repinu

sovicu (S. exigua) i kukuruzovu sovicu (Helicoverpa zea).

Od 1995. godine u Sjedinjenim Americkim DrZzavama zakonom je
dozvoljeno gajenje Bt transgenih biljaka, a pamuk ‘Bollgard’ bio je prva
komercijalno dostupna transgena kultura otporna na pamukovu sovicu
(Helicoverpa armigera). Tokom 2010. godine ukupna povrSina pod komercijalnim
geneticki modifikovanim biljnim vrstama iznosila je 148 miliona hektara (James

2010), od Cega cak jedna trecina ¢ini upravo Bt transgene useve (Perry i sar. 2012).
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[ako Bt endotoksini eksprimirani u transgenim biljkama danas ¢ine 98%
svih dostupnih biopesticida i predstavljaju vode¢i pravac u primeni novih
biotehnoloskih reSenja u cilju razvoja otpornosti na insekte, postoje ogranicenja u
primeni ovog pristupa. Razvie rezistentnosti kod insekata Stetofina na Bt
endotoksine predstavlja glavnu bojazan. lako je do danas potvrdena rezistencija na
insekticidni sprej koji sadrzi Bt protoksine samo kod kupusovog moljca (Plutella
xylostella), kao i kod populacija zelene kupusove gusenice (Trichoplusia ni)
izolovanih iz staklenika (Janmaat i Myers 2003), postoje sumnje da ¢e se uskoro
razviti otpornost na Bt endotoksine iz transgenih biljaka i kod insekata u polju
(Tabashnik i sar. 2003). Utvrdeno je da redukovano vezivanje Bt toksina za
membrane epitelnih €elija u crevima predstavlja primarni mehanizam rezistencije
kod vecine insekata. Studije sa radioaktivno obelezenim CrylA(b) proteinom
pokazuju da kod rezistentnog soja P. interpunctella kod koga je vezivanje ovog
proteina za membrane Celija creva smanjeno 50 puta u odnosu na osetljivi soj,
dolazi do pada u toksi¢nosti datog proteina od ¢ak 100 puta (Van Rie i sar. 1990).
Kod nekih drugih vrsta insekata kod kojih je doSlo do pojave rezistentnosti u
laboratorijskim uslovima, primecen je smanjeni stepen rastvorljivosti i aktivacije
protoksina, a samim tim i smanjenog vezivanja endotoksina za membrane epitela
(Gill 1992; McGaughey i Whalon, 1992). Osim potencijalnog razvoja rezistentnosti,
vrlo sloZen proces proteoliticke aktivacije protoksina kodiranih od strane Bt cry

gena moZze predstavljati slabost ovog pristupa.

Potraga za alternativom Bt pristupu u borbi protiv insekata Stetocina
zasniva se uglavnom na traZenju gena sa insekticidnim dejstvom poreklom iz
biljaka. Za brojne klase biljnih proteina i sekundarnih metabolita pokazano je da
poseduju Stetno ili ¢ak toksi¢no dejstvo na metabolizam insekata, te se s toga
smatra da bi bili mogu¢i kandidati u borbi protiv ovih Stetoc¢ina. Osnovne prednosti
ovih biljnih agenasa su da deluju pre svega hroni¢no, a ne akutno na metabolizam
insekata, kao i da je moguce Stetno dejstvo na korisne insekte znatno manje nego
Sto je to slucaj pri primeni hemijskih pesticida ili Bt endotoksina (Gatehouse 2011).
Takode, ve¢ina ovih potencijalnih bioinsekticida kao primarni podukti genske

ekspresije aktivni su bez dodatnih modifikacija.
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1.3.1. IP kao bioinsekticidni transgeni

Kao zaCetak novog pravca u potrazi za jedinjenjima biljnog porekla sa
insekticidnim dejstvom smatraju se eksperimenti Mickel i Standish iz 1947. godine.
Proucavajuci ulogu razlic¢itih proteina soje u zaStiti od malog brasnara, Tribolium
confusum, oni su uocili da protein iz semena sa ulogom u inhibiciji tripsina ima

toksi¢no dejstvo na razvic¢e ovog Stetnog insekta.

Od tog trenutka IP postaju atraktivno orude u unapredivanju otpornosti pre
svega poljoprivrednih kultura prema raznim vrstama insekata StetoCina. Prvi gen
koji kodira neki od biljnih IP i koji je genetickom transformacijom posredovanom
bakterijom Agrobacterium tumefaciens ubacen u heterologni biljni genom radi
povecanja otpornosti na insekte bio je gen za CpTI tripsinski inhibitor iz kravljeg
graSka. Sekvenca ovog gena koja se nalazila pod kontrolom konstitutivno
eksprimiranog CaMV 35S promotora ubacena je u duvan (Hilder i sar. 1987).
Bioeseji u kojima su koriS¢ene larve StetoCine duvana Helicoverpa virescens
pokazali su da su insekti, koji su se hranili linijama koje su pokazivale visok stepen
ekspresije transgena, umirali ili zaustavljali se u nekoj od faza razvi¢a mnogo cesSce
nego Sto je to bio slucaj sa insektima koji su se hranili kontrolnim
netransformisanim biljkama (Schuler i sar. 1998). Ovaj gen je do danas najviSe
proucen i ubacen je u veliki broj razlicitih biljnih vrsta (Tabela 2). Eksperimenti sa
transgenim biljkama ili vestackim podlogama koje su sadrzavale ovaj inhibitor
pokazali su da CpTI utice na veliki broj razlicitih insekata. Transgeni duvan u kome
je eksprimiran CpTI testiran na poljima Kalifornije, uzrokovao je znacajan porast u
smrtnosi larvi Helicoverpa zea, ali je stepen zaStite i dalje bio neSto nizi u
poredenju sa duvanom koji je ekspimirao skraceni Bt toksin (Hoffmann i sar.

1992).

Do danas veliki broj razli¢itih IP gena je identifikovan i ubacen u razlicite
biljne genome, pre svega useve (Tabela 2). NajviSe je inhibitora serinskih
proteinaza izolovanih iz biljaka familija Fabaceae, Solanaceae i Poaceae. U velikom
broju dokumentovanih slucajeva pokazano je da konstitutivna ekspresija IP gena u

transgenim biljkama moZe da poveca stepen otpornosti na insekte.
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Tabela 2: Primeri gena za biljne inhibitore proteinaza koriséenih kao transgeni u borbi
protiv insekata Stetocina

IP  Biljka iz koje je gen Transgena Ciljani insekt Referenca
izolovan biljka

PIN2 Solanum tuberosum duvan  Manduca sexta Johnson i sar. 1989
duvan Chrysodeixis eriosoma McManus i sar. 1999
pirina¢  Chilo suppressalis Bu i sar. 2006
topola  Plagiodera versicolora Klopfenstein i sar.1997
pirinal  Sesamia inferens Duan i sar. 1996

NaPI Nicotiana alata graSak  Pluttela xylostella Charity i sar. 1999
jabuka  Epiphyas postvittana Maheswaran i sar.2007

KTi3 Glycine max krompir  Spodoptera litoralis Marchetti i sar. 2000

BTI  Hordeum sativum pirina  Sitophilus oryzae Alfonso-Rubi 2003
duvan Spodoptera exygua Laraisar. 2000
pSenica  Sitotroga cerealella Alpeter i sar. 1999

Spodoptera lituralis

CpTI Vigna unguiculata duvan  Helicoverpa virescens Hilder i sar. 1987
duvan  Spodoptera litura Sane i sar. 1997
pamuk  Tlelicoverpa armigera Liisar.1998
jabuka  vise insekata James i sar. 1993
jagoda  Otiorhynchus sulcatus Graham i sar. 1997
karfiol  Pieris rapae Lu isar. 2005
pirina¢  Chilo suppressalis Xuisar. 1996

Sesamia inferens

pSenica  Sitotroga cereallella Bii sar. 2006
SKTI Solanum tuberosum duvan  Spodoptera litura McManus i sar. 1999
Helicoverpa armigera Nandi i sar. 1999
krompir  Spodoptera littoralis Marchetti i sar. 2000
topola  Lymantria dispar Confalonieri 1998
TI  Ipomea batata duvan  Spodoptera litura Yeh i sar. 1997
karfiol  Pluttela xylostella Ding i sar. 1998
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Tabela 2: nastavak

IP  Biljka iz koje je gen Transgena Ciljani insekt Referenca
izolovan biljka
MTI-2 Brassica nigra duvan  Spodoptera littoralis De Leo i sar. 1998
Arabidopsis Spodoptera littoralis De Leo i sar. 1998
Mamestra brassicae De Leo i sar. 2001
Plutella xylostella
OC-1 Oryza sativa topola  Chrysomela tremulae Leple i sar. 1995
krompir  Myzus persicae Gatehouse i sar. 1996

Leptinotarsa decemlineata Cloutier i sar. 2000

OC-1I Oryza sativa lucerka  Phytodecta fornicata Ninkovi¢ i sar. 2007
cisPI Arabidopsis thaliana topola  Chrysomela populi Delledone i sar. 2001
CC-1 Zea mays pirina  Sitophilus zeamais Irie i sar. 1996
PCPI Solanum tuberosum pirina¢  Chilo suppressalis Quilis i sar. 2007

TCDI Lycopersicon esculentum paradajz  Leptinotarsa decemlineata Brunelle i sar. 2004

Inhibitori serinskih proteinaza: PIN2, NaPl, KTi3, BTI, CpTI, SKTI, TI, MTI-2
Inhibitori cisteinskih proteinaza: OC-1, OC-1I, cisPI, CC-1
Inhibitori ostalih proteinaza: PCPI, TCDI

Inhibitori proteinaza takode pokazuju i veoma Sirok spektar aktivnosti
protiv nekih drugih Stetocina, kao Sto su nematode, patogene gljive, bakterije, pa
¢ak i virusi. Do danas je u viSe sluCajeva potvrdeno ovo dejstvo. Na primer,
pokazano je da CpTI veoma negativno deluje na intenzivno rasprostranjene vrste
nematoda Globodera pallida, G. tabaccum i Meloidogyne incognita (Williamson i
Hussey 1996), kao i inhibitorno dejstvo BBWI tripsinskog inhibitora iz heljde na
klijanje spora i rast micelija gljiva Alternaria alternata (Dunaevskii i sar. 1997).
Elektroforetskom analizom potvrdeno je da proteinaze nematoda roda
Meloidogyne formiraju veoma ¢vrst kompleks sa orizacistatinima I i II, cisteinskim
inhibitorima poreklom iz pirin¢a (Michaud i sar. 1996). Jo§ 1976. uoceno je da
tripsinski i himotripsinski inhibitori izolovani iz nekoliko vrsta biljaka mogu da
umanje aktivnost egzogenih proteinaza oslobodenih u filtrate tecnih kultura
fitopatogene gljive Fusarium solani (Mosolov i sar. 1976). U radu Pautot i sar.

(1991) pokazano je da inokulacija listova paradajza patogenom bakterijom
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Pseudomonas syringe dovodi do akumulacije informacionih ribonukleinskih
kiselina (iRNK) inhibitora serinskih proteinaza I i Il. Uocena je razlika izmedu
sistemske indukcije ovih gena nakon mehanic¢kog povredivanja i znatno slabijeg
odgovora nakon bakterijske infekcije. Kod transgenih biljaka duvana u kojima je
eksprimiran inhibitor cisteinskih proteinaza pokazana je ¢ak i povecana otpornost
prema veoma rasprostranjenim biljnim virusima iz roda Potyvirus (Gutierrez-

Camposisar. 1999).

Poredenjem insekticidnog dejstva IP u razli¢itim redovima insekata sa
drugim insekticidnim proteinima, uoc¢ava se njihov Siroki spektar delovanja. Dok
su razliCiti Bt toksini, ali i enzimi poput hitinaza ili inhibitora a-amilaza, delotvorni
samo prema pojedina¢nim redovima insekata, inhibitori serinskih proteinaza, na
primer, deluju na digestivne sisteme skoro svih redova insekata iz kojih

najznacajnije Stetocine dolaze (Tabela 3).

Tabela 3: Aktivnost biljnih insekticidnih proteina u razli¢itim redovima insekata
StetoCina

Lepidoptera  Coleoptera Hemiptera Orthoptera

Inhibitori serinskih proteinaza + + - +

Inhibitori cisteinskih - + -

proteinaza

Lektini + + +

Inhibitori a-amilaza + + -

Hitinaze + -

Bt toksini

cry 1 + - -

cry 3 - + -

*Preuzeto i modifikovano iz: Hilder i Boulter (1999).
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1.3.2. Uloga promotora u heterolognoj ekspresiji IP

Nedugo poSto su prvi IP transgeni eksprimirani u heterologim biljnim
genomima i poSto je nedvosmisleno potvrden negativan uticaj njihovih produkata
na insekte ili patogene biljaka, postalo je jasno da konstitutivna ekspresija
insekticidnih agenasa ipak moZe imati nekoliko nepovoljnih efekata koji mogu
ugroziti efikasnost ovog pristupa. Kontinuirana ekspresija gena i sinteza
rekombinantnih proteina, ¢ak i u trenucima kada biljka nije napadnuta insektima,
pre svega je metabolicki i energetski vrlo skupa. Zbog velikog utroska gradivnih
elemenata i energije na sintezu heterolognih produkata, primarni metabolizam trpi
i nije retka pojava izmenjene morfologije i fiziologije ovih transgenih biljaka u
odnosu na netransformisane, kao i smanjivanja prinosa kod poljoprivrednih
kultura. Takode, stalnim prisustvom visokih koncentracija insekticidnih agenasa
postiZe se trenutno Zeljeni efekat na ciljane insekte, ali je i selektivni pritisak na
populacije Stetocina veliki te je pojava otpornosti kod insekata veoma Cesta. Ova
bojazan posebno se odnosi na konstitutivnhu akumulaciju Bt toksina u transgenim
biljkama (Huang i sar. 1999). Istovremeno na ovaj nacin povecava se i verovatnoca
negativnog uticaja na druge insekte, korisne za samu biljku, kao Sto su opraSivaci
ili insekti predatori SteotoCina (Babendreier i sar. 2008; Gatehouse 2011).
[strazivanja Hilbeck i sar. (1998) pokazala su da je parazitni insekt Chrysoperla
rufilabris, nakon ishrane na larvama Ostrinia nubilalis i Spodoptera littoralis koje su
se hranile Bt kukuruzom ili veStackom hranom u koju je CrylAb toksin bio
ukljuen u visokim koncentacijama, pokazavao povetan stepen smrtnosti i

odlaganje razvica.

Da bi se prevazisli ovi i slicni problemi vezani za konstitutivnu ekspresiju,
naucnici su shvatili da je najpoZeljnije da se insekticidni agensi eksprimiraju i
akumuliraju u biljkama u odgovaraju¢im koncentracijama, na mestima i u trenutku
kada dode do napada herbivora, tj. onda kada je neophodno da se aktivira
odbrambeni sistem. Regulaciju ekspresije gena moguce je vrsiti u toku samog
procesa transkripcije, preko promotora. Promotori su regulatorne sekvence gena,

koji se nalaze uzvodno (ka 5’ regionu) od kodiraju¢ih regiona, a omogucavaju
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inicijalno vezivanje proteina ukljucenih u inicijaciju transkripcije, pre svega RNK
polimeraze, ali i transkripcionih faktora koji reguliSu aktivnost same polimeraze.
Oni su stoga odgovorni kako za pokretanje, tako i za sprecavanje transkripcije

(Potenza i sar. 2004).

Tokom godina brojni promotori izolovani su iz razli¢itih organizama i
primenjeni u genetickim transformacijama biljaka. Medutim, najve¢i broj
promotora koji se i danas koristi u pokusajima unapredivanja biljnih genotipova
jesu konstitutivni. Takode, Cesto eksploatisani promotori kao $to su CaMV 35S ili
CsVMV, poreklom su iz nebiljnih genoma, pre svega virusnih. KoriS¢enje
promotora iz filogenetski udaljenih organizama koji vode ka izuzetno snaZnoj
ekspresiji cesto moZe da povecava verovatnocu gubitka aktivnosti transgena, usled

pojave koja se zove 'utiSavanje’ gena (eng. gene silencing; van der Krol i sar. 1990).

Da bi se izbegla konstitutivna ekspresija insekticidnih transgena zbog gore
navedenih potencijalnih problema, ¢esto su koris¢eni promotori koji nisu aktivni u
svim Celijama organizma, vel¢ se aktiviraju samo na odredenim mestima,
specificnim tkivima ili organima. Jedan od primera tzv. tkivno-specificnih
promotora jeste floem-specificni RSs1 promotor, kojim je uspeSno regulisana
ekspresija insekticidnih proteina na mestu napada insekata koji se hrane
floemskim sokovima (Rao i sar. 1998). Stavljanjem gena koji kodira lektine pod
kontrolu ovog promotora dovelo je do smrtnosti kod ¢ak 40% afida koje su se
hranile sokovima transgenih linija duvana u kojima je ovaj gen eksprimiran (Kato i
sar. 2010). Ipak i ovi promotori ne pruzaju u potpunosti kontrolu nad ekspresijom
kakva je poZeljna. lako se geni eksprimiraju na odgovarajuem mestu, ova
ekspresija je i dalje konstitutivna, te se rekombinantni protein sintetiSe bez obzira
dali je doslo do napada insekta ili nekog drugog patogena. Takode postoje i sumnje
da vec¢ina ovih promotora kada se ubace u heterologni organizam mogu promeniti

obrazac eksprimiranja (Potenza i sar. 2004).

Stoga se smatra da bi ipak najpogodniji promotori za kontrolu ekspresije
transgena pri napadu herbivornih Setocina bili inducibilni promotori. Veliki je broj

stimulusa koji mogu da indukuju regulatorne sekvence i aktiviraju ekspresiju gena
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biljaka. To su pre svega stimulusi koji dolaze iz spoljasnje sredine, kao $to su niska
ili visoka temperatura, UV zracenje, visok salinitet podloge, teski metali, vodni
deficit ili pak plavljenje, ali i povrede koje biljkama nanose herbivorni insekti ili
drugi patogeni. Dokazano je da kada se biljka povredi mehanicki ili to urade
herbivori, dolazi do indukcije velikog broja gena koji ucestvuju u razli¢itim
procesima odbrane. Od 8200 analiziranih gena iz genoma Arabidopsis-a kod ¢ak
8% njih doSlo je do promena u nivou akumuliranih iRNK molekula nakon
povredivanja (Cheong i sar. 2002). Upravo u regulaciji ovih gena ucestvuju
promotori koji se aktiviraju povredivanjem (eng. wound-inducible promoters) i za
koje se smatra da su najpogodniji za kontrolu ekspresije insekticidnih transgena

kod biljaka.

Do sada najbolje prouceni promotori koji se aktiviraju povredivanjem jestu
wunl, winl i pin2 iz krompira, kao i win3.12 iz topole, koji se odlikuju
zanemarljivo malom konstitutivnom ekspresijom, ali brzom i snaZznom reakcijom
na povredivanje (Logemann i sar. 1989; Keil i sar. 1989; Xu i sar. 1993). U okviru
tzv. cis-regulatornih elemenata, za koje se smatra da kod promotora predstavljaju
mesta uspostavljanja specificnih regulacija, kod wun1 i winl promotora uocene su
dve visoko homologne sekvence sa ¢ak 85% i 71% identi¢nih nukleotida (Siebertz i
sar. 1989). Za ove sekvence veruje se da predstavljaju mesta indukcije

povredivanjem.

U Tabeli 4 dat je pregled nekih od najceS¢e koriS¢enih inducibilnih
promotora, koji su sa dosta uspeha ubaceni u razliite biljne genotipove u cilju

povecanja otpornosti prema Steto¢inama.
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Tabela 4: Biljni promotori koji se aktiviraju povredivanjem i koji su koriS¢eni u
genetickim transformacijama

. Transgena
Inducibilni stimulus B Referenca
biljka
) mehanicko povredivanje, Kkrompir Yevtushenko i sar. 2004
win3.12T
elicitor, patogena gljiva

osm mehanicko povredivanje SeCernarepa  Snyderisar.1999
pinll mehanicko povredivanje pirinac Duan i sar. 1996
rd29A sus$a, visok salinitet, hladno¢a  Kkupina Checker isar. 2012
sporamin mehanicko povredivanje, MeJA slatki krompir ~Wangisar.2002
OsABA2 ABA, visok salinitet, susa pirinac Raiisar. 2009

GUS reporter sistem jedan je od najcesce koriS¢enih u analizama aktivnosti
promotorskih sekvenci (Jefferson i sar. 1987; Kumar i sar. 2009; Bazzini i sar.
2009). Ovaj sistem podrazumeva pracenje eskpresije GUS (uidA) reporter gena koji
se nalazi pod kontrolom ispitivanog promotora. Ovaj gen poreklom iz bakterije
Escherichia coli kodira enzim f3-glukoronidazu, koji je ukljuCen u proces razlaganja
molekula glukuronida. Jedan od najcesce koriS¢enih supstrata za ovaj enzim koji se
koristi u histohemijskim analizama je X-Gluc (5-bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-
glukuronid). Ovaj supstrat se nakon delovanja f3-D-glukoronidaze razlaZe na
molekul glukuronske kiseline i molekul hloro-bromoindiga, koji se zatim
oksidacijom dimerizuje i formira nerastvorni plavi precipitat dihloro-
dibromoindigo (Slika 4A). Pojava plave boje ukazuje na aktivnu ekspresiju GUS
gena, odnosno na aktivnost promotora pod ¢ijom se kontrolom ovaj gen nalazi, s
obzirom da se smatra da kod viSih biljaka ovaj enzim nije prisutan (Jefferson
1987), te sva aktivnost potiCe iz transgena ubacenog metodama genetickog

inZenjeringa (Slika 4B).
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A Cl o-glukuronska

\ Kiselina

X-Gluc

p-glukuronidaza

Cl
Cl 0
OH Br
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N\, >
oksidacija, Br
dimerizacija 0
8 : cl
Glukuronska 5,5 -dibromo-4,4'-dihloro-indigo
kiselina (nerastvorno, obojeno jedinjenje)

Slika 4. GUS bojena reakcija. A) Kao dokaz ekspresije GUS reporter gena prati se pojava
plavog nerastvornog precipitata, proizvoda enzimske razgradnje X-Gluc supstrata od
strane enzima f3-glukoronidaze. B) Histohemijsko potvrdivanje ekspresije GUS gena kod
netransformisanih GUS- i transgenih GUS+ biljaka. Slike transgenih biljaka preuzete iz:
Wang i sar. (2009)
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1.4. SECERNA REPA

Klasifikacija:
Carstvo Plantae
Razdeo Magnoliophyta
Klasa Magnoliopsida
Podklasa Caryophyllidae
Red Caryophyllales
Familija Chenopodiaceae
Rod Beta
Vrsta Beta vulgaris L.

Secerna repa (Beta vulgaris L.) predstavlja veoma vaznu poljoprivrednu i
industrijsku kulturu koja se gaji u umerenim regionima, uglavnom severne
hemisfere. Ovo je jedna od dve biljne vrste iz kojih se industrijskim procesima
dobija kristalni ugljeni-hidrat saharoza, koji se kao konzumni Secer koristi u
ljudskoj ishrani. Dok se kod vec¢ine drugih biljnih vrsta ugljenik skladisti u formi
skroba, samo kod Secerne repe i SeCerne trske glavnu rezervu predstavlja
saharoza. GodiSnje se iz korenova Secerne repe dobije oko 35% od ukupne kolic¢ine
proizvedenog Secera. Najznacajniji proizvodaci su Francuska, SAD i Nemacka, sa po

viSe od 25 miliona tona godisnje.

1.4.1. Osnovne karakteristike SeCerne repe

Se¢erna repa pripada familiji Chenopodiaceae, u okviru koje se nalazi 105
rodova sa 1400 vrsta (Watson i Dallwitz 1992). To su dikotiledone, najcesce
zeljaste biljke. Rod Beta sadrzi 15 uglavnom ekonomski vaznih poljoprivrednih i

industrijskih kultura, kao Sto su Secerna repa, cvekla, stoCna repa i blitva.

Kao dvogodiSnja vrsta, Se€erna repa tokom prve godine razvija socan koren
u kome se skladiSte velike kolicine Secera (Slika 5). Ovaj Sefer namenjen je
potrebama same biljke tokom zime, ali se rezerve prilicno isprazne tokom druge
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godine u kojoj biljka razvija polne organe u kojima se nakon opraSivanja vetrom i
oplodenja stvara seme. Kada se gaji kao poljoprivredna kultura, Secerna repa se
vadi iz zemlje tokom jeseni iste godine (Duke 1983). Sadi se uglavnom u rano
prolece i tokom te prve vegetacijske sezone razvija ovalne listove koji formiraju
guste zelene do tamno zelene rozete koje polaze sa kratkog podzemnog izdanka.
Neposredno ispod izdanka razvija se sofan koren ovalnog do okruglog oblika
(Slika 5B). Tokom druge sezone razvijaju se stabljike duZine 1,2-1,8 m, na kojima
se razvijaju guste racemozne cvasti (Forster i sar. 1997; Slika 5C). Za razvijanje
semena (Slika 5D) u drugoj godini neophodan je period vernalizacije na

temperaturama 4-7°C da bi se pocetkom proleca reproduktivna faza inicirala.

B

PL.276. Bette vuldaire. (Betterave). Beta vulgaris L.

Slika 5. Biljke Secerne repe. A) Botanicki prikaz vegetativnih i reproduktivnih organa
SeCerne repe; B) jednogodisSnja biljka; C) racemozna cvast sa cvetovima; D) seme. Slike
preuzete iz : A) Atlas des Plantes de France, A. Masclef 1891; B)
http://www.intlawgrrls.com/2010/08/beets-banned.html;  C)  http://www.biologie.uni-
hamburg.de; D) http://www.css.msu.edu/cor/CropSeeds; bar predstavlja 2 mm
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Biljke SeCerne repe se razvijaju veoma brzo i ve¢ pet dana nakon sejanja iz
semena se pojavljuju klijanci. Koren raste izuzetno brzo i moze dostic¢i i do 30 cm
pre nego Sto se pojavi prvi pravi list. Maksimalnu veli€inu i prinos koren Secerne
repe dostize 20 do 24 nedelje nakon sejanja. Tokom ovog perioda vrsi se
konstantna translokacija ugljenih hidrata iz listova u kojima nastaju u procesu
fotosinteze, do korena. Saharoza se skladisti primarno u koncentri¢nim krugovima
vaskularnih tkiva koja se razvijaju iz sekundarnog kambijuma tokom rane faze

razvica korena i u parehnimskim ¢elijama koje se tokom daljeg rasta uvecéavaju.

Secerna repa predstavlja jednu od najmladih poljoprivrednih kultura, jer je
intenzivno gajenje i koriS¢enje repe pocelo pre svega 250 godina (Kovacev i sar.
2008). Prvi savremeni kultivari SeCerne repe nastali su procesom selekcije i
oplemenjivanja sto¢ne repe polovinom 18. veka u Nemackoj. Ipak, smatra se da su
joS u drevnom Egiptu biljke preteCe savremene Secerne repe koriS¢ene u ishrani
(Smigocki i sar. 2008a). Znacaj SeCerne repe kao izvora saharoze nagovestio je jo$
1747. godine nemacki hemicar Andreas Marggraf, koji je pokazao da se
karakteristike kristala dobijenih iz samlevenih korenova ne razlikuju po svojim
karakteristikama od kristala iz Se¢erne trske. Njegov student Karl Achard, razvio je
proces ekstrakcije SeCera iz korena repe. Blokade uvoza Secerne trske u Evropu
tokom Napoleonovih ratova stimulisali su, pre svega, proizvodnju i selekciju
SeCerne repe, ali i podizanje fabrika za proizvodnju Secera. 1z Evrope Seéerna repa
je vrlo uspesno preneta i na severnoamericki kontinent, gde su prve fabrike pocele

da se grade krajem 19. veka.

U tehnoloSkom procesu prerade korena SeCerne repe osim belog
konzumnog Secera dobija se i melasa (nekristalizovani Secer) koja se koristi u
porizvodnji stoCne hrane, kvasca i alkohola, kao i celuloza koja se koristi kao repin

rezanac i predstavlja dodatak sto¢noj hrani.

U poslednje vreme sve viSe se govori o Se¢ernoj repi kao 'bioreaktoru’ ¢iji se
korenovi mogu Kkoristiti za intenzivnu sintezu i akumulaciju nekih novih

metabolita. Menzel i sar. (2003) pokazali su da se u transgenim ’hairy roots’
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SeCerne repe moze sintetisati bakterijski poliestar poli(3-hidrokibutirat), PHB i to

do ¢ak 55 mg PHB/g suve mase korenova.

1.4.2. Insekti Stetocine SeCerne repe

Tokom intenzivnog razvoja vegetativnih organa u prvoj godini, biljke
SeCerne repe Cesto su napadnute od strane velikog broja razlicitih Stetoc¢ina koji
mogu drasticno da umanje prinos. Osim brojnih virusa i patogenih gljiva,
herbivorni insekti hrane se zelenom masom Selerne repe i time smanjuju
fotosintetski potencijal i koli¢inu sintetisanih Secera, ali i so¢nim korenovima ¢ime

direktno nanose ogromne Stete.

Spisak insekata StetoCina sadrZi po nekoliko predstavnika redova
Lepidoptera - S. exigua, Loxostege sticticalis, Euxoa sp., Coleoptera - Psylliodes
punctulata, Silpha bituberosa, ve¢i broj buba iz familije Elateridae, i Diptera -
Pegomya hyosctami, Tetanops myopaeformis. Osim njih jo$ Citav niz generalnih
herbivora Steto¢ina moZe se hraniti SeCernom repom i u nekim situacijama mogu
dovesti do znacajnih gubitaka S. frugiperda, Autographa gamma, Mamestra
brassicae. U Srbiji na poljima pod Seernom repom joS se srecu i Bothynoderes
punctiventris, Tanymecus dilaticollis, i razne vrste sovica: Lacanobia oleracea,

Agrotis exclamationis (Lange 1987).

Osnovna mera zaStite protiv insekata Stetocina i kod Secerne repe jeste
aplikacija hemijskih pesticida uglavnom neposredno posle sejanja ili u periodima
najvece aktivnosti herbivora. Takode, i procesi selekcije genotipova Se¢erne repe
koji se odlikuju povecanom otpornos¢u prema insektima zauzimaju veoma
znacajno mesto u pokuSajima reSavanja problema izazvanih ovim StetoCinama.
Medutim, kao i kod velikog broja drugih kultura metode klasicnog oplemenjivanja i
ovde su suoCene sa nizom problema koji ovaj pristup ugrozavaju. Pre svega, zbog
svog dvogodisSnjeg zZivotnog ciklusa potrebno je dosta vremena za svaki selekcioni
ciklus. I vernalizacija, koja je neophodna da bi se reproduktivna faza inicirala moze

predstavljati znacajan problem, jer se obi¢no procesi selekcionisanja odvijaju na
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otvorenom gde je nemoguce kontrolisati temperaturne uslove i spreciti preterano

ili pak nedovoljno hladenje (Smigocki i sar. 2008a).

l[ako se smatra da divlji rodaci mogu predstavljati dobru osnovu u
procesima selekcionisanja i oplemenjivanja jer su dobar izvor gena koji nose
rezistentnost prema bolestima ili StetoCinama (Lewellen 1992; Panella i Lewellen
2006), ipak vecina divljih srodnika Secerne repe su ili nekultivisane korovske biljke
ili imaju vrlo izraZenu egzoti¢nu germplazmu, te se ne mogu direktno koristiti u
komercijalnom oplemenjivanju. Divlji srodnici se uglavnom koriste kao donori
poZeljnih gena u pre-briding programima. Medutim, vecina vrsta u okviru roda
Beta iako su po poreklu, a pojedine vrste i broju hromozoma bliske, imaju vrlo
izraZene geneticke barijere koje onemogucavaju lako ukrStanje i dobijanje

hibridnog potomstva (Kovacev i sar. 2008).

Da bi se prevaziSle napred navedene poteSkole vezane za reSavanje
problema sa insektima StetoCinama, insekticidima ili oplemenjivanjem, naucnici se
sve viSe okrecu savremenijim biotehnoloskim pristupima. Intenzivirana je potraga
za pogodnim kandidat-genima cijom se ekspresijom moZe povecati otpornost
komercijalnih genotipova Selerne repe prema insektima Steto¢inama i time

smanjiti gubici znac¢ajni za industrijsku proizvodnju Secera.

1.5. INHIBITOR SERINSKIH PROTEINAZA SECERNE REPE - BVSTI

PokusSaji pronalaZenja pogodnih kandidat-gena uglavnom podrazumevaju
formiranje tzv. model sistema koji ukljucuju biljku domacina i insekta StetoCinu.
Razli¢itim metodama molekularne biologije najceSce se prate transkripcioni profili
kod oba organizma, koji mogu pokazati promene u ekspresiji gena kao odgovor na
ovu interakciju. Profilisanje gena ¢ija je aktivnost modulisana ishranom moljca M.
sexta kod duvana N. attenuata pokazalo je da je ¢ak 63% od svih ispitivanih gena
imalo modifikovanu ekspresiju nakon napada larvi (Hui i sar. 2003). Detaljnim
analizama pokazano je da je ekspresija vec¢ine ovih gena, uklju¢enih u razlicite

mehanizme odbrane, bila znacajno poviSena.
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Za formiranje slicnog modela kod Secerne repe, kojim bi se otkrili
potencijalni odbrambeni geni i utvrdili mehanizmi odbrane, Puthoff i Smigocki
(2005, 2007) su odabrali jednog od najznacajnijih insekata Stetoc¢ina na teritoriji
Severne Amerike, Dipteru Tetanops myopaeformis Roder (eng. sugar beet root

magott, SBRM; Slika 6).

Slika 6. Stupnjevi razvi¢a insekta Tetanops myopaeformis Roder, znacajne Stetocine na
usevima Secerne repe. S leva na desno: tek izlegla larva, prezimljujuc¢a larva u tre¢em
larvenom stadijumu, pupa i adult. Bar predstavlja 1 cm. Preuzeto iz: Gianessi (2009)

Larve ovog insekta pronadene su na viSe od polovine povrSina zasadenih
Secernom repom na teritoriji SAD i Kanade. Smatra se ozbiljnom Steto¢inom jos od
20-tih godina XX veka, a danas je zasluZan za gubitke od 10% do ¢ak 100% na
inficiranim poljima (Campbell i sar. 1998). Razvice ovog insekta odvija se u
potpunosti na poljima Secerne repe i prati rast vegetativnih organa Sec¢erne repe
(Slika 7). Insekt prezimljuje u stupnju larvi 3. stadijuma iz kojih se u rano prolece
formiraju pupe. Posle par nedelja izlegu se adulti koji polazu jaja u povrsinskim
slojevima zemlje neposredno pored mladih izdanaka Secerne repe. Ve¢ nakon 5-7
dana iz jaja se ispile nove larve koje pocCinju sa intenzivnom ishranom na mladim
korenovima pravecdi znacajna ostecenja tkiva obi¢no u vidu kanala (Chirumamilla i
sar. 2008) i uzrokujué¢i delimicno do potpuno ostecenje korenova, koje se
manifestuje uvenulo$¢u lisne rozete, ali i rastom sekundarnih korenova. Na
oStecenim korenovima vrlo su Ceste invazije sekundarnih patogena, kao Sto su
Erwinia betavasculorum, Aphanomyces cochlioides i Rhizoctonia solani (Campbell i

sar. 2008; Smigocki i sar. 2008a; Campbell i sar. 1998). Sama infekcija bakterijama
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roda Erwinia moZe da smanji prinos Secera za 10-15% (Smigocki i sar. 2008a).
Kod nesSto starijih biljaka ishranom prave tunele na ve¢ oformljenim korenovima,

Sto takode dovodi do znaCajnog smanjenja prinosa.

Prezimljujuce larve : vy
Lutke ‘,’
I I ]
Adulti
|
Jaja
I
Larve
| 1
Sadenje Prezimljujuce larve
(S et
=, . ‘\
Mart April Maj Jun Jul Avgust | Septembar

Slika 7. Uporedni razvoj insekata SBRM sa rastom biljaka Se¢erne repe tokom prve
vegetativne sezone.

Prvi eksperimenti izvedeni u cilju odabira genotipova Selerne repe
otpornih na SBRM larve zapoceti su jo§ 1974. godine (Theurer i sar. 1982). Do
danas su registrovana tri genotipa sa umerenim nivoom otpornosti: F1016, F1015
i F1024 (Campbell i sar. 2000; 2010). Medutim, potpuna otpornost na SBRM jo$
uvek nije dobijena i kod najotpornijeg genotipa F1016 gubici nastali ishranom larvi
SBRM za svega 40% su manji nego kod komercijalnih osetljivih genotipova
(Smigocki i sar. 2008a). Istovremeno ove dostupne linije se odlikuju nesto loSijim
agronomskim karakteristikama, jer tokom ovako usmerene selekcije moze do¢i do
gubitka nekih od agronomski poZeljnih osobina zajedno sa osobinama koje se

selekcijom favorizuju. Prinos jednog od SBRM otpornih genotipova, F1015, je
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smanjen za ¢ak 25% u odnosu na druge komercijalne hibride (Campbell i sar.
2000).

Upotreba pesticida, uglavnom u trenutku sadnje kao i u trenutku
najintenzivnije aktivnosti adulta, osnovna je mera kontrole. Ipak, smatra se da
efikasne mere zastite i dalje ne postoje s obzirom da i pored upotrebe pesticida

ovaj insekt i dalje dovodi do velikih problema (Campbell i sar. 2000).

Za eksperimente u kojima je pracena interakcija sa larvama SBRM odabrani
su F1016, kao umereno otporan genotip i F1010, genotip koji se pokazao kao
prilicno osetljiv prema ovim larvama u eksperimentima Campbell i sar. (2000;

2010).

Ve¢ u prvim eksperimentima Smigocki i sar. (2006) u kojima je pracena
ishrana larvi SBRM na 17 dana starim korenovima ova dva genotipa, primeceno je
da larve pokazuju drugacije obrasce ’ponaSanja’ tokom ishrane. Larve su se
grupisale oko osetljivih F1010 korenova, formirajuci guste agregacije na samim
korenovima, dok su one kojima su bili ponudeni rezistentni F1016 korenovi bile
viSe rasute po petri kutiji u kojoj se nalazio koren, a samo neke od njih bile su na

samim korenovima.

Potragu za genima cija je ekspresija modulirana ishranom SBRM larvi i koji
mogu biti odgovorni za poviSen stepen rezistentnosti F1016 genotipa, Puthoff i
Smigocki (2007) sproveli su evaluacijom genske ekspresije metodom supresivne
hibridizacije (eng. suppression subtractive hybridization, SSH). Ova hibridizacija
podrazumeva poredenje komplementarnih DNK (cDNK) fragmenata koji su
grupisani u tzv. biblioteke gena (eng. gene library) izmedu razlic¢itih uzoraka
(Diatchenko i sar. 1996). Ovaj metod Cesto je koriS¢en u mnogim sistemima za
identifikaciju gena cija se ekspresija menja (Guilleroux i Osbourn 2004; Wang i sar.
2005). U slucaju potrage za genima cija se ekspresija menja nakon napada larvi
SBRM, cDNK biblioteka dobijena iz korenova genotipa F1016 na kojima su se
hranile larve SBRM uporedena je sa cDNK bibliotekom iz takode povredenih
osetljivih F1010 korenova.
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Nakon hibridizacije cDNK biblioteka iz ova dva uzorka uoceno je da ishrana
larvi menja ekspresiju kod ¢ak 150 EST sekvenci (eng. expressed sequence tags,
EST). Vecina aktivnih gena bila je sa poviSenim nivoom ekspresije, ukazuju¢i na
mogucu umeSanost u neki od mehanizama odbrane biljaka Se¢erne repe. Nakon
identifikacije ovih gena jasno se izdvojila grupa tzv. odbrambenih gena, Cciji
produkti ucestvuju u razli¢citim mehanizmima odbrane biljaka, koji su se
eksprimirali samo u F1016 genotipu nakon napada SBRM larvi. Za gene koji
kodiraju polifenol oksidazu, B-glukozidazu i glutation S transferazu vec je bilo
pokazano da im ekspresija moZe biti regulisana razli¢itim patogenima ili insektima
herbivorima (van de Ven i sar. 2000; Reymond i sar. 2000; Voelckel i Baldwin
2004). Medu odbrambenim genima bila je i jedna novoidentifikovana sekvenca
koja je pokazivala veliku slicnost sa nekim od gena koji kodiraju IP. Ova sekvenca
koja se u bazi GenBank (National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine, SAD) nalazi pod brojem DV501688, pokazivala je
strukturnu sli¢nost sa inhibitorima serinskih proteinaza Kunitz tipa, i to posebno
LeMir genom iz paradajza Ciju je ekspresiju moguce indukovati napadom nematoda
(Brenner i sar. 1998). Ovo otkri¢e privuklo je posebnu paZnju s obzirom da je od
ranije bilo poznato da se u digestivhom sistemu larvi SBRM nalaze upravo serinske
proteinaze koje bi mogle biti inhibirane produktom ovog gena. Naime, analizom
sastava digestivnih enzima larvi SBRM sakupljenih sa inficiranih polja, utvrdeno je
prisustvo tri klase proteinaza: serinskih, cisteinskih i asparti¢nih, od kojih su
serinske i asparti¢ne bile dominantne u odnosu na slabo zastupljene cisteinske
(Wilhite i sar. 2000). Serinske proteinaze pokazivale su najintenzivniju aktivnost u
baznoj sredini na pH vrednostima od 8,5 dok su druge dve klase bile najaktivnije u
kiseloj sredini na pH 2,5. Ove proteinaze bile su uspesno blokirane sintetickim, ali i
nekim biljnim IP kao S$to su tripsin-himotripsin inhibitor iz soje i inhibitor

asparti¢nih proteinaza iz tikve.

Novo-otkrivena sekvenca je nazvana BvSTI (eng. Beta vulgaris serin-type
proteinase inhibitor). Inicijalna karakterizacija ekspresije BvSTI gena u transgenim
‘hairy roots’ Se¢erne repe, kao i u transgenom duvanu ve¢ je uradena (Smigocki i

sar. 2008b, 2009). Pokazano je da u oba sistema ekspresija BvSTI gena i
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akumulacija ovog IP povecava otpornost prema larvama S. frugiperda, S. exigua i M.
sexta. Kod ovih larvi uocen je povecan stepen smrtnosti ili izmenjen kurs rastenja i

razvica nakon ishrane transgenim listovima duvana ili korenovima Secerne repe.

Sve ove Cinjenice ukazuju da bi BvSTI gen, izolovan iz mladih korenova
F1016 linije Se¢erne repe umereno otporne na larve SBRM, mogao biti koriS¢en u
procesima unapredenja biljnih genotipova u cilju poveéanja otpornosti na
herbivorne insekte Stetocine. Bolje razumevanje in planta ekspresije BVvSTI gena u
genotipovima Secerne repe otpornim na insekte dovesSée do stvaranja efikasne
strategije za koriS¢enje ovog gena u programima oplemenjivanja i biotehnoloskog

unapredivanja otpornosti.
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2. CILJEVI RADA

Osnovni cilj istraZivanja bila je analiza ekspresija gena za inhibitor serinskih
proteinaza BvSTI kod nekoliko genotipova Secerne repe, koji se medusobno
razlikuju po stepenu otpornosti na larve SBRM. Uporedivanjem obrazaca i nivoa
ekspresije sa stepenom otpornosti utvrdila bi se uloga ovoga gena u mehanizmima
otpornosti i sagledale mogu¢nost koriS¢enja ovog gena u cilju borbe protiv

insekata StetocCina kod biljaka.
Realizacija ovog cilja izvrSena je kroz nekoliko zadataka:

1. Analizirati obrazac i intenzitet ekspresije BvSTI gena nakon mehanickog
povredivanja kod Cetiri genotipa Secerne repe koji se medusobno razlikuju po

stepenu otpornosti na larve StetoCine korena Tetanops myopaeformis Roder.

2. Utvrditi nivo akumuliranih BvSTI proteina kao i njihovu inhibitornu aktivnost
prema tripsinu u mehanicki povredenim tkivima dva genotipa koji se

medusobno najviSe razlikuju po nivou ekspresije BvSTI gena.

3. Analizirati obrazac i intenzitet ekspresije BvSTI gena kod ova dva genotipa
nakon povredivanja izazvanog ishranom larvi Spodoptera frugiperda ].E.

Smith.

4. Uporediti otpornost genotipova Seferne repe sa razli¢itim stepenom
ekspresije BvSTI gena na rast i razvice polifagnog insekta S. frugiperda ].E.

Smith u in vivo biotestu.

5. Pratiti ekspresiju himeri¢nog reporter BvSTIpro-GUS gena u transgenim
biljkama duvana tokom starenja, radi utvrdivanja obrasca i dinamike

aktivnosti promotorskog regiona BvSTI gena.

6. Analizirati ekspresiju ovog himeri¢nog gena nakon mehanickog povredivanja i

povredivanja izazvanog ishranom larvi S. frugiperda J.E. Smith.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. PRACENJE EKSPRESIJE BVSTI GENA 1 AKUMULACIJE 1 AKTIVNOSTI BVSTI

PROTEINAZNOG INHIBITORA U RAZLICITIM GENOTIPOVIMA SECERNE REPE

U cilju ispitivanja ekspresije BvSTI gena koriS¢ena su Cetiri genotipa Se€erne
repe Kkoji se medusobno razlikuju po stepenu osetljivosti na larve SBRM.
Genotipovi F1016, F1015 i UT-8 su u eksperimentima oplemenjivanja i selekcije
oznacen kao umereno otporni, dok F1010 predstavlja genotip osetljiv na SBRM

(Campbell 1990; Campbell i sar. 2000).

3.1.1. Biljni materijal

Semena sva Cetiri genotipa dobijena su iz Sugarbeet and Potato Research
Unit, USDA-ARS, Fargo, ND, SAD. Do trenutka upotrebe c¢uvana su u papirnim
kesama, na temperaturi od +4°C. Pre sejanja semena su imbibovana u vodi tokom
noc¢i, na sobnoj temperaturi u mraku. Potom su posejana u meSavinu Pro-Mix
supstrata (Premier Tech Horticulture, Quakertown, PA, SAD) i perlita u odnosu 3:1.
Klijanci su gajeni u komori za gajenje biljaka (Environmental Growth Chambers,
Chagrin Falls, OH, SAD) pod kontrolisanim uslovima sredine na temperaturi od 25
+ 2°C tokom dana i 20 + 2°C tokom no¢i sa duZinom svetla od 16 sati. Nakon 4
nedelje, lepo razvijene biljCice su prebacene u staklaru i gajene na temperaturi od
25 %+ 5°C tokom dana i 20 * 3°C tokom no¢i sa prosecnom duZinom dnevne
svetlosti od 15 sati. Biljke su dubrene mesecno fertilizatorom Osmocote (Scott’s
Miracle-Gro, Marysville, OH, SAD). Analiza ekspresije BvSTI gena uradena je na
tkivima sakupljenim sa biljaka starih 6 nedelja i 3, 4 i 6 meseci. Analize proteina

uradene su na biljkama starim 6 meseci.
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3.1.2. Mehanicko povredivanje tkiva Secerne repe

Listovi sa biljaka Secerne repe u kojima je analizirana ekspresija BvSTI gena
ili akumulacija i aktivnost BvSTI proteina mehanicki su povredivani pravljenjem
dva do Cetiri useka sa svake strane lista, izbegavajuc¢i provodne sudove. Svaki usek
bio je duzine 1 cm (Slika 8A). Korenovi mladih, 6 nedelja starih biljaka, pritiskani
su pincetom na svakih 5 mm citavom duZinom (Slika 8B), dok su stariji korenovi
povredivani pravljenjem 5 mm dugih i 2-3 mm dubokih useka po povrsini (Slika
8C). Sva povredivana tkiva su drZana na navlaZenom filter papiru. Uzorci su
sakupljani nakon 2, 6, 24, 48 i 72 h od trenutaka povredivanja, kao i neposredno
pre povredivanja, i ovaj uzorak je obeleZzavan kao nulto vreme (0 h). Svi uzorci su
odmah nakon sakupljanja potapani u tecni azot i cuvani na -80°C sve do trenutka
analize. Za svaki uzorak nacinjena su po dva bioloSka ponavljanja koja su

predstavljala po jedan list uzet sa dve posebne biljke.

Slika 8. Povredivanje listova i korenova Secerne repe. Mehanicko povredivanje listova (A),
mladih (B) i starijih korenova (C), kao i povredivanje listova (D) i korenova (E) izazvano
ishranom larvi.
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3.1.3. Povredivanje tkiva Secerne repe insektima

U eksperimentima u kojima je pracena ekspresija BvSTI gena u listovima i
korenovima SeCerne repe nakon povredivanja insektima, koriS¢ene su larve
Spodoptera frugiperda ].E. Smith (eng. fall armyworm, FAW). Deset dana stare larve
FAW, gajene na nacin opisan u odeljku 3.4.1, izgladnjivane su dva sata pre pocetka
eksperimenata. Zatim je na svaki list ili koren, uzet sa 4 meseca starih biljaka i
poloZen na vlaZan filter papir u plasticnu petri kutiju, stavljena po jedna larva
(Slike 8D i 8E). Uzorci povredenih biljnih tkiva su sakupljani tokom 72 h od
pocetka hranjenja larvi, u istim vremenskim tackama u kojima su prikupljani
uzorci nakon mehanickog povredivanja (2, 6, 24, 48 i 72 h). Uzorci su takode
trenutno zamrzavani i cuvani na -80°C. Po dva bioloSka ponavljanja su napravljena

za svaki uzorak.

3.1.4.1zolacija RNK

Ukupne RNK iz uzoraka listova i korenova Secerne repe, sakupljenih nakon
mehanickog povredivanja ili ishrane insekata, izolovane su koris¢enjem RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nemacka). Izolacija iz tkiva samlevenog u sterilnim
avanima uz pomo¢ te¢nog azota, uradena je po uputstvima i protokolu
proizvodaca, sa uklju¢enim tretmanom DNazom (RNase-Free DNase; Qiagen,
Hilden, Nemacka). U ependorf tubicu ubaceno je po 100 mg usitnjenog tkiva i
dodato 450 pl RLT pufera za liziranje Celija, u koji je prethodno dodato po 10 pl £3-
merkaptoetanola na svakih 1 ml pufera. Potom je na kratko pufer izmeSan sa
tkivom na vorteksu. Da bi se biljni sadrzaj Sto bolje razgradio sadrZaj tubice je
inkubiran u vodenom kupatilu na temperaturi od 56°C tokom 3 minuta. Nakon
inkubacije uzorak je prebacen u QIAshredder spin kolone i centrifugiran 3 minuta
na 14000 xg. Supernatant iz koga su odstranjeni krupniji ¢elijski delovi pipetiran je
u novu ependorf tubicu, a zatim je dodato 250 pl apsolutnog (100%) etanola radi
precipitacije RNK. Ova smeSa je potom prebacena u RNase spin kolonu smeStenu u

nove ependorf tubice od 2 ml. Centrifugiranjem u trajanju od 15 s na 10000 xg
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obezbedeno je razdvajanje i vezivanje RNK za membranu kolone, kao i uklanjanje
veceg dela DNK koji se odbacuje zajedno sa supernatantom. RNase spin kolona je
smeStena u novu ependorf tubicu i membrana je isprana preporuenim RW1
puferom centrifugiranjem na 10000 xg u trajanju od 15 s. Nakon ovog koraka
ukljucCen je i dodatni tretman DNazom, koja se nanosi direktno na membranu
RNeasy spin kolone. Nakon 15 minuta inkubacije sa DNazom nastavljeno je
ispiranje RPE puferom. RNase spin kolone sa RNK molekulima precipitiranim na
membranama prebacene su u kolekcione tubice i izvrSeno je spiranje i rastvaranje

RNK u 60 pul RNase-free vode.

Kvalitet izolovanih molekula RNK proveren je elektroforetskim
razdvajanjem molekula ukupnih RNK na 1,2% TBE (45 mM Tris-borat i 1 mM
EDTA) agaroznom gelu (MultiSub™ MiniHorizontal Gel Systems, Denville Scientific,
Metuchen, NJ, SAD), pri voltaZi od 100 V. Kvantifikacija RNA molekula u izolatima
odredena je spektrofotometrijski, merenjem absorbance na 260 i 280 nm,
direktnim nanoSenjem 2 pl uzorka na aparat NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, SAD). Nakon izvrSenih provera kvaliteta i kvantiteta RNK

izolati su Cuvani na -80°C do trenutka daljeg koriS¢enja.

3.1.5. Reverzna transkripcija ukupnih RNK i reakcija lanc¢anog

umnozavanja transkripta (RT-PCR analiza)

UnoSenjem 100 ng ukupnih RNK molekula u proces reverzne transkripcije
(RT) sve iRNK prevedene su u komplementarne DNK (cDNK) lance. Zatim je u
prisustvu specificnih prajmera (Tabela 5) u reakciji lancanog umnozavanja (eng.
polymerase chain reaction, PCR) amplifikovan 0,6 kb veliki BvSTI transkript u
vezanim reakcijama, koriS¢enjem TITANIUM One-Step RT-PCR Kit (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA, SAD; Smigocki i sar. 2008b).

Za svaku RT-PCR reakciju koja se odvijala u zapremini od 25 pl, dodato je
2,5 ul 10 x One-Step pufera (400 mM Tricin, 200 mM KCI, 30 mM MgCl», 37,5 pg/ml
BSA), 0,5 pl 50 x ANTP miksa u kome je finalna koncentracija svakog dNTP 0,2 mM,
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0,25 pl rekombinantnog inhibitora RNaza, 12,5 pl termostabiliziraju¢eg reagensa, 5
ul GC-Melt™ reagensa, 0,5 pl oligo (dT) prajmera koncentracije 20 uM, po 0,5 pl
Forward i Reverse prajmera (finalna koncentracija svakog je 45 pM), 0,5 pl 50 x
TITANIUM Taq RT DNK polimeraznog miksa i 2,75 pl RNK razblaZenja kojim se
dodaje 100 ng ukupnih RNK.

Tabela 5. Sekvence prajmera koriS¢enih za PCR amplifikaciju cDNK dobijenih

nakon reverzne transkripcije ukupnih RNK izolovanih iz tkiva Se€erne repe

Gen Prajmer Sekvenca (5°-3’)

BvSTI Forward ACCATGGCTTCCATTTTCCTGAAATC
Reverse GGTCACCTAGACCATCGCTAAAACATCA

Biljni aktin Forward GTATTGTKAGCAACTGGGATGA
Reverse AACKYTCAGCCCRATGGTAAT’

Misji B-aktin Forward GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA
Reverse CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC

Uslovi primenjeni u RT-PCR reakcijama obavljenim u Mastercycler Gradient

(Eppendorf, Hamburg, Nemacka) aparatu bili su:

50°C, 1 sat,

94°C, 2 minuta 40 sekundj,

94°(C, 20 sekundi,

56°C, 40 sekundi, 35 ciklusa
72°C, 1 minut 30 sekundi,

72°C, 5 minuta,

4°C, hold.

YV V.V V V V V

Za sve uzorke uradena je i RT-PCR reakcija sa prajmerima za konstitutivno

eksprimirani biljni aktin (Tabela 5). Ovaj gen sa visoko konzerviranim
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nukleotidnim sekvencama identifikovanim kod velikog broja biljnih vrsta, koriS¢en
je kao kontrola za ujednacen unos RNK molekula u RT-PCR reakciju. Fragmenti
aktina velicine 0,54 kb umnoZavani su pod istim uslovima kao i BvSTI transkripti.
Negativne kontrole podrazumevale su reakcije bez unete RNK, a pozitivne
kontrole, ukljuene u Titanium One-Step RT-PCR Kit, sadrzavale su RNK iz jetre
misa i aktin specifi¢ne prajmere (Tabela 5), kojima je bio umnoZen fragment misjeg
p-aktina. Dodatne negativne kontrole kojima je proveravana cCistoca izolovanih
RNK molekula, tj. proveravano je prisustvo genomske DNK u izolatima, pustane su
povremeno. U ovim reakcijama korisc¢en je PCR enzim bez RT funkcije (kao Sto je
TITANIUM Taq DNA Polymerase) koja amplifikuje fragmente genomske DNK, a ne
cDNK, koji nastaju transkripcijom RNK molekula. Ove reakcije zahtevale su

poseban PCR Master Mix.

RT-PCR produkti su razdvojeni elektroforetski na 1,2% TAE (40 mM Tris-
acetat i 1 mM EDTA) agaroznom gelu. Za odredivanje veli¢ine razdvojenih
linearnih dvostrukih DNA molekula na gel je nanoSena smeSa ©@X174 RF DNA/Hae
[l fragmenata velic¢ine 72 do 1353 bp i A HindIIl DNA fragmenata veli¢ine od 564
do 23130 bp. Vizualizacija DNK traka je izvrSena posmatranjem pod UV svetlom
nakon bojenja etidijum-bromidom. Gelovi su zatim slikani na Alphalmager 3400
(Alphalnnotech, San Leandro, CA, SAD) radi dalje analize i kvantifikacije nivoa
ekspresije gena. Kvantifikacija je uradena densitometrijski, koriS¢enjem programa
Image] ver. 1.32j (NIH, SAD). Nivoi akumuliranih BvSTI transkripata su
normalizovani u odnosu na nivoe biljnog aktina kao kontrole sa istom RNK. Za
svaki uzorak koli¢ina BvSTI transkripta odredivana je kao relativni procenat u
odnosu na koliinu akumuliranog aktinskog transkripta za koju je bila zadata

vrednost 100. RT-PCR analize su ponovljene dva puta sa uporedivim rezultatima.

3.1.6. Izolacija proteina

Analiza akumulacije i aktivnosti BvSTI proteina vrSena je u mehanicki

povredenim listovima i korenovima sakupljenim sa 6 meseci starih biljaka Secerne
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repe F1016 i F1010 genotipova. Ukupni proteini izolovani su u 50 mM Tris-HCl
puferu pH 7,5 sa dodatkom 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10% saharoze, 10 mM
askorbinske kiseline, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF), 2 mM ditiotreitola
(DTT) po protokolima koriS¢enim u radovima Smigocki i sar. 2009; Wang i sar.
2003; Chan i DeLumex 1982. Biljno tkivo je prvobitno samleveno u tecnom azotu, a

zatim je ledeni ekstrakcioni pufer dodat u proporciji 10 ml na 1 g tkiva.

Proteinski ekstrakti su zatim centrifugirani na 10000 xg tokom 10 minuta
na +4°C, a zatim je sakupljeni supernatant nekoliko sati koncentrovan do 1 ml u
Amicon Ultra 15 (3 K) koncentratorima (Millipore, Billerica, MA, USA) daljim
centrifugiranjem na +4°C. Koncentrovani ekstrakt je rasoljavan dodavanjem dva
puta po 8,5 ml 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 pufera i ponovnim centrifugiranjem sve
dok nije preostalo oko 200 ul proteinskog ekstrakta. Koncentracija ukupnih
proteina odredena je spektrofotometrijski metodom po Bradford-u (1976),
koriS¢enjem BSA (eng. Bovine Serum Albumin; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

kao proteinskog standarda.

3.1.7. Analiza akumulacije BvSTI proteina imunoblot metodom

Ukupni proteini izolovani iz mehanicki povredivanih listova i korenova
F1016 i F1010 genotipova pomes$ani su sa 62 mM Tris-HCl pH 6,8 puferom za
uzorke koji sadrzi 2,5% boje brom-fenol-plavo, 2% Na-dodecil sulfata (SDS), 10%
glicerola i 0,5% f3-merkaptoetanola. Uzorci su kuvani 10 min na 90°C nakon cega

su brzo ohladeni na +4°C i centrifugirani 3 min na 10000 xg.

Separacija proteina je izvrSena na 12% razdvajaju¢im poliakrilamidnim
gelovima denaturiSu¢om SDS-PAGE elektroforezom na 150 V tokom 1 sata i 40 min
koriS¢enjem SE 250 Mini-Vertical Gel Electrophoresis Unit (Hoefer Inc, San
Francisco, CA, SAD). Na gelove je nanosSeno 15-30 pg ukupnih proteina. Za
odredivanje molekulske mase proteina koriS¢eni su obojeni markeri Kaleidoscope
Prestained Protein Standards (BioRad, Hercules, CA, SAD) molekulskih masa 6,5-
200 kDa.
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Nakon elektroforeze gelovi su ekvilibrisani u hladnom transfer puferu
(0,025 M Tris, 0,192 M glicina, 0,025% SDS) tokom 1 sata. Razdvojeni proteini su
zatim elektrotransferom prebacivani na difluoridne polivinilidene (PVDF)
membrane (Immun-Blot 0,2 um, BioRad, Hercules, CA, SAD) tokom 1 sata i 20
minuta na 70 V (Mini-Trans-Blot Electrophoretic Transfer cell, Bio-Rad, Richmond,
CA, SAD). Nakon transfera membrane su isprane dejonizovanom vodom i
inkubirane u 5% rastvoru za blokiranje (BLOT-QuickBlocker, Chemicon
International, Temecula, CA, SAD) tokom 1 sata. Poliklonalna primarna anti-BvSTI
antitela sintetisana u zecu od mesavine dva BvSTI peptida sa najja¢im antigenim
karakteristikama (GenScript Corporation, Piscataway, NJ, SAD) dodavana su na
blotovane membrane u razblaZenjima 1:1000, 1:2000 ili 1:5000 (v/v) u 1 x TBS-T
(50 mM Tris-HCI, pH 7,4 sa 150 mM NaCl i 0,1 % Tween 20). Nakon 1 h i 30 min
inkubacije membrane su ispirane u 1 x TBS-T dva puta po 10 minuta, a zatim
inkubirane sa sekundarnim antitelima za koja je konjugovana alkalna fosfataza (AP
Conjugated Goat anti-Rabbit IgG, Chemicon International, Temecula, CA, SAD) u
razblaZenju 1:5000 u 1 x TBS-T puferu.

Nakon 1 sata inkubacije membrane su ponovo isprane u 1 x TBS-T dva puta
po 15 minuta i 1 minut u 1 x TBS da bi se uklonio Tween 20. Aktivnost alkalne
fosfataze je detektovana KkoriS¢enjem BCIP/NBT boje (5-bromo-4-hloro-3-
indolilfosfat i nitro-blue tetrazolium hlorid, Roche, Switzerland) rastvorene u 0,1 M
Tris-HCI pH 9,5 sa dodatkom 0,1 M NaCl i 0,05 M MgCl,. Akumulirani BvSTI
proteini uoceni su kao ljubiCasto obojene trake na membranama. Membrane su
zatim skenirane i sadrzaj BvSTI proteina u svakom uzorku odredivan je
densitometrijski. Relativan nivo akumuliranih BvSTI proteina odredivan je
merenjem gustine traka koriS¢enjem programa ImageQuant (ver. 5.2, Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, SAD). Nivo akumuliranih proteina prikazan je u odnosu
na nivo u F1016 nepovredenim listovima (nulta tacka) ¢ija je vrednost zadata kao

1. Eksperimenti su ponovljeni dva puta i sli¢ni rezultati su dobijeni.
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3.1.8. In gel analiza aktivnosti tripsinskih inhibitora Se¢erne repe

Ukupna aktivnost svih tripsinskih inhibitora SeCerne repe analizirana je u
mehanicki povredenim listovima (6 sati nakon povredivanja), kao i nepovredenim,
kontrolnim listovima i korenovima biljaka iz linija F1016 i F1010. Aktivnost je
prac¢ena na poliakrilamidnim gelovima na kojima su razdvojeni ukupni proteini, a

zatim gelovi inkubirani sukcesivno u rastvorima tripsina i supstrata.

Po 15 ug ukupnih proteina razdvajeno je na 12% SDS-poliakrilamidnim
gelovima. Nakon zavrSene elektroforeze gelovi su inkubirani u 10 mM Tris-HCI pH
7,4 sa dodatkom 25% (v/v) 2-propanola tokom 30 minuta da bi se uklonio SDS, a
zatim joS 30 minuta u 10 mM Tris-HCl pH 8,0 da bi se renaturisali proteini
(Smigocki i sar. 2008b; Cai i sar. 2003; Wang i sar. 2003). Gelovi su zatim uronjeni
u rastvor tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) koncentracije 40 pg/ml i
inkubirani 40 minuta. Tripsin poreklom iz goveda i rastvoren neposredno pre
koriS¢enja u 50 mM Tris-HCI pH 8,0 sa dodatkom 50 mM CaCl;, difundovao je
tokom inkubacije u gelove ¢itavom njihovom povrSinom. Aktivnost usvojenog
tripsina pracena je dodavanjem tripsinskog substrata N-acetil-DL-fenilalanin {3-
naftil estra (APNE, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) rastvorenog u
dimetilforaminu u koncentraciji 2,5 mg/ml zajedno sa bojom Fast Blue B salts
(tetrazotized O-dianisidine; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) rastvorenoj u 50
mM Tris-HCl pH 8,0 sa 50 mM CaClz u koncentraciji 0,5 mg/ml. Nakon 30 minuta
inkubacije na sobnoj temperaturi gelovi su ispirani dejonizovanom vodom i dodat
je 10% rastvor sirCetne Kkiseline da bi se zaustavila reakcija. Gelovi sa jasno
razvijenim prosvetljenim zonama na mestima inhibicije tripsinske digestije
supstrata skenirani su i koriS¢eni za dalju analizu. Proteini iz biljaka duvana
(Nicotiana benthamiana) transformisanim 35S-BvSTI genskim konstruktom u
kojima je potvrdena ekspresija BvSTI gena, kao i aktivnost BvSTI proteina
(Smigocki i sar. 2008b), koriS¢eni su kao pozitivne kontrole za BvSTI kodiranu
aktivnost proteinaznog inhibitora. Na gelove je nanoSen i tripsinski inhibitor iz
soje (eng. soybean trypsin inhibitor, SBTI; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
veli¢ine oko 20 kDa, kao jo$ jedna pozitivna kontrola za reakciju inhibicije tripsina.

Analize su ponovljene dva puta sa uporedivim rezultatima.
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3.2. BIOTEST SA INSEKTIMA Spodoptera frugiperda ].E. Smith

Insekti vrste Spodoptera frugiperda ]J.E. Smith iz reda Lepidoptera, familija
Noctuidae, koriS¢eni su u biotestu sa genotipovima SeCerne repe koji pokazuju
razliCit stepen otpornosti prema larvama SBRM. U biotestu ¢iji je cilj bio
uporedivanje stepena otpornosti genotipova Secerne repe prema larvama FAW sa
nivoom ekspresije BvSTI gena, koriS¢ene su biljke umereno otpornih genotipova:

F1016,F10151iUT-8, kao i biljke osetljivog F1010 genotipa.

3.2.1. Gajenje insekata

Jaja insekata nabavljena od kompanije Benzon Research (Carlisle, PA, SAD),
poloZena su na hranljivu podlogu C(iji je sastav dat u Tabeli 6. Podloga je
pripremana dodavanjem agara i kazeina u 370 ml vrele vode uz neprestano
mesSanje tokom nekoliko minuta. SmeSa je zatim rashladena dodavanjem ostatka
vode koja je prethodno ohladena na +4°C, a nakon toga u smesSu su dodati i
vitaminski miks, kao i neomicin sulfat. Hranljiva podloga je potom sterilno

razlivana u staklene posude ili plasticne caSe i ostavljana da se stegne pre

postavljanja jaja ili larvi na nju.

Tabela 6. Hranljiva podloga za gajenje FAW larvi

Komponenta Proizvodac i kat. broj 1 litar podloge
Kazein Benzon Research F0635 118¢g
Vitamini mix Benzon Research F0717 748
Agar Sigma Aldrich A7921 21,7g
Neomicin sulfat  Sigma Aldrich. N6386 05g
Voda do 1000 ml
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Dva do tri dana nakon piljenja iz jaja, larve su prebacivane u pojedinacne
plasti¢ne caSe sa sveZom hranljivom podlogom i gajene na temperaturi od 25 * 2°C

pod svetlosnim rezimim 16 h svetlo /8 h mrak.

3.2.2. Biotest na biljkama Secerne repe

U biotestu sa larvama FAW korisc¢eni su pojedinacni listovi ili korenovi 6
meseci starih biljaka sva Cetiri genotipa Secerne repe (F1016, F1015, UT-81 F1010)
gajenih u staklari na temperaturi od 25 * 5°C tokom dana i 20 + 3°C tokom no¢i sa
prosecnom duzinom dnevne svetlosti od 15 sati. U eksperimentima su KoriS¢ene
10 dana stare larve ujednacenenih masa. Po jedna larva smestana je na list (Slika
9A) ili koren (Slika 9B) poloZen na vlaZan filter papir u plasti¢noj petri kutiji
precnika 12 cm. Svaki tretman sadrzao je po 10 petri kutija. SveZa hrana je

dodavana svakodnevno.

Slika 9. Larve FAW hrane se listovima (A) i korenovima (B) Secerne repe

Mase larvi (M) beleZene su u intervalima od 24 sata tokom 5 dana. Izmerena
masa larvi na pocCetku eksperimenta obeleZena je kao Mdan(0). Na osnovu izmerenih
masa za svaku larvu je izracunato dnevno povecanje mase, kao i ukupno povecanje

mase tokom tih pet dana, po formulama:

Dnevno povecéanje mase = M dangm) - M danpm-;)  (n = 1-5) [mg]

Ukupno poveéanje mase = M dangs) - M dano) [mg]
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Nakon 5 dana od pocetka eksperimenta larvama je i dalje dodavana hrana,
ali viSe nije merena masa larvi, jer su neke od njih pocele da gube na masi zbog
prelaza u sledec¢i stadijum razvica, lutku. U trenutku kada su sve larve zavrSile sa
metamorfozom i presle u stadijum lutke, izmerena im je masa i prebacene su u
staklene teglice na kojima se nalazio povez od gaze na vrhu, radi bolje aeracije.
Posmatranje i beleZenje promena nastavljeno je svakodnevno sve do konacnog

izleganja adulta.

3.2.3. Statisticka obrada rezultata biotesta

Statisticke analize su uradene koriS¢enjem STATGRAPHICS Centurion XV
programa ver. 15.1.02 (Statpoint Technologies Inc., Warrenton, VA, SAD). Podaci
su podvrgnuti jednofaktorijalnoj analizi varijanse (one-way ANOVA), a poredenja
izmedu srednjih vrednosti su uradena pomocu testa najmanje znacajnih razlika

(eng. least significant difference test, LSD) izracunatih sa nivoom znacajnosti od 5%.

3.3. ISPITIVANJE AKTIVNOSTI PROMOTORSKOG REGIONA BvVSTI GENA U TRANSGENOM

DUVANU

U ispitivanju aktivnosti promotorskog regiona BvSTI gena (BvSTIpro) i
njegove uloge u kontroli ekspresije ovog gena koriS¢ene su transgene biljke duvana

(Nicotiana benthamiana Domin).

3.3.1. Biljni materijal koriS¢en za analizu ekspresije BvSTI promotora

Sekvenca promotora BvSTI gena prethodno je klonirana iz korena F1016
genotipa SeCerne repe, umereno otpornog na larve SBRM koriS¢enjem
GenomeWalker™ (Clontech, Mountain View, CA) procedure (Smigocki i sar. 2007).
Potom je sekvenca reakcijom lananog umnoZavanja amplifikovana i ubacena u

ekspresioni pCAMBIA 1301 vektor (Slika 10A; CAMBIA, Canberra, Australia). U
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okviru prve ekspresione kasete T-DNA regiona ovog vektora, oznacenog kao
pBvSTIpro-GUS, BvSTI promotor je vezan za uidA (GUS) reporter gen (Slika 10B). U
drugoj ekspresionoj kaseti pod kontrolom konstitutivno eksprimiranog CaMV 35S
promotora nalazi se hptll marker gen koji kodira higromicin fosfotransferazu. Ovaj
enzim ukljucen je u proces selekcije transformisanih biljaka otpornih na antibiotik
higromicin (Hyg), omogucavajuéi prezivljavanje samo transgenim celijama u

kojima procesom fosforilacije ovaj enzim inaktivira molekule Hyg.

Originalni pCAMBIA vektor u kome je uidA gen pod kontrolom
konstitutivno eksprimiranog 35S promotora, oznacen je kao p35S-GUS i koriScen je
u eksperimentima transformacije radi dobijanja biljaka koje su sluZzile kao
pozitivna kontrola za sam proces transformacije, ali i kao kontrola u reakcijama

pracenja GUS aktivnosti u transgenim biljakama (Slika 10C).

Hind 111 (11076) Nceo I(1)
A S"{‘h :l : :“7;) Lac Z alpha Gus first exon
£ st 1(1106 gi
STk CaMV 358 Recy

Xba 1(11052) promoter

Bam H 1(11046)
Smal 1(11043)
Kph 1(11041)
Sac 1(11035)

EcoR 1(11025)

BstX I(I()78?.)/\

CaMV 35S promoter ———

Catalase introg
Gus second exon
uidA

Nhe 1(2014)

5 ,0‘.\'"‘

Histidine tag
Pst E11(2050)
Nos poly-A
T-border (right)
Sph 1(2455)

Xba 1 (9995)

pCAMBIA 1301

11838 bp

Xba 1 (8901)
CamV 35S polyA -

T-border (left)
Nhe 1(5458)
pVSI1 rep
pBR322 ori pBR322 bom

Sac 11 (8383)

Kanamycin (R)

pUCISMCS

&, P355-GUS CaMV355

Slika 10. Shematski prikaz ekspresionog vektora pCAMBIA 1301 (A) u kome je GUS
reporter gen pod kontrolom inducibilnog promotora BvSTI gena Selerne repe -
pBvSTIpro-GUS (B) ili konstitutivno eksprimiranog CaMV 35S promotora - p35S-GUS (C).
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Ekspresija GUS gena pod kontrolom promotorske sekvence BvSTI gena
pracena je kod transgenih biljaka duvana dobijenih transformacijom
agrobakterijskim sojem EHA 105 koji je nosio pCAMBIA ekspresioni vektor sa
himeri¢nim BvSTIpro-GUS genom. Nacin ekspresije GUS gena kod ovih biljaka
poreden je sa ekspresijom u biljkama duvana transformisanim originalnim
pCAMBIA vektorom kod koga je GUS gen pod kontrolom Kkonstitutivno
eksprimiranog 35S promotora (35S-GUS). U svim eksperimentima kori$¢ene su i
netransformisane, kontrolne biljke duvana iste starosti i gajene pod istim

uslovima.

U eksperimentima su koriS¢ene biljke T2 generacije koje su bile potomci
primarnih transformanata kod kojih je PCR metodom potvrdeno prisustvo

promotorske sekvence BvSTI gena i-ili uidA gena (Smigocki i sar. 2008b).

3.3.2. Ispitivanje osetljivosti transgenih T2 semena prema higromicinu

Semena sa T1 linija duvana koje nose himeri¢ni BvSTIpro-GUS gen
sakupljena su sa biljaka gajenih u staklari i cuvana nekoliko meseci na temperaturi
od +4°C. Odabrana semena su nakon perioda stratifikacije imbibovana tokom no¢i
u rastvoru giberelne Kkiseline (GAsz) koncentracije 1 mg/l. Nakon uklanjanja
rastvora giberelina semena su povrsinski sterilisana tokom 8 minuta u smesi 70%
etanola i 10% rastvora komercijalnog natrijum-hipohlorita u kome je bilo 4%
aktivnog hlora. Semena su zatim pet puta isprana sterilnom destilovanom vodom i
u sterilnim uslovima postavljena su na 0,6% agaroznu podlogu za isklijavanje (6 g
agara u 1 1 sterilne dejonizovane vode). U cilju selekcije transgenih T1 linija u
agarozni medijum je dodat selekcioni antibiotik Hyg u koncentraciji od 40 mg/I.
Zajedno sa transgenim semenima, isklijavana su i semena Kkontrolnih,
netransformisanih biljaka duvana. Jedan deo ovih semena stavljen je na agaroznu
podlogu sa Hyg, kao i transgena semena, dok je drugi deo semena ostavljen da

isklija na podlozi bez antibiotika.
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Nakon 5 dana inkubacije u mraku, klijanci su prebaceni na svetlost i dalje
gajeni u rezimu 16 h svetlo/8 h mrak. Klijanci sa normalnom morfologijom
smatrani su Hyg otpornim. Za svaku liniju je prebrojavanjem izracunat odnos
proklijalih prema neproklijalim semenima. Na ovaj nacin dobijeni odnos
segregacije hptll gena uporedivan je sa oCekivanim Mendelovim 3:1 odnosom (3
Hyg otporna : 1 Hyg osetljivom semenu) hi-kvadrat (x2) testom (Greenwood i

Nikulin 1996) za svaku transgenu T2 liniju.

Klijanci otporni na Hyg iz transgenih linija Ciji segregacioni odnos nije
statisticki znacajno odstupao od ocekivanog odnosa prebaceni su u plasticne
sterilne posude na 100 ml MS hranljive podloge upola razblaZenog sastava (¥2MS;
Murashige i Skoog 1962), sa 3% saharoze i 0,6% agra. Pre sterilizacije pH podloge
je podeSen 1N rastvorom KOH na 5,7. U medijum je neposredno pre razlivanja u
sterilne posude dodavan Hyg u koncentraciji od 40 mg/l. Podloge za gajenje
kontrolnih netransformisanih biljaka nisu sadrZavale higromicin. Klijanci su gajeni
u komori za gajenje biljaka u uslovima dugog dana sa 16 h svetla /8 h mraka, na 25

+ 2°C, do 6 nedelja.

Bilj¢ice sa dobro razvijenim listovima i korenovim sistemom prebacene su
zatim u meSavinu Pro-Mix i perlita, i ostavljene da ojacaju u komori pod istim
temperaturnim i svetlosnim uslovima. Nakon dve nedelje, biljke su prenete u
staklaru i gajene na temperaturi od 25 * 5°C tokom dana i 20 * 3°C tokom noc¢i, sa
prosecnom duZzinom svetlosti od 15 sati. Biljke su mese¢no dubrene dodavanjem

Osmocote fertilizatora na povrSinu zemlje u saksijama.

3.3.3. Histohemijska analiza ekspresije GUS gena pod kontrolom BvSTI

promotora tokom razvi¢a duvana

Histohemijsko bojenje tkiva duvana u kojima je aktivan GUS (uidA) gen koji
se nalazi pod kontrolom promotora BvSTI gena vrSeno je po protokolu opisanom u
radu Jefferson i sar. (1987). Aktivnost enzima 3-D-glukuronidaze (GUS), produkta

uidA gena, pracena je u tkivima duvana tokom njihovog razvica.
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Analizirana tkiva su potapana u GUS inkubacioni pufer (Tabela 7) u kome je
bio rastvoren supstrat X-Gluc (5-bromo-4-hloro-3-indolil-B-D-glukuronska
kiselina; Biolife Italiana, Milan, Italija) u koncentraciji od 0,5 mg/ml i inkubirana
tokom no¢i na temperaturi od 37°C, u mraku. Prelaz bezbojnog supstrata u plavo
obojeni produkt praden je u listovima i korenovima in vitro gajenih transgenih
biljaka starih 2 i 6 nedelja, kao i u organima biljaka iz staklare starih 14 nedelja.
Svaka histohemijska analiza ekspresije GUS kodiraju¢eg gena radena je u pet
individualnih ponavljanja, i to po pet celih bilj¢ica za najmladu starosnu grupu,
odnosno po 5 listova za starije biljke. Na slikama je prikazan najreprezentativniji

od pet ponavljanja.

Tabela 7. Sastav GUS inkubacionog pufera
Komponenta Finalna koncentracija
NaH:PO,(pH 7) 0,1M
Na:EDTA 0,01 M
Askorbinska kiselina 0,03 M

Triton X-100 0,5%

3.3.4. Analiza ekspresije GUS gena u povredenim tkivima transgenog

duvana

Za analizu ekspresije BvSTIpro-GUS gena indukovanu povredivanjem
koriS¢ene su iste transgene linije duvana u kojima je pracena aktivnost himeri¢nog

gena tokom razvica, kao i kontrolne netransformisane biljke.

Po jedna biljka iz svake transgene linije odabrana je kao
najreprezentativnija na osnovu pracenja ekspresije GUS gena tokom razvica. Sa
svake od ovih 14 nedelja starih biljaka gajenih u staklari uzeto je po 5 listova. Po tri
lista su povredivana mehanicki, pravljenjem 1 cm dugih zaseka duz ivica lista, dok
su preostala dva lista ostajala kao nepovredene kontrole. Sa istih biljaka uzimani

su i odseCci korenova. Jedan odsecak korena mehanicki je povredivan stezanjem
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pincete na svakih 5 mm duZ clitavog odsecka, dok je drugi odseCak ostajao
nepovreden. Svi listovi i korenovi, povredeni ili ne, su uranjani u GUS inkubacioni

pufer 6 sati nakon mehanickog povredivanja.

Analiza ekspresije BvSTIpro-GUS gena vrSena je i u listovima kojima su se
prethodno hranile larve FAW. U ovim eksperimentima koris¢eno je takode po pet
listova sa svake analizirane biljke. Po tri larve, koje su bile u kasnom trecem
stupnju razvica, postavljane su na pojedinacne listove poloZene u plasti¢nu Petri
kutiji na vlazan filter papir, a zatim ostavljane da se hrane 6, 24, 48 ili 72 sata.
Nakon ovog vremenskog perioda povredeni listovi su uranjani u GUS pufer i zatim
inkubirani po napred navedenim uslovima. Za svaku liniju analiziran je po jedan
preostali nepovredeni list i oznacen kao 0 h vremenska tacka. Na slikama koje
pokazuju ekspresiju himericnog BvSTIpro-GUS gena nakon mehanickog ili
povredivanja insektima, prikazan je najreprezentativniji od tri nezavisno

ponovljena eksperimenta.
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4. REZULTATI

4.1. EKSPRESIJA BVSTI GENA U GENOTIPOVIMA SECERNE REPE SA RAZLICITIM STEPENOM

OTPORNOSTI PREMA INSEKTIMA

Ekspresija BvSTI gena pracena je u korenovima i listovima Secerne repe RT-
PCR metodom. Odgovor BvSTI gena na povredivanje pracen je na nivou RNK kod
Cetiri genotipa koji se medusobno razlikuju po stepenu osetljivosti na ishranu larvi

SBRM: F1016, F1015 i UT-8 kao umereno otporni i F1010 kao osetljiv genotip.

4.1.1. Ekspresija BvSTI gena u mehanicki povredenim tkivima Secerne

repe

Prilikom provere integriteta izolovanih RNK molekula razdvajanjem na
agaroznom gelu, primeceno je da u svim uzorcima izolovanim iz listova SeCerne
repe osim 2 trake ribozomalne RNK (rRNK), koje odgovaraju molekulima 28S i 18S
rRNK, postoji i treca traka koja odgovara molekulu RNK neSto manje velicine (Slika

11A). U uzorcima korenova uocene su samo prve dve trake rRNA.

11

« BvSTI
+— aktin

Slika 11. A) Provera kvaliteta i integriteta molekula RNK izolovanih iz listova (L) i
korenova (K) Seterne repe. Strelice ukazuju na tri razli¢ita molekula rRNK izolovana iz
tkiva Sec¢erne repe. B) Razdvajanje transkripata BvSTI gena veli¢ine 0,6 kb dobijenih RT-
PCR metodom kori§éenjem 100 (linija 1), 10 (linija 2) ili 1 ng (linija 3) ukupnih RNK. U RT-
PCR reakcijama umnoZeni su i fragmenti koriS¢eni kao pozitivne kontrole, BvSTI gen iz
listova transgenog duvana transformisanog ovim genom (linija 4), kao i fragmenta misjeg
B-aktina (linija 5). Za kontrolu ispravnosti koriS¢ene metode kao negativne kontrole
koriS¢ene su RT-PCR reakcije u kojima je umesto RNK uneta voda (linija 6) ili one u kojima
je korisS¢en PCR enzim bez RT funkcije koji amplifikuje fragmente genomske DNK, a ne
cDNK (linije 7 i 8).
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KoriS¢enjem ukupnih RNK i oligo (dT) prajmera u procesu reverzne
transkripcije dobijeni su molekuli cDNK. Nakon PCR amplifikacije, u kojoj su
koriS¢eni BvSTI specifi¢ni prajmeri, produkti su razdvojeni elektroforezom na
1,2% agaroznom gelu i vizuelizovani pomoc¢u etidijum bromida (Slika 11B).
Velic¢ina dobijenih produkata odgovarala je oCekivanim vrednostima od 0,6 kb za

BvSTI gen.

Na osnovu rezultata RT-PCR analize uoceno je da mehanicko povredivanje
listova i korenova znacajno utice na ekspresiju BvSTI gena u SBRM rezistentnim

genotipovima F1016, F1015, UT-8, ali i u osteljivom F1010 (Slike 12, 13, 14 i 15).

Pracenje ekspresije BvSTI gena tokom razvica biljaka Secerne repe pokazalo
je da se obrazac ekspresije ovog gena nakon mehanickog povredivanja uocen kod
najmladih analiziranih biljaka (6 nedelja), zadrzava skoro u potpunosti i kod
starijih biljaka (3 i 6 meseci). Najintenzivnija akumulacija BvSTI transkripata
zabeleZena je u najstarijim tkivima, 6 meseci starim listovima i korenovima, osim
kod UT-8 listova gde je visok sadrZaj BvSTI transkripata zabeleZen ve¢ kod 6
nedelja starih biljaka (Slike 12, 13, 14 i 15). Kvantifikacija nivoa akumuliranih
BvSTI iRNK uradena je kod najstarijih biljaka uporedivanjem sa nivoom
konstitutivno eksprimiranog aktina, radi lakSeg poredenja nivoa ekspresije BvSTI

gena.

Rezultati kvantifikacije pokazuju da je u F1016 listovima i korenovima
transkripcija BvSTI gena viSestruko intenzivirana nakon mehanickog povredivanja
(Slika 12). Znacajno viSe transkripata akumuliralo se u listovima nego u
korenovima ovog genotipa, tokom ¢itavog analiziranog perioda. Cak i pre
povredivanja, u tacki 0, relativna koli¢ina akumuliranih BvSTI transkripata bila je
viSe od 2 puta veca u listovima nego u korenovima. Veoma intenzivna ekspresija
uocena je tokom 24 sata u korenovima i 48 sati u listovima. Nakon ovog perioda
ekspresija je vracena na nivo slican bazalnom, uoenom pre indukcije

povredivanjem.
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korenovi listovi

6 nedelja
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Relativna koli¢ina BvSTI
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Slika 12. RT-PCR analiza ekspresije BvSTI gena u F1016 liniji SeCerne repe. Akumulacija
BvSTI transkripata pracena je u listovima i korenovima sakupljenim nakon 2, 6, 24, 48 72
sata nakon mehanickog povredivanja, kao i neposredno pre povredivanja (0 tacka) kod tri
starosne grupe biljaka (6 nedelja, 3 i 6 meseci). Kvantifikacija akumuliranih BvSTI
transkripata u 6 meseci starim biljkama uradena je densitometrijskim uporedivanjem sa
koli¢inom akumuliranih transkripata aktinskog gena za svaki uzorak. Stubic¢i predstavljaju
relativnu koli¢inu BvSTI transkripta dobijenu u jednom od dva nezavisno sprovedena
eksperimenta.

Najvisi nivo ekspresije u korenovima F1016 linije zabeleZen je 2 sata nakon
povredivanja sa ¢ak 4 puta viSe transkripata nego u 0 tacki. Ovako visok nivo
zadrzan je sve do Sestog sata od povredivanja, a zatim neznatno opada tokom
narednih 18 sati, ali i dalje sa 3,5 puta viSe transkripata od bazalnog nivoa u
nepovredenim korenovima. U listovima mehanicko povredivanje takode znacajno

indukuje ekspresiju BvSTI gena pa je vec¢ 2 sata nakon povredivanja bilo je 2 puta
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viSe transkripata. Najvisi nivo ekspresije zabeleZen je 6 sati nakon povredivanja sa

2,5 puta intenzivnijom transkripcijom.

Ekspresija BvSTI gena u listovima osetljivih F1010 biljaka bila je takode
indukovana mehanickim povredivanjem (Slika 13), slicno F1016 liniji. Medutim,
bazalna koli€ina akumuliranih transkripata bila je manja skoro 2 puta od koli¢ine u
nepovredenim F1016 listovima i samo je neznatno porasla nakon povredivanja.
NajviSi nivo zabeleZen je 2 sata nakon povredivanja sa oko 1,7 puta viSe
transkripata nego pre povredivanja. Nakon 6 sati od povredivanja nivo
transkripcije opada i ve¢ nakon 24 sata dostiZe ponovo bazalni nivo. Zanimljivo je
da 48 sati od povredivanja u listovima F1010 linije ima c¢ak neSto manje
transkripata nego u nepovredenim listovima, a to je ¢ak 5 puta manje transkripata

nego u istoj vremenskoj tacki kod F1016 listova.
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Slika 13. RT-PCR analiza ekspresije BvSTI gena u F1010 liniji SeCerne repe. Akumulacija
BvSTI transkripata pracena je na isti nacin kao i kod F1016 biljaka, opis uz Sliku 12.
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Nasuprot ovome, u F1010 korenovima zabeleZeno je opadanje intenziteta
transkripcije tokom prvih 24 sata od mehanic¢kog povredivanja. Ve¢ nakon 2 sata
primeceno je blago smanjenje u koli¢ini akumuliranih transkripata, a zatim to
opadanje postaje cak i intenzivnije tokom naredna 22 sata. Tokom ovog perioda,
koli¢ina BvSTI transkripata u korenovima F1010 je bila ¢ak 10 puta niZa nego kod

korenova F1016 genotipa.

Obrazac ekspresije BvSTI gena u F1015 genotipu, registrovanom kao SBRM
otporan, pokazao je u izvesnoj meri slicnost sa ekspresijom u osetljivom F1010

genotipu (Slika 14).
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Slika 14. RT-PCR analiza ekspresije BvSTI gena u F1015 liniji SeCerne repe. Akumulacija
BvSTI transkripata pracena je na isti nacin kao i kod F1016 biljaka, opis uz Sliku 12.
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[ako je bazalni nivo ekspresije u korenovima bio skoro dvostruko visi nego
kod F1010, pa ¢aki F1016 korenova, povredivanje je inicijalno dovelo do redukcije
eksprimiranja ovoga gena i smanjivanja koliCine akumuliranih transkripata. Ipak,
za razliku od F1010 korenova gde je tokom 24 sata intenzitet transkripcije ostao
redukovan, ovde je ve¢ nakon 6 sati od povredivanja doSlo do vracanja
transkripcije na bazalni nivo, a nakon 48 sati primecen je ¢ak i porast od 1,6 puta u

odnosu na bazalni nivo.

U listovima F1010 biljaka bazalni nivo bio je slican onome kod F1016 biljaka,
ali je ovde povredivanje indukovalo samo blagi porast nivoa ekspresije od svega
1,3 puta. Ubrzo nakon ovog blagog porasta, ve¢ posle 6 sati transkripcija je vraéena
na nivo pre povredivanja, a zanimljivo, nakon 24 sata koli¢ina transkripata opada

na nivo koji je tesko bilo detektovati.

Kod UT-8 linije koja je koriS¢ena kao parentalna linija u programima selekcije
genotipova SeCerne repe otpornih na larve SBRM, obrazac ekspresije BvSTI gena
nakon mehanic¢kog povredivanja bio je dosta slican onome uoenom kod F1016
linije (Slika 15). Maksimum transkripcije u korenovima zabeleZen je nakon 2 sata
od povredivanja. Za razliku od korenova F1016 kod kojih je poviSen nivo
transkripcije bio zadrzan tokom 24 sata, u UT-8 korenovima primecen je veoma

brz povratak na bazalni nivo ve¢ posle 2 sata.

U nepovredenim listovima UT-8 genotipa zabeleZena je najveca kolic¢ina
BvSTI transkripata, sa 1,5 puta viSe transkripata nego u F1016 i ¢ak 3 puta viSe
nego u F1010 liniji. Povredivanje je samo neznatno intenziviralo ekspresiju tokom

prva 24 sata od povredivanja.
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Slika 15. RT-PCR analiza ekspresije BvSTI gena u UT-8 liniji Se¢erne repe. Akumulacija
BvSTI transkripata pracena je na isti nacin kao i kod F1016 biljaka, opis uz Sliku 12.

4.1.2. Akumulacija BvSTI proteinaznog inhibitora nakon mehanickog

povredivanja Secerne repe

Akumulacija BvSTI IP analizirana je imunoblot detekcijom u listovima i
korenovima dva genotipa kod kojih su primecene najvece razlike u dinamici i

intenzitetu transkripcije nakon mahanickog povredivanja, F1016 i F1010.

U listovima oba analizirana genotipa imunodetekcijom je utvrdeno prisustvo
BvSTI proteina veli¢ine oko 30 kDa. Nivo akumulcije proteina odredivan je nakon
densitometrijske obrade skeniranih membrana i utvrdivanja volumena dobijenih
proteinskih traka. Iako je bazalni nivo akumulacije BvSTI proteina u nepovredenim

listovima (Oh) bio slican kod obe linije, nakon mehanickog povredivanja znacajno
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veca koli€ina proteina akumulirala se u F1016 (Slika 16) nego u F1010 listovima

(Slika 17).

Vec nakon 2 sata od povredivanja koliina akumuliranog proteina u F1016
liniji bila je dvostruko veca nego pre povredivanja. Tokom 72 sata od povredivanja
primecen je specifican obrazac akumulacije BvSTI proteina sa naizmeni¢nim
porastima i smanjivanjima u koliCini detektovanih proteina. Nakon 2 sata od
povredivanja detektovano je 1,8 puta viSe proteina nego u nepovredenim
listovima, dok se nakon 6 sati koli¢ina akumuliranog proteina vra¢a na nivo slican
onom u nultoj tacki. Nakon 24 i 72 sata ponovo dolazi do porasta koliCine
akumuliranih proteina za 2,5 odnosno 2,4 puta (Slika 16). Nakon 48 sati, sli¢no kao
i nakon 6 sati nivo akumuliranih BvSTI proteina je samo neznatno poviSen u

odnosu na koli¢inu pre povredivanja.
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Slika 16. Akumulacija BvSTI proteina u listovima F1016 genotipa Seferne repe nakon
mehanic¢kog povredivanja. Akumulirani proteini detektovani su imunoblot analizom u
nepovredenim (0 sati), kao i u listovima 2, 6, 24, 48 i 72 sata nakon povredivanja kod 6
meseci starih biljaka. Koli¢ina BvSTI proteina odredena je densitometrijski, a svaki stubi¢
predstavlja relativnu koli¢inu BvSTI proteina u odnosu na nivo u F1016 nepovredenim
listovima, Cija je zadata vrednost bila 1.
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U F1010 listovima jedino znacajno povecanje u koli¢ini akumuliranih BvSTI
[P zabeleZeno je 6 sati nakon povredivanja sa 1,7 puta viSe ovog proteina nego pre
povredivanja (Slika 17). Slican nivo akumulacije zabeleZen je u F1016 listovima, ali
znatno ranije, ve¢ 2 sata od povredivanja. Za razliku od F1016 linije gde se
akumuliranje BvSTI proteina nastavlja tokom 72 sata od povredivanja, kod F1010
linije u svim ostalim vremenskim tackama nije doSlo do znacajne promene u nivou

akumulacije BvSTI proteina u odnosu na nepovredene listove.
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Slika 17. Akumulacija BvSTI proteina u listovima F1010 genotipa Seerne repe nakon
mehanickog povredivanja. Akumulacija BvSTI proteina praéena je na isti nacin kao i kod
F1016 biljaka, opis uz Sliku 16.

U korenovima oba genotipa SeCerne repe antitela nisu dala specificnu

reakciju sa BvSTI proteinaznim inhibitorom, iako je koli¢ina nanetih ukupnih

proteina bila dvosotruko veca nego u listovima (rezultati nisu prikazani).
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4.1.3. In gel analiza aktivnosti tripsinskih inhibitora Se¢erne repe

Kod F1016 i F1010 biljaka kod kojih je mehanicko povredivanje dovelo do
promena u ekspresiji BvSTI gena, kao i do akumulacije kodiranog IP, pracena je
inhibitorna aktivnost ovih proteina na tripsin inkorporiran u poliakrilamidne
gelove. Prosvetljene zone (neobojene trake) na mestima inhibicije tripsinske
aktivnosti detektovane su kod oba analizirana genotipa Secerne repe. Veci broj
proteinskih traka pojavljuje se u nepovredenim korenovima i listovima (0), ali i u

povredenim tkivima 6 sati nakon mehanickog povredivanja (Slika 18).

F1016 F1010

M 0 6 0 6 0 6 0 6 + SBTI

Slika 18. Aktivnost BvSTI proteina u mehanicki povredenim korenovima (K) i listovima
(L) F1016 i F1010 biljaka Se¢erne repe. Aktivnost tripsinskih inhibitora analizirana je na
gelu nakon razdvajanja ukupnih proteina nativnom PAGE elektroforezom iz nepovredenih
(0) tkiva ili 6 sati nakon povredivanja (6). M, proteinski marker; +, proteinski ekstrakt iz
listova duvana transformisanog 35S-BvSTI genskim konstruktom u kojima je potvrdena
ekspresija BvSTI gena, kao i aktivnost BvSTI proteina; SBTI, tripsinski inhibitor iz soje
nanoSen kao pozitivna kontrola za reakciju inhibicije tripsina.

Kod F1016 genotipa detektovano je do Cetiri trake veli¢ina od 30 do 50 kDa,
dok je u F1010 tkivima bio prisutan manji broj traka veli¢ina od 30 do 36 kDa.
Tripsinski inhibitor veli¢ine oko 50 kDa detektovan je samo u F1016 genotipu, a

nije primecen ni u korenovima ni u listovima F1010 biljaka. Medu svim razdojenim
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tripsinskim inhibitorima detektovana je i aktivnost proteina koja odgovara BvSTI

IP velic¢ine oko 30 kDa.

Aktivnost tripsinskih inhibitora kod F1016 linije bila je znacajno veca u
nepovredenim korenovima nego u listovima. Za razliku od korenova u kojima su
razdvojene Cetiri trake od kojih se jedna nalazila na poziciji BvSTI proteina, u
nepovredenim listovima uocena je samo neznatna aktivnost. Medutim, dok je u
korenovima 6 sati nakon povredivanja nivo aktivnosti ostao nepromenjen, u
listovima je mehanicko povredivanje dovelo do snaZne indukcije inhibitorne

aktivnosti.

Kod F1010 linije mehanicko povredivanje je indukovalo intenzivniju
aktivnost sva tri razdvojena tripsinska inhibitora u listovima. U korenovima pre
povredivanja nije uopSte registrovana inhibicija tripsina, dok je 6 sati nakon
povredivanja primecena samo jedna prosvetljena traka veli¢ine oko 36 KkDa.
Aktivnost BvSTI IP velicine oko 30 kDa u korenovima ovog genotipa nije

zabeleZena kako pre tako ni posle mehanickog povredivanja.

4.1.4. Ekspresija BvSTI gena u tkivima Secerne repe indukovana

ishranom larvi

Ekspresije BvSTI gena u listovima i korenovima F1016 i F1010 linija pracena
je ne samo nakon mehanickog povredivanja ve¢ i nakon povredivanja nastalog
ishranom larvi FAW. Analiza akumulacije RT-PCR produkata pokazala je da je kod
oba genotipa obrazac BvSTI ekspresije tokom 72 sata neSto drugaciji od onog
uoCenog nakon mehanickog povredivanja. Nivo transkripata u listovima je bio visi
u F1016 nego u F1010 genotipu pre, ali i posle ishrane FAW larvi tokom prva 24
sata (Slike 19 i 20). Bazalni nivo u nepovredenim listovima bio je 1,5 puta visi u
F1016 nego F1010 listovima. Nasuprot ovom obrascu, u korenovima je bazalni
nivo ekspresije BvSTI gena, kao i koli¢ina povredivanjem indukovane BvSTI iRNK

bila sli¢na kod oba genotipa.
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U F1016 korenovima do prvog znacajnijeg porasta u akumulaciji BvSTI
transkripata doslo je tek 24 sata nakon pocetka hranjenja larvi (Slika 19). Iako je
tokom 48 sati zabeleZen veoma izrazen pad u kolic¢ini transkripata, najvise
detektovanih BvSTI iRNA zabeleZeno je 72 sata nakon povredivanja, sa 2 puta viSe
transkripata nego pre povredivanja (0 tacka). Kod F1016 listova doslo je samo do
blagog porasta u koli€ini transkripata tokom 24 sata od stavljanja larvi na listove,

dok je ve¢ nakon 48 i 72 sata doSlo do skoro potpunog gubitka signala.
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Slika 19. RT-PCR analiza ekspresije BvSTI gena indukovana ishranom larvi FAW kod
F1016 linije Secerne repe. Akumulacija BvSTI transkripata pracena je na nacin opisan uz
Sliku 12.

Obrazac ekspresije BvSTI gena nakon ishrane larvi FAW kod biljaka F1010
U korenovima je takode primecen blag pad u aktivnosti gena tokom prvih 6 sati,

nakon cega se koliCina transkripata povecava i doStiZe najviSe vrednosti nakon 72
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sata ishrane, sa 1,5 puta viSe transkripata nego pre pocetka ishrane.
Najintenzivnija transkripcija u listovima zabeleZena je 6 sati nakon pocetka
ishrane, sa oko 1,6 puta viSe transkripata nego u nepovredenim listovima. Ipak
ovaj intenzitet bio je i dalje neSto niZi nego najvisi nivo zabeleZen u korenovima
(nakon 72 sata). Nakon prvih 6 sati od postavljanja larvi na listove F1010 linije
doSlo je do naglog pada u aktivnosti BvSTI gena i koli¢ina akumuliranih
transkripata je bila daleko ispod nivoa u 0 tacki (skoro 6 puta manje nakon 24 i 48
sata). U listovima na kojima su se larve hranile 72 sata detektovana je izuzetno

slaba aktivnost BvSTI gena.
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Slika 20. RT-PCR analiza ekspresije BvSTI gena indukovana ishranom larvi FAW kod
F1010 linije Secerne repe. Akumulacija BvSTI transkripata praena je na nacin opisan uz
Sliku 12.
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4.2. BIOTEST SA LARVAMA Spodoptera frugiperda ].E. Smith

Potencijalno negativno dejstvo BvSTI IP na rast i razvi¢e insekta Spodoptera
frugiperda ].E. Smith, FAW, praceno je nakon ishrane ovih larvi na listovima i
korenovima ista Cetiri genotipa SeCerne repe, koji se medusobno razlikuju po nivou
rezistencije na larve SBRM, ali i po nivou ekspresije BvSTI gena. Parametri rasta i
razvica analizirani su kod larvi koje su se hranile SBRM rezistentnim genotipovima
F1016, F1015 i UT-8, kod kojih je zabeleZen relativno visok nivo ekspresije BvSTI
gena nakon mehanickog povredivanja, kao i osetljivim F1010 genotipom, sa

najnizim zabeleZenim nivoom ekspresije ovog gena.

4.2.1. Parametri rastenja larvi

Deset dana nakon izleganja iz jaja i hranjenja na vestackoj podlozi, po 10 larvi
FAW je postavljeno na listove i korenove svakog od Cetiri ispitivana genotipa. Masa
larvi merena je tokom 5 dana najintenzivnije aktivnosti, sve dok prve larve nisu
usle u fazu pred ulutkavanje i pocele da gube na masi usred prelaska u sledeci
razvojni stadijum. Posmatranje lutki nastavljeno je sve do izleganja adulta. lako u
biotestu nije pracen uticaj na ukupno prezivljavanje, uoceno je da je ishrana larvi
tokom kratkog perioda od svega 5 dana imala znacajan uticaj na neke parametre

rasta i razvica insekata FAW.

Tokom ishrane i rasta larvi na korenovima i listovima SeCerne repe praceni
su sledeci parametri rasta: masa larvi, ukupno povecanje mase i dnevno povecanje

mase.

Srednja masa larvi FAW koje su se hranile korenovima (Slika 21A) nije se
statisti¢ki znacajno razlikovala medu ispitivanim genotipovima tokom prva 4 dana
od pocetka eksperimenta. Medutim, na kraju 5. dana uoc¢ne su najvece razlike u
vrednostima za prosetne mase larvi. NajteZe larve sa prosecnom masom od 285,7
mg bile su one koje su se hranile na korenovima rezistentnog F1016 genotipa. Sa

druge strane, najlakse su bile larve sa UT-8 korenova, sa masom od 211,5 mg, dok
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su larve sa treceg rezistentnog genotipa F1015, i osetljivog F1010, imale prose¢nu

masu izmedu ovih krajnjih vrednosti (Tabela 8).
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Slika 21. Masa larvi Spodoptera frugiperda ].E. Smith tokom ishrane na korenovima (A) i
listovima (B) Cetiri genotipa SeCerne repe sa razli¢itim stepenom osetljivosti prema SBRM
larvama, osetljivog F1010 i rezistentnih F1016, F1015 i UT-8. Na grafiku su prikazane
srednje vrednosti ukupne mase larvi + SE (n=10).
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Larve FAW koje su se hranile listovima Seerne repe su znacajno viSe
napredovale tokom eksperimenta u odnosu na larve sa korenova (Slika 21B). Iako
su na pocetku eksperimenta mase larvi bile ujednacene, larve sa listova su bile u
proseku 1,8 puta teze od larvi koje su se hranile korenovima SeCerne repe.
Statisticki znaCajne razlike u masi medu larvama koje su hranile listovima razlic¢itih
genotipova repe uocene su ve¢ nakon drugog dana od pocetka hranjenja. NajteZe
larve 5. dana bile su one koje su se hranile listovima sa SBRM osetljivog genotipa
F1010, sa prosecnom masom od 513,3 mg. Larve koje su se hranile SBRM
rezistentnim genotipovima bile su medusobno sli¢ne (446,2 mg sa F1016, 430,8
mg sa F1015 i 389,7 mg sa UT-8 genotipa), ali statisticki znacajno lakse od onih sa
osetljivog genotipa (Tabela 8).

Poredenje ukupnog povecanja mase larvi ostvarenog tokom 5 dana pokazalo
je neSto ostriju razliku medu larvama koje su se hranile korenovima razlicitih
genotipova. Larve koje su se hranile F1010, F1016 i UT-8 korenovima povecale su
masu za viSe od 2 puta u odnosu na pocetne mase, sa maksimalnim uve¢anjem od
175,9 mg kod F1016 linije, dok je najmanje povecanje zabeleZeno kod larvi sa
F1015 od svega 87,2 mg (Tabela 8). Kod larvi koje su se hranile listovima, ukupno
uvecanje mase bilo je znatno vece nego kod onih koje su se hranile korenovima.
Larve koje su se hranile osetljivim F1010 genotipom, bile su najteze na kraju
eksperimenta, pa su prema tome i pokazale najvece ukupno uvecanje mase (Tabela
8). Ove larve uvecale su svoju masu za Cak 407,0 mg. Kod preostala tri genotipa
prosecno ukupno uvecanje mase bilo je znacajno nizZe i iznosilo 338,2 mg kod

F1016, 316,5 mg kod F1015i 298,0 mg kod larvi sa UT-8 listova.

Ukoliko se povecanje mase larvi posmatra na nivou dnevnog uvecanja,
oucava se da su larve sa korenova kod sva Cetiri genotipa uvecavale najintenzivnije
svoju masu samo do drugog (kod UT-8 genotipa), odnosno tre¢eg dana (kod
preostala tri genotipa), a zatim je doSlo do usporenog rasta (Slika 22A). Iako su
larve i dalje nastavile da dobijaju na masi, Sto se vidi iz ukupnog povecanja koje u
tom periodu i dalje ima pozitivan trend (Slika 21A), dnevno uvecanje mase postaje
sve manje. U periodu njihove najintenzivnije ishrane larve su dnevno uvecavale

svoju masu na UT-8 genotipu za 38,2 mg (izmedu prvog i drugog dana), a na F1015
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za 65,1 mg, na F1016 za 53,4 mg i 49,3 mg na F1010 genotipu (izmedu drugog i
treceg dana). Medutim, s obzirom da su larve nakon ovog perioda znatno manje
uvecavale svoju masu, srednje vrednosti za dnevni prirast mase su znatno nize i
iznose 40,4 mg za larve sa F1015 genotipa, 40,2 mg sa F1016, 32,2 mg sa F1010 i

svega 25,9 mg za larve sa UT-8 korenova.

Tabela 8. Kona¢na masa i ukupno povecanje mase larvi FAW tokom ishrane na
korenovima i listovima cetiri genotipa Se¢erne repe

Konaéna masa larvi (mg) Ukupno poveéanje mase larvi (mg)

korenovi listovi korenovi listovi
F1010 285,7+318a 513,3+34,5a 160,1+16,2a 407,0+34,2a
F1016 269,0+228ab  446,2+17,7b 1759 £ 24,7 a 338,2+13,6b
F1015 2349+259ab  430,8+30,2b 87,2+169b 316,5+26,8Db
UT-8 2115+2211b 389,7+218b 129,3+17,7a 298,0+22,7b

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE (n=10). Za svaku kolonu razlicita slova ukazuju
na statisticki znacCajne razlike medu kona¢nim masama ili ukupnim poveéanjima mase larvi sa
razlicitih genotipova prema LSD testu (P<0.05).

Za razliku od korenova, prikaz dnevnih uve¢anja mase larvi koje su se hranile
listovima 4 genotipa SeCerne repe, ima drugaciji obrazac. Kod svih genotipova
larve su iz dana u dan dobijale sve viSe na masi (Slika 22B). Larve koje su bile
najteze na kraju eksperimenta hranile su se osetljivim F1010 listovima, sa
prose¢nim dnevnim prirastom od 85,4 mg. Kod ostalih larvi koje su se hranile
rezistentnim genotipovima Secerne repe prosecna uvecanja mase na dnevnom
nivou bila su statistic¢ki znacajno manja. Tako je proseCan dnevni porast mase kod
F1016 linije iznosio 67,6 mg, kod UT-8 je bio 63,3 mg, dok je najmanji dnevni
porast zabeleZen kod F1015 linije od 59,6 mg.
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Slika 22. Dnevno povecanje mase larvi Spodoptera frugiperda ].E. Smith tokom ishrane na
korenovima (A) ili listovima (B) Cetiri genotipa Seferne repe sa razli¢itim stepenom
osetljivosti prema SBRM larvama, osetljivog F1010 i rezistentnih F1016, F1015 i UT-8. Na
grafiku su prikazane srednje vrednosti + SE (n=10).
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4.2.2. Razvice larvi

Nakon intenzivne ishrane larvi na korenovima i listovima Seerne repe
tokom pet dana, posmatran je dalji tok razvica ovih insekata kroz sledeci razvojni

stadijum - lutku, sve do izleganja adulta.

Neposredno pred prelazak u stadijum lutke, sve larve su prestale sa
ishranom, umirile se i nakon stvaranja ¢vrstog hitinskog omotaca preSle u sledeci
stadijum razvica. Kako larvama FAW nije bilo omoguceno da se u fazi pred
ulutkavanje ukopaju, prelazak u stadijum lutke nije bio u potpunosti

sinhronizovan.

S obzirom na znacajno intenzivniju ishranu larvi na listovima nego na
korenovima i na ve¢e dnevne i ukupne priraste mase (Slike 21 i 22), veli¢ina svih
FAW lutki sa listova (Slika 23B) bila je znacajno veca od veli¢ine lutki sa korenova
(Slika 23A) bez obzira na genotip kojim su se larve hranile. Takode, primeceno je
da hitinski omotac kod lutki sa listova ima nesto tamniju boju od omotaca lutki sa

korenova.

F1010  Flol6  Fl1015 UT-8

wo |

wa

Slika 23. Izgled FAW lutki razvijenih od larvi koje su se hranile korenovima (A) ili
listovima (B) Cetiri razliita genotipa Secerne repe, osetljivog F1010 ili rezistentnih F1016,
F1015i UT-8.
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Najveca razlika u masi lutki sa korenova i listova primecena je kod F1010
genotipa (Tabela 9). Kod ove grupe prosecna masa lutki sa listova bila je ¢ak 1,4
puta veca nego masa lutki sa korenova. NeSto manja razlika zapaZena je kod F1015
i F1016 genotipova, dok je kod treceg rezistentnog genotipa repe, UT-8, prosecna
masa lutki koje su se razvile iz larvi bila slicna, bez obzira da li su se larve hranile

korenovima ili listovima.

Tabela 9. Masa lutki FAW razvijenih iz larvi koje se se hranile korenovima
i listovima Cetiri genotipa Secerne repe

Masa lutki (mg)
korenovi listovi
F1010 141,0+£3,0b 202,8+20,2a
F1016 158,8+10,5a 180,0+10,1a
F1015 166,1£8,1a 201,4+9,7 a
UT-8 140,2+7,0b 137,2+14,4b

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SE (n=10). Za svaku kolonu razlic¢ita
slova ukazuju na statisticki znacajne razlike medu masama lutki razvijenih iz larvi

koje su se hranile razlic¢itim genotipova prema LSD testu (P<0.05).

Medu FAW lutkama koje su se razvile iz larvi koje su se hranile korenovima,
najkrupnije su bile one sa F1015 i F1016 genotipova repe sa prosecnom masom od
158,8 mg i 166,1 mg, dok su lutke sa F1010 ili UT-8 bile statisticki znacajno lakSe

sa prosecnom masom za obe grupe od oko 140 mg (Tabela 9).

S druge strane kod lutki razvijenih na listovima najkrupnije i najteZe su bile
one sa F1010 genotipa Se¢erne repe sa masom od ¢ak 202,8 mg. Sli¢nu masu imale
su lutke sa F1016 i F1015 listova, dok su lutke sa UT-8 genotipa bile statisticki

znacajno lakse od svih ostalih (Tabela 9).
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[ako cilj ovog biotesta nije bilo pracenje mortaliteta insekata tokom razlic¢itih
stupnjeva razvica, zapazeno je da su se prilikom prelaska u lutku kod nekih jedinki
javile malformacije koje su rezultovale zaustavljanjem razvic¢a i uginu¢em. Svega
nekoliko larvi i to iskljuCivo sa SBRM rezistentnih F1016 i F1015 listova nije u
potpunosti zavrSilo metamorfozu u lutku, dajudi slicne vidove deformiteta, obicno

u vidu zaostalih nepokrivenih delova tela (Slika 24).

F1015 F1016

wa |
wa |

Slika 24. Prikaz abnormalnih lutki razvijenih iz larvi koje su se hranile listovima
rezistentnim F1015 i F1016 genotipova Secerne repe. Uz abnormalne (levo) prikazane su i
normalno razvijene lutke (desno) koje su se hranile istom hranom.

[z svih normalno razvijenih lutki nakon 7-10 dana izlegli su se adulti (Slika

25). Svi razvijeni adulti bili su sli¢ne veli¢ine i normalnog izgleda.

F1010 F1016 F1015 UT-8

Slika 25. Adulti FAW razvijeni nakon ishrane na genotipova Secerne repe koji se odlikuju
razli¢itim nivoom otpornosti prema larvama SBRM.
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4.3. EKSPRESIJA PROMOTORSKOG REGIONA BvSTI GENA U TRANSGENOM DUVANU

Za analizu indukcije promotorskog regiona BvSTI gena (BvSTIpro) i njegove
uloge u indukciji ekspresije ovog gena koriS¢ene su transgene biljke duvana
(Nicotiana benthamiana Domin), u kojima se pod kontrolom ove regulatorne
sekvence nalazi GUS reporter gen. Ekspresija himericnog BvSTIpro-GUS gena
pracena je u biljkama duvana razli¢ite starosti, kao i nakon mehanickog

povredivanja ili ishrane larvi FAW.

4.3.1. Selekcija Hyg otpornih T2 linija transgenog duvana

Semena sakupljena sa 6 nasumice odabranih T1 samooplodnih biljaka
duvana testirana su na osetljivost prema selektivnom antibiotiku higromicinu, radi
provere stabilne integracije transgena. Prilikom isklijavanja na agaroznoj podlozi
sa Hyg u koncentraciji od 40 mg/1 ve¢ina semena svih testiranih linija pokazala je
otpornost, ukazuju¢i na dominantnu ekspresiju hptll gena i aktivnost higromicin
fosfotransferaze. Kod kontrolnih semena, sakupljenih sa netransformisanih biljaka
duvana, procenat klijanja na podlozi bez Hyg bio je 100%, dok je na podlogama sa

Hyg doslo do uginuca svih klijanaca odmah po isklijavanju (Slika 26).

BvSTIpro-GUS Kontrola

Slika 26. Testiranje T2 BvSTIpro-GUS linija duvana na osetljivost prema selektivnom
antibiotiku higromicinu (Hyg). Klijanci kontrolnih i transgenih linija tokom klijanja na
podlozi bez (Hyg -) ili sa Hyg u koncentraciji od 40 mg/1 (Hyg +).
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Uporedivanjem broja proklijalih (Hyg rezistentnih) u odnosu na broj

neproklijalih (Hyg osetljivih) semena izraCunati su fenotipski segregacioni odnosi

za hptll gen. Dobijene vrednosti ovih odnosa uporedene su x? testom sa

ocekivanim 3:1 Mendelovim odnosima za slucaj integracije pojedinacnih transgena

(eng. single integration site). Rezultati testa pokazuju da dobijeni segregacioni

odnosi za hptll gen kod svih testiranih linija ne pokazuju statisticki znacajne

razlike u odnosu na oc¢ekivane (Tabela 10), ukazuju¢i na nuklearnu lokalizciju ovog

gena. Sve testirane linije bile su heterozigotne za hptll gen. Pet od Sest analiziranih

T1 linija kod kojih je segregacioni odnos bio najbliZi teorijskom 3:1 odnosu

odabrane su za dalje histohemijske analize (3-1, 3-4, 8-1, 14-2i 32-1).

Tabela 10. Segregacioni odnosi hptll gena kod T2 linija transgenog duvana
dobijeni na osnovu broja rezistentnih (R) i osetljivih (0) semena na podlozi za
isklijavanje sa Hyg
T1 biljke Dobijeni broj T2 Ocekivani broj x2

biljaka biljaka

(R:0) (3R:10)

kontrola bez Hyg 50:0
kontrola na Hyg 0:50
3-1 87:29 87:29 0,00*
3-4 96:37 99,75 : 33,25 0,57*
8-1 81:33 85,5:28,5 0,95*
14-2 84:51 138,75:46,25 0,65*
31-1 11:8 14,25:4,75 2,96*
32-1 122:34 117:39 0,85*
Izracunate x2 vrednosti obelene znakom (*) nisu  pokazivale statisticki znacajnu
razliku u odnosu na tabelarnu vrednost za x2 sa df=1 i P<0.05 koja iznosi 3,84
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4.3.2. Ekspresija BvSTIpro-GUS gena tokom razvic¢a duvana

U cilju utvrdivanja prostorne i vremenske ekspresije GUS gena pod
kontrolom BvSTI promotora, histohemijskom metodom pracena je aktivnost 3-D-
glukuronidaze u biljkama transgenog duvana razli¢ite starosti. Razvijanje plave
boje u tkivima sa aktivnim GUS kodiranim enzimom praceno je kod in vitro gajenih

biljaka starih 2 i 6 nedelja, kao i kod biljaka gajenih u stakleniku starih 14 nedelja.

Znacajna akumulacija plave boje u listovima i naroc¢ito u mladim korenci¢ima,
primecena je kod 2 nedelje starih biljaka gajenih in vitro ukazujuci na visok nivo
bazalne aktivnost BvSTI promotora. U kontrolnim bilj¢icama gajenim pod istim

uslovima nije doslo do razvijanja i akumuliranja plave boje (Slika 27A).

BvSTIpro-GUS
3-1 3-4 8-1 14-2 32-1 kontrola

Yo .
- Qe Q',’ ,

A
Yy

Slika 27. Ekspresija BvSTIpro-GUS gena kod transgenog duvana gajenog in vitro.
Histohemijska analiza aktivnosti GUS gena pokazala je prisustvo plave boje razliCitog
intenziteta na mestima aktivnosti enzima {3-D-glukuronidaze kod biljaka starih 2 (A) i 6
(B) nedelja. Plava boja nije registrovana ni kod jedne starosne grupe kontrolnih,
netransformisanih biljaka duvana. Brojevi predstavljaju oznake T1 linija od kojih su linije
T2 dobijene.
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Nezavisno razvijene T2 linije, odabrane na osnovu testa na osetljivost prema
Hyg, pokazale su razli¢it nivo aktivnosti GUS gena predstavljen razlic¢itom
obojenoSc¢u tkiva. Biljke sa najsvetlijom plavom bojom, i samim tim, najnizim

nivoom GUS aktivnosti bile su potomci linija 3-1 i 3-4.

Kod 6 nedelja starih biljaka iz kulture in vitro registrovan je znacajno
intenzivniji nivo bazalne ekspresije GUS gena nego kod mladih biljaka. Kod svih
testiranih biljaka, osim kod biljaka linije 3-4, zabeleZeno je prisustvo intenzivne
plave boje u listovima i lisnim drSkama (Slika 27B). Kod linije 3-1 nizak nivo
ekspresije zabeleZen kod mladih klijanaca (Slika 27A), znacajno je povecan i
akumulacija intenzivne plave boje bila je slicna kao u ostalim testiranim linijama.
Samo kod biljaka linije 3-4 i tokom 6. nedelje od isklijavanja zadrZao se relativno

nizak nivo ekspresije GUS gena.

Medutim, prilicno visok nivo bazalne ekspresije GUS gena primeéen kod
mladih biljaka gajenih u uslovima in vitro, kod starijih biljaka gajenih u stakleniku
postao je manje intenzivan. Skoro da uopste nije primecena pojava plave bolje na
liskama ili drskama svih testiranih linija, ukazujuéi na izostanak aktivnosti GUS
gena. Samo na mestima gde je list povreden, isecanjem prilikom branja sa biljke ili
dodirivanjem pincetom tokom histohemijskog bojenja, javljala se lokalizovana
plava boja ukazujuéi na povredivanjem indukovanu ekspresiju BvSTI promotora i

GUS gena.
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3-1-1 3-4-1 8-1-1

14-2-1 32-1-1 kontrola

Slika 28. Ekspresija BvSTIpro-GUS gena kod biljaka transgenog duvana starih 14 nedelja.
Brojevi predstavljaju oznake T2 linija duvana.

4.3.3. Ekspresija BvSTIpro-GUS gena u povredenim tkivima duvana

Da bi se ispitalo da li je moguce povredivanjem indukovati ekspresiju
BvSTIpro-GUS gena, odabrana je po jedna T2 biljka koja se pokazala kao
najreprezentativniji predstavnik za svaku liniju na osnovu praéenja ekspresije GUS
gena tokom razvica. Ekspresija GUS gena pod kontrolom BvSTI promotora u
povredenim tkivima poredena je sa ekspresijom u biljkama duvana koje su u sebi
nosile GUS gen pod kontrolom konstitutivno eksprimiranog 35S promotora.
Histohemijska analiza ekspresije GUS gena radena je na listovima i korenovima 14
nedelja starih biljaka iz staklare, kod kojih je prethodno pokazan nizak nivo

bazalne ekspresije.
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Rezultati analize obojenih delova ukazuju na indukovanu i lokalizovanu
BvSTIpro aktivnost u listovima BvSTIpro-GUS transgenih biljaka duvana kao

odgovor na mehanicko povredivanje i ishranu FAW larvi (Slike 29 i 30).

BvSTIpro-GUS
3-1-1 3-4-1 8-1-1 14-2-1 32-1-1
s

J5S-GUS kontrola

Slika 29. Ekspresija BvSTIpro-GUS gena kod mehanicki povredenih (P) ili nepovredenih
(NP) listova transgenog duvana. Prisustvo plave boje na mestima aktivnosti enzima 3-D-
glukuronidaze kod 14 nedelja starih biljaka na mestima povredivanja poredeno je sa
nepovredenim BvSTIpro-GUS listovim, kao i sa 35S-GUS i kontrolnim netransformisanim
biljkama. Brojevi predstavljaju oznake pojedina¢nih T2 biljaka kod kojih je uradena
analiza.
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Nakon mehanickog povredivanja listova svih analiziranih biljaka uocena je
povecana ekspresija GUS gena i to na mestima povredivanja (Slika 29). Presecanje
samo ivica listova izbegavanjem provodnih sudova, rezultovalo je u lokalizovanoj
akumulaciji plave boje u uskoj zoni oko povredenog tkiva. GUS ekspresija u
nepovredenim listovima (Slika 29) bila je neznatna i uocljiva samo na mestima gde
je list otkinut sa biljke ili dodirnut tokom izvodenja eksperimenta. Nasuprot tome,
listovi 35S-GUS transgenih biljaka pokazivali su visok stepen konstitutivne
ekspresije GUS gena po ¢itavoj povrsSini lista sa najintenzivnijom plavom bojom na
mestima povredivanja. Kod kontrolnih netransformisanih biljaka nije zabeleZena

pojava plave boje u nepovredenim listovima, a takode ni nakon povredivanja.

U korenovima biljaka raslih u staklari takode je analizirana akumulacija plave
boje usled aktivnosti GUS gena pod kontrolom BvSTI promotora nakon
mehanickog povredivanja (Slika 30). Pokazano je da je odgovor na povredivanje
kod korenova takode inducibilan, kao i kod listova, sa jasnom plavom bojom
razvijenom na mestima na kojima su pincetom prignjeceni delovi korenova. Ipak
ovde je primecéeno da je zona u kojoj se akumulira plava boja nesto Sira nego kod
listova. Odgovor GUS gena pod kontrolom 35S promotora bio je visSe sistemski sa

nejasno izrazenom granicom izmedu povredenog dela i ostatka korena.

BvSTIpro-GUS 358-GUS kontrola

Slika 30. Ekspresija GUS gena u mehanicki povredenim transgenim korenovima duvana.
Prisustvo plave boje akumulirano na mestima povredivanja kod BvSTIpro-GUS korenova
poredeno je sa 355-GUS kao i kontrolnim netransformisanim korenovima.
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BvSTIpro-GUS

8-1-1

Lkontrola

P ok

L~

Slika 31. Ekspresija BvSTIpro-GUS gena u listovima transgenog duvana nakon ishrane
FAW larvi. Aktivnost GUS gena utvrdivana je posredno preko akumulacije plave boje na
mestima aktivnosti enzima {3-D-glukuronidaze nakon 6, 24, 48 i 72 sata od pocetka ishrane
lervi. Aktivnost GUS gena u povredenim listovima poredena je sa nepovredenim listovima
BvSTIpro-GUS biljaka (0), kao i sa kontrolnim, netransformisanim biljkama. Brojevi
predstavljaju oznake pojedinacnih T2 biljaka kod kojih je uradena analiza.
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4. Rezultati

Biljke duvana T2 generacije kod kojih je pracena indukcija ekspresije
BvSTIpro-GUS himeri¢nog gena nakon mehanic¢kog povredivanja koris¢ene su i za
ishranu larvi FAW. Akumulacija plave boje pracena je u listovima kojima su se
larve hranile tokom 6, 24, 48 ili 72 sata. Histohemijsko bojenje povredenih listova
pokazalo je jasno lokalizovanu ekspresiju GUS gena u uskoj zoni oko mesta
povredivanja (Slika 31). U okolnom nepovredenom tkivu nije registrovana
aktivnost GUS kodiranog enzima 3-D-glukuronidaze pojavom plavo obojenog
produkta. Listovi kontrolnih netransformisanih biljaka takode su pretrpeli vrlo
slican stepen oStecenja tkiva od strane larvi, ali u njima nije doslo do akumulacije

plave boje.
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5. DISKUSIJA

5.1. SAVREMENE MERE BORBE PROTIV INSEKATA STETOCINA

Prema procenama Organizacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija
(FAO) do 2050. godine broj stanovnika na Zemlji povecavace se za 75 miliona
godisSnje, Sto ¢e dovesti do rasta od 35% u odnosu na sadasnji broj i kona¢nog
broja od 9,1 milijardi ljudi (FAO 2009). Jedna od najznacajnijih posledica ovako
dramati¢nog porasta broja stanovnika svakako ¢e biti nedovoljna koli¢ina
dostupne hrane. Procenjuje se da bi ovakav rast broja ljudi morao da prati i porast
u koli¢ini proizvedene hrane od ¢ak 70% u odnosu na koli¢inu proizvedenu u

periodu 2005/07 (FAO 2009).

Znacajni gubici u koli¢ini proizvedenih useva sa kojima se danas sukobljavaju
uzgajivaci hrane Sirom sveta, a nastali kao posledica nedovoljne kompeticije useva
sa korovima, napada razlicitih patogena, virusa ili Zivotinja StetoCina, moraju se
umanjiti. Stete koje najznacajniji usevi trpe usled napada Zivotinja $teto¢ina, medu
kojima su najbrojniji i najznacajniji insekti, predstavljaju bitan udeo u ukupnim
gubicima, a procenjuju se na oko 7% kod pSenice, 15% kod pirinc¢a, 9% kod
kukuruza, 10% kod krompira i 8% kod soje za period 2001-2003 (Oerke 2006). O
veli¢ini i znacaju gubitaka prouzrokovanih insektima moZda najjasnije govori
primer Stetocine Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), koja je veoma
zastupljena na velikojm broju razli¢itih useva Sirom Azije, Afrike, Australije i u
Evropi duz Mediterana. GodiSnji gubici nastali usled intenzivne ishrane larvi ovog
insekta procenjuju se na preko 2 milijarde US dolara, uprkos ulaganju preko 500
miliona dolara u insekticide kojima se vrsi kontrola ovih Setoc¢ina (Sharma 2001).
Medutim, insekti ne uzrokuju samo direktne gubitke svojom ishranom ve¢
predstavljaju problem i kao prenosioci velikog broja razli¢itih biljnih patogena i
izazivaca oboljenja. Danas se zna da preko 200 oboljenja biljaka moZe biti preneto

insektima kao vektorima (Haq 2004).

Intenziviranjem poljoprivredne proizvodnje, koje podrazumeva pre svega

uvecCavanje povrSina pod poljoprivrednim kulturama, raznovrsni ekosistemi u
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mnogim slucajevima zamenjeni su ranjivim jednolicnim agro-ekosistemima u
kojima su insekti StetoCine doziveli punu ekspanziju. Osim toga, i na mestima gde
se poljoprivredni proizvodi i semena cCuvaju stvaraju se idealni uslovi za
dramati¢na povecanja brojnosti u populacijama insekata koji se ovde hrane. [ako
se u borbi protiv insekata Stetocina primenjuju razlicite metode, gubici kod

najznacajnijih useva i dalje imaju rastuci trend (Dhaliwal i Koul 2010).

Najznacajnija mera borbe protiv insekata Stetocina jeste aplikacija hemijskih
pesticida. Procenjuje se da se godiSnje primeni i do 3 miliona tona insekticida
Sirom sveta (Dhaliwal i Koul 2010). Osim Sto ova mera predstavlja dodatni troSak
za uzgajivaca, masivna upotreba hemijskih pesticida cesto dovodi i do pojave
Stetnih efekata kod useva, ali i neselektivnog uniStavanja Kkorisnih insekata.
Poseban rizik po okolinu i zdravlje ljudi predstavlja zaostajanje nerazgradenih
Cestica sa insekticidnim dejstvom, koje zatim dospevaju do vode i hrane, te
predstavljaju znacajnog zagadivaca okoline. Ipak jedna od najvecih opasnosti koja
prati masovnu aplikaciju insekticida na usevima jeste razvijanje otpornosti na te
hemijske agense u populacijama insekata Stetocina. Za cak 16 vrsta insekata
prijavljeno je postojanje potpune rezistentnosti na sve do sada koriS¢ene aktivne
hemijske materije u Cak 3237 slucajeva do 2008. godine (Whalon i sar. 2008;
Andow 2008). Stoga su savremene biotehnoloSke strategije, koje uglavnom
podrazumevaju razvijanje biljnih genotipova sa poviSenim stepenom otpornosti na

insekte StetocCine, danas postale poZeljna alternativa.

Metodama genetickog inZenjeringa moguce je dobiti transgene biljke koje
aktivno sintetiSu agense sa insekticidnim dejstvom (Lemaux 2008; Lawrence i
Koundal 2002). Zbog potvrdenog negativnog uticaja biljnih IP na rast i razvice
insekata, geni koji kodiraju ove proteine postali su glavni kandidati u borbi protiv
Stetocina (Dunse i sar. 2010; Maheswaran i sar. 2007; Abdeen i sar. 2005). Do
danas vise desetina IP gena iz razlic¢itih biljnih vrsta je metodama genetickog
inZenjeringa uvedeno u genome biljaka koje su zatim pokazivale poviSen nivo
otpornosti prema insektima Steto¢inama (Ninkovi¢ i sar. 2007; Ferry i sar. 2006;
De Leo i Gallerani 2002; Duan i sar. 1996; Graham et al, 1995). Medu ovim biljkama

puno je i poljoprivrednih kultura, kao Sto su grasak (Charity i sar. 1999), pirinac
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(Bu i sar. 2006; Alfonso-Rubi 2003; Xu i sar. 1996), pSenica (Bi i sar. 2006), karfiol
(Lu i sar. 2005), krompir (Marchetti i sar. 2000; Gatehouse i sar. 1996; Cloutier i
sar. 2000), paradajz (Brunelle i sar. 2004), jagoda (Graham i sar. 1997). Linije
transgenog pirinaca sa ubaCenim i eksprimiranim proteinaznim inhibitorom iz
krompira (PI-II) pokazale su poviSen stepen rezistentnosti na larve Sesamia
inferens (Duan i sar. 1996), dok je u eksperimentima u kojima su se larve Mamestra
brassicae hranile transgenim biljkama arabidopsisa i duvana u kojima je bio
eksprimiran gen za inhibitor tripsina iz slaCice MTI-2 pokazano da su larve vrlo
senzitivne na visoke koncentracije akumuliranih inhibitora, sa znaCajnom stopom
smrtnosti i redukovanim masama, zajedno sa pojacanom ekspresijom digestivnih

proteinaza (De Leo i sar. 2001).

[P ne usmrcuju insekte direktno i trenutno, poput Bt toksina, ve¢ redukuju
njihovu digestivnu efikasnost i uticu stoga negativno na njihov rast i razvice. Na
ovaj nacin negativni selektivni pritisak na populacije Stetnih insekata nesto je blazi
nego u slucaju visoko insekticidnog Bt toksina, $to u velikoj meri sprecava

intezivan i brz razvoj rezistentnosti na ove proteine kod insekatskih populacija.

Medutim, zbog ogromnog broja herbivornih insekata koji su Stetocine vaznih
poljoprivrednih kultura, kao i zbog cinjenice da nisu svi insekti osetljivi na ve¢
okaraktrisane IP, postoji potreba da se identifikuju novi insekticidni proteini.
Takode, smatra se i da je maksimalan kapacitet IP u borbi protiv Stetnih insekata
moguce posti¢i koriS¢enjem I[P transgena iz nesrodnih i filogenetski udaljenih
biljnih vrsta, kao i geografski izolovanih vrsta. Izvore IP gena treba traZziti i medu
biljnim vrstama koje prirodno nisu izloZzene insektima Stetoinama sa
poljoprivrednih kultura, s obzirom da je tokom ko-evolucionih interakcija izmedu
biljaka i njihovih insekata Stetoc¢ina doSlo je do adaptacije insekata na IP njihovih
biljaka domacina. Neki od izolovanih IP gena za koje se smatra da mogu imati
izuzetno veliki potencijal u borbi protiv Steto€ina poljoprivrednih kultura jesu
tripsinski inhibitori AeTI iz Archidendron ellipticum (fam. Mimosoideae) retkog
drveta koje se sre¢e u Sumama Great Nicobar ostrva (Bhattacharyya i sar. 2007), Pj
inhibitor iz juZnoamerickog Zbuna Prosopis juliflora (Oliveira i sar. 2002), ApTI iz

tropskog drveta Adenanthera pavonia (Macedo i sar. 2004) ili TTI iz africkog drveta
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Tamarindus indica (Aradjo i sar. 2005). Takode, kod polifagnih insekata potrebno
je prethodno izvrsiti analizu dejstva vise dostupnih IP i utvrditi koji od njih ima
najtoksicCnije dejstvo na datog insekta. U radu Saadati i Bandani (2011) pracen je
efekat nekoliko inhibitora serinskih proteinaza poreklom iz razli€itih biljnih vrsta
(TLCK, TPCK, SBT], i kombinacije SBTI i TPCK) prisutnih u veStackim podlogama u
koncentrcijama od 1% i 4% na rast i razvice larvi Eurygaster integriceps, kao i
aktivnost njihovih digestivnih proteinaza. Pokazano je da razliciti IP mogu imati
vrlo razlicite efekte na rast i razvice. Najefikasnija je bila kombinacija dva IP,
sintetiCkog inhibitora himotripsina, TPCK, i inhibitora tripsina iz soje, SBTI, koja je

dovela do 100% smrtnosti kod larvi E. integriceps.

Zbog svega gore navedenog neophodno je identifikovati i okarakterisati Sto
veli broj razlic¢itih IP gena kao potencijalnih transgena koji ¢e se koristiti u borbi
protiv herbivornih insekata Stetocina. BvSTI gen, koji po strukturi pripada familiji
serinskih inhibitora Kunitz-tipa, izolovan je iz korena Selerne repe genotipa
F1016, koji je razvijen u procesima selekcije i okarakterisan kao otporan na insekt
Tetanops myopaeformis (Puthoff i Smigocki 2007). Detaljna in planta
karakterizacija ekspresije BvSTI gena SeCerne repe omogucava otkrivanje
insekticidnog potencijala ovog inhibitora, kao i moguénosti njegove upotrebe u

procesima razvijanja biljnih genotipova rezistentnih na insekte.

5.2. NIvOl EKSPRESIJE BVSTI GENA 1 STEPEN OTPORNOSTI GENOTIPOVA SECERNE REPE NA

LARVE SBRM

Ekspresija BvSTI gena pracena je u Cetiri genotipa Secerne repe koji pokazuju
razliCit stepen otpornosti na larve SBRM: otpornim F1016, F1015 i UT-8, i
osetljivom F1010 genotipu. S obzirom da je poznato da je aktivnost IP gena
moguce indukovati povredivanjem (Telang i sar. 2003; Pearce i sar. 1993),
ispitivali smo ekspresiju BvSTI gena u biljkama razlicite starosti nakon mehanickog
povredivanja. Kod svih ispitivanih genotipova obrazac ekspresije BvSTI gena

zabeleZen u najmladim, 6 nedelja starim tkivima, nije se znacajno menjao ni kod
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starijih starosnih grupa (Slike 12, 13, 14 i 15). Akumulacija povredivanjem
indukovanih BvSTI transkripata u korenovima bila je najve¢a u najstarijim
biljkama. S druge strane, najmladi analizirani listovi imali su relativno visok nivo
ekspresije koji se odrzao sve do kraja vegetativne sezone, kod 6 meseci starih

biljaka.

Relativnom  kvantifikacijom i uporedivanjem nivoa akumuliranih
transkripata kod 6 meseci starih biljaka, uoceno je da su viSi nivoi BvSTI
transkripata detektovani kod svih SBRM otpornih genotipova Secerne repe u
odnosu na aktivnost ovog gena kod osetljivog F1010 genotipa (Slike 12, 13, 14 i
15). Najvisi nivo transkripata detektovan je kod F1016 genotipa (Slika 12). U
korenovima ovih biljaka akumulirano je i do 4,3 puta, a u listovima 2,4 puta vise
transkripata kao odgovor na mehanicko povredivanje. Kod UT-8 genotipa koji se
odlikuje nesSto niZim stepenom otpornosti prema larvama SBRM uocen je sli¢an
obrazac indukcije, ali je koli¢ina akumuliranih BvSTI iRNK bila niZa, narocito u
korenovima (Slika 15). Zanimljivo, kod treceg otpornog genotipa, F1015, zabeleZen
je znacajno razli¢it obrazac indukcije koji se u mnogome poklapao sa obrascem
dobijenim kod osetljivog F1010 genotipa. Mehanicko povredivanje je kod ova dva
genotipa dovelo do pocetnog smanjenja u nivou ekspresije BvSTI gena kod
povredenih u odnosu na nepovredene korenove (Slike 13 i 14). I kod F1015 i kod
F1010 korenova 2 sata nakon povredivanja detektovano je manje BvSTI
transkripata nego u nepovredenim tkivima. Medutim, za razliku od F1010 genotipa
gde je sniZena koliCina transkripata zadrZana tokom 24 sata, u F1015 korenovima
ve¢ nakon 2 sata koliCina transkripata se povecava. Ovo povecanje nije znacajno,

ali se ekspresija ovoga gena podiZe na bazalni nivo, detektovan pre povredivanja.

Razlic¢it obrazac ekspresije BvSTI gena kod linija Secerne repe definisanih kao
otporne na larve SBRM, mogao bi biti posledica razlic¢itog porekla ovih genotipova.
F1016 genotip izveden je metodama klasi¢nog ukrstanja iz originalnog otpornog
UT-8 genotipa (Campbell i sar. 2000). U nasim eksperimentima ova dva genotipa
imala su veoma sli¢ne obrazce indukcije BvSTI gena, s tim Sto je, oCekivano, kod
potomackog, selekcijom unapredenog F1016 genotipa nivo ekspresije bio znacajno

viSi. Sa druge strane, F1015 genotip dobijen je procesom masovne selekcije za
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otpornost prema SBRM larvama direktno iz populacije osetljivog F1010 genotipa
(Campbell i sar. 2000). Stoga, F1015 moZe pokazivati neke od karakteristika F1010
genotipa kao Sto je pocetno smanjenje u aktivnosti BvSTI gena koje nastaje nakon

mehanickog povredivanja korenova.

U eksperimentima na polju inficiranom larvama SBRM, u kojima je
procenjivano oSteCenje korenova nastalo kao posledica prisustva i ishrane SBRM
larvi bez primene insekticida, testirani su genotipovi F1016 i F1015. Procenjeni
stepen oSteCenja korenova rangiran je na skali od 0 do 9 na kojoj se manje
oStecenim korenovima dodeljuju niZe vrednosti. Kod korenova SBRM rezistentnih
genotipova procenjeno oSteéenje je iznosilo 1,8 - 2,6 za F1016 i 3,1 - 3,6 za F1015.
Kod komercijalnih testiranih hibrida stepen ostec¢enja dobio je najvise vrednosti od
4,7 - 5,8 sugerisuci na znacajno niZi stepen otpornosti ovih genotipova u odnosu na
prethodna dva (Campbell i sar. 2000). Nasi rezultati dobijeni analizom ekspresije
BvSTI gena nakon mehanickog povredivanja u potpunosti su u korelaciji sa ovim
rezultatima procenjivanja oStecenja u polju. Genotipovi sa poviSenim nivoom
ekspresije BvSTI gena pokazivali su manji stepen oStecenja na korenovima
prouzrokovan ishranom SBRM. Korelacija izmedu indukovane ekspresija ovog
gena i poviSenog stepena otpornosti kod analiziranih genotipova Secerne repe,
narocito kod F1016 genotipa, ukazuju na znacajno uces¢e BvSTI IP u mehanizmima

odbrane aktiviranim nakon mehanickog povredivanja.

Zanimljivo je uporediti i bazalnu ekspresiju BvSTI gena uoCenu pre
povredivanja korenova i listova kod sva Cetiri ispitivana genotipa. NajniZi bazalni
nivo ekspresije zabeleZen je, oc¢ekivano, kod osetljivog F1010 genotipa, dok je kod
rezistentnih F1015 korenova i UT-8 listova zabeleZena najveca koli¢ina BvSTI iRNK
molekula pre indukcije mehanickim povredivanjem. Prisustvo BvSTI transkripata u
tkivima Secerne repe kod svih ispitivanih genotipova, kako kod mladih tako i kod
starijih organa, ukazuje na c¢injenicu da ovaj IP nema iskljuc¢ivu ulogu u odbrani,
ve¢ moguce i neke druge fiziolosSke funkcije. Medutim, ono Sto ipak ukazuje na
njegovu znacajnu ulogu u odbrani jeste Cinjenica da je kod genotipa sa najveéim
stepenom rezistentnosti na insekte (F1016) relativno nizak bazalni nivo BvSTI

transkripata, posebno u korenovima, nakon povredivanja vrlo brzo i viSestruko
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povecan. Visok nivo transkripcije kod ovog genotipa zadrZava se najduze od svih
analiziranih rezistentnih genotipova odrzavaju¢i tako odbrambeni sistem u
pripravnosti satima nakon povredivanja. Kod druga dva rezistentna genotipa, koja
se ipak odlikuju neSto niZim stepenom otpornosti prema larvama insekata, samo
povredivanje ne dovodi do tako brze i intenzivne akumulacije BvSTI transkripata
iako je bazalni nivo znac¢ajno visi. Sta viSe, kod F1015 genotipa, kao $to smo ranije
naveli, dolazi do supresije u ekspresiji gena i poCetnog smanjivanja koli¢ine

transkripata.

5.3. AKTIVNOST BVSTI GENA NAKON ISHRANE FAW LARVI

[ako je u eksperimentima u kojima se ispituje ekspresija I[P gena uobicajeno
koriS¢enje mehanickog povredivanja tkiva radi indukcije genske ekspresije,
obrazac ekspresije IP gena indukovanih povredivanjem usled ishrane herbivornih
insekata moze biti znacajno razli¢it od onog koji nastaje nakon mehanickog
povredivanja (De Vos i sar. 2005; Korth i Dixon 1997). Stoga je ekspresija BvSTI
gena nakon povredivanja insektima pracena u genotipovima F1016 i F1010, kod
kojih su obrazac i nivo ekspresije bili medusobno jako razli¢iti nakon mehanickog
povredivanja (Slike 12 i 13) i kod kojih se publikovani nivo osetljivosti na SBRM
larve najviSe razlikovao (Campbell i sar. 2000). S obzirom da postoje velike
poteSkoce u gajenju larvi SBRM u laboratorijskim uslovima, kao i da je teSko sa
inficiranih polja prikupiti larve ujednaCenog stepena razvica, u eksperimentima je
koriS¢en drugi insekt kao model organizam. Larve odabranog FAW spadaju u
grupu polifagnih herbivora i utvrdeno je da se hrane listovima, ali i transgenim
‘hairy roots’ Se¢erne repe (Smigocki i sar. 2009). [ako FAW pripada drugom redu
insekata (Lepidoptera) u odnosu na dipteru SBRM, i da ima razlicite navike u
ishrani, ove larve koriste takode serinske proteinaze kao glavne digestivne enzime
(Srinivasan i sar. 2006), te stoga predstavljaju pogodan model organizam za
ispitivanje potencijalne inhibitorne aktivnosti BvSTI proteaznog inhibitora na

proteinaze larvalnog digestivnog sistema.
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Prethodna istrazivanja su pokazala da larve FAW, koje su se hranile listovima
transgenog duvana ili ‘hairy roots’ Se¢erne repe u kojima je eksprimiran BvSTI
transgen, pokazuju znacajno zaostajanje u rastenju i razvi¢u u odnosu na kontrolne
larve koje su se hranile netransformisanim tkivima (Smigocki i sar. 2009). Larve
koje su se tokom 8 dana hranile BvSTI transgenim linijama duvana bile su od 30%
do ¢ak 75% lakSe u odnosu na larve koje su se hranile netransformisanim biljkama.
[ kod larvi koje su se hranile transgenim ‘hairy roots’ Secerne repe tokom 5 dana,
primecen je znacajan pad u masi. Interesantno je primetiti da kod transgenih linija
koje su nastale transformacijom F1016 genotipa, otpornog na larve SBRM,
prosecna masa larvi je smanjena ¢ak za 50% u odnosu na kontrolne, dok kod linija
dobijenih transformacijom osetljivog F1010 genotipa smanjenje je iznosilo svega
10%. Ovi rezultati ve¢ unapred mogu da sugeriSu da se u transgenim F1016
linijama sa over-eksprimiranim BvSTI genom nalazi vec¢a koli¢ina ovog IP i, samim
tim, insekticidna aktivnost prema larvama FAW je bila intenzivnija, a redukcija

mase veca.

U eksperimentima u kojima su se larve FAW hranile listovima i korenovima
dvaju genotipova SeCerne repe razliCite otpornosti, pokazano je da dolazi do
akumulacije BvSTI transkripata kao odgovor na ishranu larvi, kako kod SBRM
otpornog F1016, tako i kod osetljivog F1010 genotipa. Medutim, kod oba genotipa
obrazac transkripcije dobijem tokom 72 sata bio je drugaciji a koliCina
akumuliranih transkripata bila je daleko niZa nego u mehanicki povredenim

tkivima (Slike 19 i 20).

U listovima F1016 linije, ‘grickanje’ FAW larvi dovelo je tokom 24 sata do
neznatnog porasta u koli¢ini BvSTI transkripata od samo 1,2 puta, u odnosu na
porast od c¢ak 4,3 puta nakon mehani¢kog povredivanja. U uzorcima listova
prikupljenim nakon 48 i 72 sata od pocetka ishrane larvi, kao i u uzocima F1010
listova nakon 24, 48 i 72 sata, primeceno je skoro u potpunosti odsustvo BvSTI
iRNK molekula. Verujemo da je skoro kompletan prestanak aktivnost BvSTI gena
nastao zbog ¢injenice da je ve¢ nakon 24 sata od pocetka hranjenja preostalo tkivo
u kome je izvrSena analiza bilo tesko oSteceno i skoro u potpunosti uvelo usled

veoma intenzivne ishrane ovih larvi. U korenovima, povredivanje nastalo ishranom
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larvi FAW indukovalo je slican obrazac ekspresije BvSTI gena kod obe linije, sa
karakteristicnim blagim naizmeni¢nim povecavanjima i smanjivanjima u koli¢ini
transkripata (Slike 19 i 20). ObjasSnjenje za ovako specifican obrazac aktivnosti
BvSTI gena moZda lezi u dinamici ishrane FAW larvi tokom njihovih larvalnih
stupnjeva objavljenoj u radu Pitre i Hogg (1983). Naime, ovi autori tvrde da je
srednje vreme trajanja larvalnih stupnjeva kod FAW jedan i po dan, pri ¢emu se
tokom ovog perioda znacajno menja njihov apetit i koli¢ina konzumirane hrane.
Takode, treba imati na umu i da korenovi nisu primarni izvor hrane ovih larvi, te je
i ocekivano bilo da ¢e rezultati analize ekspresije BvSTI gena iz ovih korenova biti
razliciti u odnosu na listove. Najveca koli€ina transkripata bila je akumulirana u
uzorcima sakupljenim 72 sata od pocetka ishrane kod oba analizirana genotipa
SeCerne repe, sa oko 2 puta viSe transkripata nego u nepovredenim korenovima

kod F1016 genotipa i sa oko 1,5 puta viSe kod F1010 genotipa.

Nepodudaranja u obrascima ekspresije BvSTI gena primeéena nakon
mehanickog i povredivanja insektima u saglasnosti su sa ranije objavljenim
rezultatima drugih autora. lako postoje brojne publikacije koje pokazuju da
pojedini geni mogu biti istovetno indukovani mehani¢kim povredivanjem ili
ishranom herbivornih insekata (Howe i sar. 1996; Stratmann i Ryan 1997), viSe je
onih koji pokazuju potpuno razliCit obrazac ekspresije gena nakon ovih
povredivanja. Microarray analiza viSe od 150 gena Arabidopsis-a pokazala je da su
geni koji su pokazivali veoma intenzivnu ekspresiju indukovanu mehanickim
povredivanjem bili znatno manje aktivni, a neki skoro da i nisu bili indukovani
ishranom insekta Pieris rapae (Reymond i sar. 2000). Zanimljiva je cinjenica da
insekti nisu indukovali ekspresiju nekih od gena za koje se zna da se eksprimiraju
nakon povredivanja i koji aktivno ucestvuju u odbrani biljaka od patogena. To su
tzv. ‘pathogenesis related’ (PR) geni, PR-2 i PAL, ali i geni ukljuceni u sintezu
aromati¢nih metabolita CCR i COMT, cije dejstvo moZe da utice na razvice insekata.
Autori sugeriSu da postoji mogucnost da su larve P. rapae tokom evolucije razvile
posebne strategije i specificna ponasanja prilikom ishrane kojima uspevaju da

izbegnu aktiviranje i ekspresiju bar nekih odbrambenih mehanizama biljaka.
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[ako je ocigledno da je mehanicko povredivanje dovoljno da probudi
odbrambene sisteme biljke, joS uvek se jako malo zna o prirodi primarnih signala
kod mehanickog povredivanja, kao i o receptorima na plazma membranama koji te
signale registruju (Le6n i sar. 2000). ProuCavanjem prvih koraka u kaskadnom
putu prenosa informacije o mehani¢ckom povredivanju, primeceno je da dolazi do
oslobadanja malih oligosaharida, tzv. oligogalakturonida, iz oStecenih Ccelijskih
zidova (Benhamou i sar. 1990; Coté i Hahn, 1994). lako se tokom povredivanja ovi
molekuli primarno oslobadaju iz povredenih zidova, kod paradajza je uocCeno da
dolazi i do povredivanjem indukovane ekspresije gena za poligalakturonazu koja
ucestvuje u de novo sintezi ovih molekula (Bergey i sar. 1999). S obzirom da je
dokazano da je ovaj gen indukovan prisustvom sistemina, ovi mali oligosaharidi se
mogu smatrati jednim od pocetnih komponenti u signalnom putu koji dovodi do
aktivacije odbrambenih puteva na mestu oStecenja. Takode, kod mehanickog
povredivanja pokazano je da biljke paradajza produkuju etilen, koji uklju¢ivanjem

u OD put indukuje sintezu JK kao signalnog molekula (O'Donnell i sar. 1996).

Sa druge strane, prilikom napada insekata osim mehanic¢kog povredivanja na
mestu ishrane dolazi i do oslobadanja specificnih eksudata, vrlo Cesto species-
specifi¢nih, direktno u povredeno tkivo. Ova obicno sloZena kombinacija signala
mozZe izazvati potpuno drugaciji odgovor biljke i indukciju specificnih
odbrambenih mehanizama (Felton i Tumlinson 2008; Voelckel i Baldwin 2004;
Frey i sar. 2000). Do danas su nacinjeni znacajni koraci u otkrivanju, pre svega
hemijske prirode samih eksudata, ali i receptora. Tako je kod kukuruza
determinisan plazma protein koji je odgovoran za prepoznavanje i vezivanje
volicina iz pljuvacke larvi S. exigua (Truitt i sar. 2004). Signalni put kojim se dalje

prenose signali o napadu insekata teku direktno ka OD putu i sintezi JK.

U slucaju BvSTI gena dobijeni obrasci transkripcije nakon mehanickog
povredivanja su daleko viSe odgovarali publikovanim nivoima otpornosti
ispitivanih genotipova Secerne repe na larve SBRM, nego obrasci dobijeni nakon
ishrane FAW insekata. Na osnovu ovih rezultata moZemo pretpostaviti da je
aktivacija BvSTI gena indukovana samim povredivanjem, a da specifican nacin

nanoSenja povreda u vidu povrSinskih ogrebotina ili produbljivanja kanala, kao i
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sami eksudati SBRM larvi, samo delimi¢no uticu na ekspresiju ovog gena. Ishrana
FAW koje se odlikuju drugacijim ponaSanjem pri ishrani, unistavaju¢i skoro u
potpunosti tkiva kojima se hrane, ocigledno ne dovode do direktnog aktiviranja
BvSTI gena, iako je i u FAW povredenim tkivima =zabeleZeno neznatno
intenziviranje transkripcije ovog gena. S toga je, kao Sto smo vel ranije
napomenuli, veoma vaZno ispitati insekticidni potencijal razli¢itih [P prema
ciljanom insektu, radi pronalaZenja najpogodnijeg kandidata, pre nego Sto se

preduzmu konkretne biotehnoloSke mere.

5.4. MEHANICKO POVREPIVANJE I AKTIVNOST BVSTI IP

Analize na proteinskom nivou pokazale su da osim ocekivanog BvSTI
kodiranog proteina veli¢ine oko 30 kDa, u F1016 i F1010 genotipovima nakon
mehanickog povredivanja aktivnost na gelu pokazuju i neki drugi proteini sa
inhibitornom aktivno$¢u prema tripsinu (Slika 18). Proteazni inhibitori Siroko su
prisutni kod biljaka i njihova uloga nije vezana isklju¢ivo za mehanizme odbrane i
zastitu od proteolitickih enzima parazita i insekata (Fan i Wu 2005). Ovi proteini
ukljueni su u mnoge procese kao Sto je regulacija endogenih proteinaza tokom
dormancije semena ili mobilizacija rezervnih proteina (Fan i Wu 2005; Brzin i

Kidric 1995).

Medu detektovanim proteinima sa inhibitornim dejstvom na tripsin, kod oba
analizirana genotipa SecCerne repe BvSTI specificna antitela reagovala su sa
proteinom iz lista veli¢ine oko 30 kDa (Slike 16 i 17). Imunoblot detekcijom uocen
je razliCit obrazac akumulacije ovog proteina u povredenim listovima kod F1016 i
F1010 genotipova. Kod oba genotipa obrazac akumulacije BvSTI proteina pokazao
je izvesne razlike u odnosu na obrazac transkripcijske aktivnosti ovog gena.
Akumulacija genskih transkripata bila je najintenzivnija nakon 6 sati nakon
povredivanja kod F1016, odnosno nakon 2 sata kod F1010 genotipa (Slike 12 i 13).
S druge strane, najveca koli¢ina akumuliranih BvSTI proteina detektovana je nakon

24 sata kod F1016 i 6 sati od povredivanja kod F1010 genotipa (Slike 16 i 17).
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Primeéeni nedostatak direktne korelacije izmedu intenziteta transkripcije i
aktivnosti i/ili akumulacije genskog produkta zapaZen je i od strane drugih autora.
Tragaju¢i za genima odgovornim za poviSeni stepen otpornosti odredenih
genotipova Se€erne repe u odnosu na nematode, Cai i sar. (2003) pronasli su da je
inhibicija razvica nematode povezana sa aktivnoS¢u sporamin proteinaznog
inhibitora kodiranog od strane SpTI-1 gena. Medutim, stepen otpornosti nije
zavisio od koli¢ine akumuliranog inhibitora u transgenim ‘hairy roots’ dobijenim
transformacijom pomocu Agrobacterium rhizogenes soja koji u sebi nosi SpTI-1
gen. Slicno, Wu i sar. (1997) su pokazali imunoblot analizom da se u transgenim
biljkama krompira akumulira znacajna koli¢ina rekombinantnih ekstracelularnih
anjonskih peroksidaza, dok je aktivnost odgovarajudeg transgena i akumulacija
odgovarajucih iRNK pracena Northern analizom, bila neznatna. Transgeni krompir
imao je ¢ak 6 do 20 puta viSe peroksidaza u odnosu na netransformisane biljke,

dok je porast u aktivnosti samog transgena bio svega 2 do 6 puta.

U listovima F1016 genotipa visoka koli¢ina BvSTI proteina akumulirana je
nakon 2, 24 i 72 sata od mehanickog povredivanja, sa maksimumom detektovanim
nakon 24 sata (Slika 16). I u ostalim tackama (6 i 48 sati) koliina BvSTI proteina
bila je viSa nego u nepovredenim listovima. Nasuprot ovome, u listovima osetljivog
F1010 genotipa, imunoblot analiza pokazala je rast u koli¢ini akumuliranog
proteina samo nakon 6 sati nakon povredivanja (Slika 17). U svim ostalim
analiziranim vremenskim taCkama, pre i posle 6 sati, nivo akumulacije bio je slican
onome kod nepovredenih listova (0 tacka). Ovo ukazuje da viSi nivo akumuliranih
BvSTI proteina detektovan kod povredenih listova F1016 genotipa verovatno
pruZa prednost ovoj liniji u borbi protiv herbivornih insekata, u odnosu na osteljivi

F1010 genotip.

BvSTI specifitna antitela nisu reagovala ni sa jednim od aktivnih tripsinskih
inhibitora u korenovima obe analizirane linije. Razlog ovome moguce leZi u tkivno-
specificnoj modifikaciji ovog proteina ili koliCcine nakupljenog proteina u
korenovima ipak nisu bile dovoljne za imunoblot detekciju. Nemogucnost
detektovanja rekombinantnih insekticidnih proteina u transgenim biljkama koje se

odlikuju poviSenim stepenom otpornosti na insekte StetoCine vec je ranije bila
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publikovana u radu Maheswaran i sar. (2007). Istovremeno, pokazano je da porast
u Kkoncentraciji proteina inhibitora digestivnih proteinaza ne znaci i
proporcionalan porast otpornosti na insekte (Tamhane i sar. 2007). Niske
koncentracije rekombinantnog CamlIP proteina znacajno su inhibirale aktivnost
digestivnih proteinaza larvi H. armigera ak do 70%, ali stepen inhibicije se nije

uvecavao sa porastom kolic¢ine ovog proteina (Tamhane i sar. 2007).

Poredenjem aktivnosti inhibitora tripsina u korenovima i listovima Secerne
repe 6 sati nakon mehanickog povredivanja, kada je i zabeleZena znacajna
akumulacija ovih proteina kod oba ispitivana genotipa (F1010 i F1016), uocCen je
porast u ukupnoj aktivnosti kao odgovor na povredivanje (Slika 18). Jedino u
korenovima otpornog genotipa F1016 nije bilo promene u intenzitetu inhibicije
tripsina nakon povredivanja. lako je u nepovredenim korenovima ovog genotipa
bila akumulirana mala koli¢ina BvSTI iRNK molekula, koja se drasticno povecala
nakon mehanickog povredivanja, analize na proteinskom nivou ne pokazuju tako
velike promene u aktivnosti produkata ovog gena. [zuzetno velika aktivnost BvSTI
IP, ali i drugih inhibitora tripsina u ovim Kkorenovima, zabeleZena je i kod
nepovredenih tkiva, a samo povredivanje nije znacajno promenilo nivo aktivnosti
ovih proteina. To bi znacilo da prve trenutke nakon napada ili povredivanja,
korenovi spremno docekuju sa vec izuzetno aktivnim odbrambenim IP, verovatno
usled vrlo efikasnih procesa translacije, a da se intenziviranim procesima
transkripcije nakon povredivanja taj visok nivo odrzava tokom daljeg trajanja

napada.

Zanimljivo, aktivnost BvSTI proteinaznog inhibitora veliCine 30 kDa u
potpunosti je izostala kod F1010 korenova, kako pre povredivanja tako i u
mehanicki povredenim korenovima. Ovo moZe da sugeriSe da u F1010
korenovima, posebno osetljivim na napad SBRM larvi, o¢ekivani BvSTI protein nije
uopste prisutan ili je u potpunosti neaktivan, bez obzira na uofenu ekspresiju
BvSTI gena u ovim tkivima. Potpuno odsustvo ili snizena akumulacija aktivnog
BvSTI proteina u organima kojima se hrane larve SBRM, direktno ukazuje na
mogucu ulogu BvSTI gena u razvijanju otpornosti genotipova Secerne repe prema

ovom insektu.
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[spitivanje aktivnosti tripsinskih inhibitora na gelu ukazuje na jo$ jedan
interesantan rezultat. Protein veliCine oko 50 kDa sa izrazenom inhibicijom
tripsina detektovan je samo u korenovima i listovima otporne F1016 linije, dok ga
u F1010 liniji uopSte nema ili je u potpunosti neaktivan. Otvara se pitanje da li je i
ovaj protein mozda ukljuCen u odbanu od insekata Stetocina kojima je serinski tip

digestivnih proteinaza dominantan.

5.5. PARAMETRI RASTENJA I RAZVICA VRSTE Spodoptera frugiperda ]J.E. Smith NA

SECERNOJ REPI SA RAZICITIM NIVOIMA EKSPRESIJE BVSTI GENA

Da bismo potvrdili ulogu BvSTI IP u otpornosti Secerne repe na insekte, kao i
opravdali naSe verovanje da je BvSTI dobar kandidat-gen u razvijanju otpornih
genotipova drugih biljnih vrsta, sproveden je biotest sa larvama FAW. Jaka
inhibicija insekatskih proteinaza izolovanim IP u uslovima in vitro kada se insekti
hrane vestackom hranom u kojoj se inhibitori nalaze dokumentovana je od strane
viSe autora (Broadway i Duffey 1986; Broadway i Colvin 1992; Johnston i sar.
1989). S druge strane, IP eksprimirani in planta su obitno prisutni u nizoj
koncentraciji, a njihova koli¢ina moZe varirati u zavisnosti od starosti i fiziologije
biljke domacina, ali i od vrste biljnog tkiva (Cloutier i sar. 2000; De Leo i sar. 2001;
Abdeen i sar. 2005), te ne mora uvek dod¢i i do znacajnog uticaja na rast i razvice
insekata Stetocina. S toga je najpoZeljnije testirati uticaj IP na rast i rastenje larvi u
bioesejima u kojima se larve direktno hrane biljkom koja aktivno sintetiSe
odredeni IP. Kao Sto je ve¢ ranije pomenuto, medu digestivnim enzimima FAW
larvi iz reda Lepidoptera dominiraju serinske proteinaze sa ¢ak 92% uces¢a u
ukupnim proteinazama (Srinivasan i sar. 2006). Ostatak proteinaza Cine elastaze
(1%), aminopeptidaze (5%) i karboksipeptidaze (1%). U radu McManus i Burges
(1995) dokumentovano je da inhibitor serinskih proteinaza iz soje, SBTI,
inkorporiran u veStacku hranljivu podlogu dovodi do inhibicije tripsinskih
proteinaza kod srodne vrste S. litura. Polifagne larve FAW hrane se listovima

velikog broja biljnih vrsta, pre svega razli¢itim travama, ali je njihovo prisustvo
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zabeleZzeno i na velikom broju gajenih poljoprivrednih kultura, pa tako i na

Sec¢ernoj repi (All 1988).

Potencijalno insekticidno dejstvo BvSTI IP na rast i razvi¢e larvi FAW
ispitivano je kod istih genotipova Secerne repe koji se medusobno razlikuju po
nivou otpornosti na larve SBRM, ali i, kako je prethodno pokazano, po nivou
ekspresije BvSTI gena. Tokom ovog biotesta praceno je nekoliko parametara
rastenja i razvica larvi, u skladu sa ocekivanim negativnim uticajima. Naime, u
brojnim biotestovima pokazano je da ishrana insekata na biljkama sa
akumuliranim insekticidnim agensima i poviSenim stepenom otpornosti prema
herbivorima moZe uticati na razli¢ite aspekte razvica, te se kao posledice mogu
javiti: promena u veliini i masi larvi, izmenjeno vreme razvi¢a sa skracenim ili
produZenim larvenim stadijumom i obi¢no kra¢im Zivotom adulta, povecana
smrtnost larvi, narocito tokom prvih stupnjeva razvica ili lutki neposredno pred
prelazak u adultni stadijum (Cloutier i sar. 1999; De Leo i sar. 2001; Ninkovi¢ i sar.
2007). Takode, dokumentovane su i razli¢ite promene u fiziologiji, koje se pre
svega odnose na karakteristike digestivnog sistema (Hinks i Hupka 1995; Girard i
sar. 1998), ali i ponaSanju insekata najceS¢e vezanom za procese ishrane (Winterer

i Bergelson 2001).

S obzirom da su larve u prvim stadijumima razvic¢a izuzetno ranjive i da je
stopa smrtnosti tokom ovog perioda obi¢no visoka, mi smo u bioeseju koristili
larve stare 10 dana. Takode, larve u ovom periodu svoga razvica se najintenzivnije
hrane, te je za verovati i da Ce sa velikom koli¢inom unete hrane u digestivni sistem
larvi dospeti i visoke koncentracije IP te ¢e njihovo negativno dejstvo na

proteoliticke enzime koji ucestvuju u varenju te hrane biti najvece.

Mase larvi merene tokom intezivne ishrane na listovima pokazale su
statisticki znacajne razlike medu larvama koje su se hranile listovima SBRM
osetljivog F1010 genotipa u odnosu na larve koje su se hranile listovima bilo kog
od tri rezistentna genotipa (F1016, F1015 i UT-8). Za pet dana, koliko je trajala
ishrana, larve sa listova F1010 genotipa povecale su svoju masu skoro pet puta u

odnosu na masu pre pocetka ishrane (Slika 21), dok je uvecanje mase sa
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rezistentnih genotipova bilo manje od cetiri puta. Slicne rezultate dalo je i
poredenje dnevnog prirasta mase larvi (Slika 22), koje je pokazalo da su iz dana u
dan najviSe napredovale larve sa osetljivih listova. Pretpostavljamo da je kod larvi
koje su se hranile osetljivim F1010 genotipom, kod koga je ekspresija BvSTI gena
bila niZa nego u bilo kom od rezistentnih genotipova, efikasnost digestije usled
manjeg uticaja BvSTI IP bila mnogo veca, Sto je rezultovalo u brZzem i vetem
porastu mase larvi. Do slicnih opazanja dosli su i War i sar. (2012) koji su pratili
parametre rastenja i razvi¢a larvi srodne vrste S. litura nakon ishrane na tri
genotipa biljke Arachis hypogaea, vrste iz familije trava koja se gaji radi ekstrakcije
jestivog ulja iz plodova. Mase larvi koje su se tokom Cetiri dana hranile
genotipovima ICGV 86699 i NCAC 343 rezistentnim na insekte, bile su statisticki
znacajno nize, nego kod larvi koje su se hranile osetljivim TMV 2 genotipom. Sli¢ni
rezultati sa obi¢no mnogo izraZenijim razlikama dobijeni su i u nizu bioeseja u
kojima su insekti hranjeni transgenim biljkama u kojima su eksprimirani razliciti
biljni IP (Maheswaran i sar. 2007; Abdeen i sar. 2005; Gatehouse i Gatehouse
1998). U ovim bioesejima insekti sa transgenih IP biljaka bili su znac¢ajno manji i
laksSi od onih koji se hrane kontrolnim, netransformisanim biljkama. Johnson i sar.
(1989) su cak pokazali da je smanjenje mase larvi M. sexta direktno srazmerno
nivou eksprimiranog PI-II transgena u duvanu. Jo$ jedno moguce objaSnjenje za
znacajno manju masu larvi sa biljaka u kojima se BvSTI IP akumulira u velikoj
kolicini, moZe proiste¢i iz opazanja drugih naucnika u kojima su opisane velike
promene u sastavu digestivnih enzima kod larvi Spodoptera nakon unosa
inhibitora serinskih proteinaza hranom. Naime, primeceno je da ove larve vrlo
brzo ‘reaguju’ na inhibiciju intenziviranjem produkcije neosetljivih digestivnih
proteinaza (Bhattacharyya i sar. 2006). Tokom ove brze adaptacije sve raspoloZive
metabolicke snage preusmerene su na ove procese, Sto moZe dovesti do deficita
vaznih aminokiselina te se smanjuje de novo sinteza strukturnih proteina, a samim

tim i stope rasta larvi (Broadway i Duffey 1986; Jongsma i sar. 1996).

Tokom poslednjeg larvenog stupnja insekti dostizu kriticnu masu na kojoj
larva prestaje sa ishranom i polako se priprema za ulazak u metamorfozu i sledeci

razvojni stadijum (Davidowitz i sar. 2004; Davidowitz i Nijhout 2004). Iako
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mehanizmi kojima larva odreduje kriti¢nu masu i pravo vreme za ulazak u procese
metamorfoze nisu poznati, ovo nije fiksirana veli¢ina i pored genetickih, zavisi i od
faktora okoline, kao Sto je izmedu ostalih i kvalitet ishrane (Davidowitz i sar. 2003;
2004). Iako je postojala statistic¢ki znacajna razlika u masi medu larvama koje su se
hranile listovima razli¢itih genotipova SecCerne repe, kod svih larvi je prilicno
sinhronizovano dosSlo do postizanja kriti¢ne mase i sve su nakon pet dana ishrane
pocele postepeno da smanjuju masu i pripremaju se za procese metamorfoze

kojima prelaze u slede¢i stadijujum razvica, lutku.

Nesto drugacija slika delovanja BvSTI IP na rast FAW larvi dobijena je kod
insekata koji su se hranili korenovima Secerne repe. Za razliku od listova kojima se
ovi insekti inaCe hrane, korenovi ne predstavljaju primarni izbor larvi. Medutim,
primeceno je da usled nedostatka neke druge hrane, larve zapocinju sa ishranom
ubrzo nakon postavljanja na komade korenova u plasticnim petri kutijama. Iako su
mase larvi postavljenih na listove i korenove bile jako sli¢ne, nakon pet dana
ishrane krajnje mase ovih larvi bile su skoro duplo manje od masa larvi sa listova
za svaki od ispitivanih genotipova. I dok su larve sa listova povecale svoju masu
tokom ovog perioda za Cetiri do pet puta, larve sa korenova oteZale su u proseku
dva puta u odnosu na pocetak eksperimenta. Takode, i posmatranjem dnevnih
prirasta uocava se da su ove larve znacajno uvecavale svoju masu samo tokom
prva dva (UT-8) odnosno tri dana (ostala tri genotipa) i da su ve¢ nakon toga
pocele sa smanjivanjem svoje mase. Za razliku od larvi koje su se hranile listovima
i koje su dostigle svoje maksimalne mase i kriticne mase tek nakon 15 dana od
piljenja, kod larvi koje su se hranile korenovima, ve¢ nakon 2 ili 3 dana od pocetka
ishrane, tj. 12 ili 13 dana od piljenja, primecena je redukcija u masi i larve su pocele
sa postepenim pripremama za ulazak u metamorfozu. Cini se da je kod ovih larvi
nutritivni kvalitet hrane predstavljao presudan faktor koji je drasticno uticao na
razvice larvi u ovom stadijumu i koji je pokrenuo procese metamorfoze ¢ak 2-3
dana ranije od onih sa listova. lako se smatra da se u nepovoljnim sredinskim
uslovima koji podrazumevaju i ishranu neadekvatnom hranom loSe nutritivne
vrednosti, procesi presvlacenja odlaZu, a vreme razviéa generalno produZzava,

izgleda da je kod ovih larvi izvor hrane imao suprotan efekat skracujuci trajanje
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larvenih stadijuma i vode¢i ka ubrzanom razvicu. Sli¢ni rezultati dobijeni su sa
larvama kompirove zlatice koje su se hranile transgenim biljkama krompira u
kojima je eksprimiran OC-I gen. Tako su, Lecardonnel i sar. (1999) primetili brze

razvice larvi, a Cloutier i sar. (1999) raniju pojavu adulata.

Velicina koju su larve dostigle tokom faze ishrane pre pocetka metamorfoze
samo delimicno je odredila i veli¢inu pupa razvijenih iz larvi i sa listova i korenova.
Znacajne razlike u masi medu larvama koje su se hranile listovima rezistentnih u
odnosu na one sa osetljivog genotipa SeCerne repe, skoro potpuno su nestale kada
su larve preSle u stadijum pupe. Bez obzira na hranu koju su prethodno
konzumirale pupe su po izgledu i veli¢ini bile jako slicne (Slika 23). Jedino
odstupanje od proseka pokazale su pupe sa UT-8 listova, koje su bile za neSto
manje od 30% lakSe od prosetne mase lutki sa ostala tri genotipa. Ipak ovakva
situacija se mogla i ocekivati s obzirom da su larve sa ovih listova ipak bile
najlakse, iako razlika u njihovoj i masi larvi sa F1016 i F1015 genotipova nije bila
statisti¢ki znacajna. Zanimljivo je da znacajno veca masa larvi koje su se hranile
F1010 listovima nije preslikana i u masu lutki, ve¢ je ta statisticki znacajna razlika

nestala.

Poput znacajnih razlika u masi i veliCini medu larvama koje su se hranile
listovima i korenovima, i u samom izgledu lutki razvijenih iz tih larvi bile su
oCigledne izvesne razlike (Slika 23). Lutke sa listova bile su ne samo znatno
krupnije i teZe od onih sa korenova, vec je i boja njihovog hitinskog omotaca bila

znatno tamnija.

[ako tokom petodnevne ishrane larvi na razli¢itim genotipovima Secerne
repe nije doSlo do umiranja larvi, u stadijumu lutke javili su se prvi vidovi
morfoloskih abnormalnosti (Slika 24). Izgleda da larve nisu bile u stanju da u
potpunosti predu u sledeci stadijum, pa su se na krajevima novih lutki nalazili
prikaceni larveni ostaci. S obzirom da su se ove abnormalnosti javile samo na
pojedina¢nim lutkama Kkoje su se hranile rezistentnim genotipovima F1016 i
F1015, verujemo da bi ovo mogla biti posledica negativnhog dejstva odrambenih

mehanizama, u koje spada i ekspresija BvSTI IP. Medutim, iako kod svih razvijenih
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adulata nisu primecena nikakva odstupanja od normalne morfologije (Slika 25),
smatra se da bilo kakve varijacije u masi larvi ili lutki, menjaju normalan tok
zivotnog ciklusa. Dugotrajan, hronican negativan efekat IP tokom c¢itavog perioda
ishrane larvi jedna je od najznacajnijih karakteristika koja ove proteine svrstava u
grupu veoma pogodnih biljnih insekticida. SniZen fekunditet, niska stopa
prezivljavanja preko zime i sniZen odbrambeni potencijal protiv predatora i
parazita, samo su neke od karakteristika koje su ceste kod insekata koji su se
hranili biljkama kod kojih se intenzivno eksprimiraju IP. Na primer, znacajna
redukcija u fekunditetu i smanjen broj izleglih jaja primecen je kod nekih Diptera

koje su se hranile podlogama u kojima su se nalazili IP (Spates i Harris 1984).

5.6. INDUKCIJA PROMOTORSKOG REGIONA BVSTI GENA U POVREPENIM BILJKAMA

TRANSGENOG DUVANA

Da bi se BvSTI ili bilo koji drugi gen uspesno Koristio u biotehnologiji u cilju
unapredenja biljnih genoma, neophodno je pazljivo birati regulatorne sekvence
koje ¢e voditi ka kontrolisanoj ekspresiji ovih transgena. NajCeS¢e KkoriSc¢eni
promotori pri transformaciji biljaka proteinima koji ¢e povecati rezistenciju na
insekte (cry ili IP) jesu oni koji se konstitutivno eksprimiraju. Najpoznatiji i
najcesce koriScen je svakako CaMV 35S promotor iz mozaictnog virusa karfiola ili
nos promotor iz bakterije Agrobacterium koji kontroliSe aktivnost gena koji kodira
enzim nopalin sintetazu. Na ovaj nacin obezbeduje se kontinuirana i intenzivna
ekspresija transgena i nakupljanje insekticidnih proteina u visokoj koncentraciji u
svim transgenim tkivima i tokom svih faza razvica biljke. Medutim, konstitutivna
ekspresija heterolognih proteina u transgenim biljkama moZe dovesti do
nepovoljnih efekata, kao Sto je redukcija rasta usled visoke metabolicke potrosnje
tokom kontinuirane sinteze rekombinantnih proteina (Rai i sar. 2009). U slucaju
insekticidnih transgena, odrZavanje permanentno visoke koncentracije ovih
toksina u organima transgenih biljaka moZe dovesti i do nastanka rezistencije
prema ovim proteinima u populacijama Stetnih insekat.a (Bakhsh 2012), ali i do

nepovoljnog uticaja na populacije korisnih insekata (Babendreier i sar. 2008).
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Insekticidni transgeni bi trebalo da budu eksprimirani na stabilan i predvidiv
nacin, da se aktiviraju u tkivima kojima se hrane insekti i to u trenutku njihovog
napada. Takode, vazno je i da nivo ekspresije i akumulacija proteina budu visoki
kako bi se dejstvo na insekta ostvarilo i pre nego Sto se on udalji sa mesta na kome
se hrani. Ve¢ine inducibilnih promotora koji se danas koriste u biotehnologiji ipak
ne poseduju sve ove poZeljne karakteristike. Cao i saradnici (2001, 2006) su
analizirali ekspresiju Bt gena cry1Ab pod kontrolom inducibilnog PR-1a promotora
iz duvana, koji se indukuje nakon delovanja patogena kroz signalni put u kome
ucestvuje salicilna kiselina. Za ovaj promotor se zna da mu je ekspresija strogo
kontrolisana, ali i dosta spora, te da se prve koli€ine transkripata gena koji je pod
njegovom kontrolom javljaju tek posle 8 sati, a da se maksimum dostiZe tek nakon
96 sati od indukcije (Lodhi i sar. 2008). Kod transgenog karfiola uoceno je da u
uslovima pre indukcije nema Cry1Ab proteina, dok je nakon indukcije, protein bio
prisutan u svim analiziranim delovima biljke, ali u vrlo razli¢itim koncentracijama.
Signal koji je nastao na mestu indukcije i koji je doveo do ekspresije gena,
smanjivao se u prostoru i tokom vremena. U udaljenim delovima biljke

koncentracija sintetisanog endotoksina bila je stoga nezadovoljavajuca.

Da bi se ovakvi nedostaci nadomestili bilo je brojnih pokuSaja modifikacija
inducibilnih promotora u cilju intenziviranja ekspresije gena koji su pod njihovom
kontrolom. Tako su Kumar i sar. (2009) konstruisali himerican 35S(r)PR-1a
promotor u cilju intenziviranja ekspresije cry gena na mestu napada larvi. Ovaj
promotor nastao je modifikacijom inducibilnog, ali slabog PR-1 promotora
umetanjem uzvodno konstitutivno eksprimiranog 35S promotora u obrnutoj
orijentaciji. Insekticidni cryIEC gen pod kontrolom ovog himeri¢nog promotora
eksprimirao se konstitutivno, ali nakon ujeda insekata na mestu povredivanja
doslo je do pojacane ekspresije gena i intenzivnijeg nakupljanja endotoksina. Ipak
ni ovako modifikovani promotori nisu pruzali idealne odgovore u borbi protiv

insekata Stetocina.

Na osnovu nasSih rezultata analize ekspresije BvSTI gena in planta u
genotipovima Secerne repe uocena je inducibilna ekspresija ovog gena. Pokazano

je da osim larvi i mehanicko povredivanje listova i korenova moze da dovede do
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intenzivne ekspresije ovog gena. Kod genotipova F1016 i UT-8 koji su pokazali
najvisi nivo ekspresije BvSTI gena nakon povredivanja ve¢ nakon 2 sata doslo je do
vrlo intenzivne akumulacije transkripata. Zna se da I[P spadaju u grupu
odbrambenih agenasa koje kodiraju tzv. ‘kasni geni’ i da se aktiviraju tek kada
signalni molekuli kodirani od strane ‘ranih gena’ koji se aktiviraju povredivanjem
i/ili insekatskim elicitorom, indukuju njihovu sintezu (de Bruxelles i Roberts
2001). Prvi znaci intenzivne genske aktivacije i zadovoljavajuci stepen aktivnosti
biljnih insekticidnih agenasa javljaju se najranije jedan sat nakon povredivanja, a u
nekim slucajevima potrebno je i nekoliko sati nakon napada da bi se videli prvi
znacajniji efekti indukcije (Maffei i sar. 2007). Stoga se moZe smatrati da
akumulacija BvSTI transkripata koja se desava kod F1016 ve¢ nakon 2 sata od

mehanickog povredivanja in planta predstavlja dosta brzu odbrambenu reakciju.

Da bismo potvrdili ulogu regulatornih sekvenci u inducibilnoj aktivnosti
BvSTI IP, analizirali smo promotorsku sekvencu ovog gena kloniranu iz korena
F1016 genotipa, koji je pokazivao najintenzivniju ekspresiju BvSTI gena nakon
mehanickog povredivanja (Slika 12). Za BvSTI promotor vezan je GUS reporter gen,
radi lakSeg pracenja ekspresije i ovaj himeri¢ni konstrukt je pomocu A. rhizogenes

ubacen u model biljke duvana, N. benthamiana.

U odabranim T2 linijama transgenog duvana, koje su bile rezistentne na
higromicin i Ciji se segregacioni odnos za hpt gen nije statisticki znacajno
razlikovao od ocekivanog Mendelovog 3:1 odnosa, vrlo intenzivna ekspresija GUS
gena primecena je kod biljaka starih 2 i 6 nedelja gajenih u uslovima in vitro (Slika
27). GUS ekspresija je bila viSe konstitutivna sa znacajnim razlikama u intenzitetu
ekspresije medu ispitivanim linijama. Ove razlike medu pojedina¢nim linijama
narocito su izraZene kod 6 nedelja starih biljaka, gde neke od linija iako rezistentne

na Hyg (npr. linija 3-4), skoro uopste nisu pokazivale aktivnost GUS kodiranog

enzima f3-D-glukuronidaze pra¢enu pojavom plave obojenosti.

Kod 2 nedelje starih biljaka pojava obojenosti duz ¢itavih biljaka moZe da
ukazuje na konstitutivnu ekspresiju GUS gena u svim celijama i/ili na postojanje

sistemskog odgovora, odnosno prenos signala koji je doveo do aktiviranja
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BvSTIpro-GUS gena kroz Citavu biljku. Jo§ 1991. godine Pearce i sar. su otkrili
postojanje polipeptidnog signala, koji su nazvali sistemin i za koji je pokazano da
aktivira inhibitor I i Il gene koje kodiraju sintezu tripsinskih inhibitora u
transgenim listovima duvana. U daljim istrazivanjima dokazali su prisustvo TTI
(eng. Tobacco Trypsin Inhibitor) IP u mladim listovima koji su se nalazili na biljci
iznad starijih mehanicki povredenih listova (Pearce i sar. 1993). Na ovaj nacin
nedvosmisleno su dokazali induktivnu prirodu ekspresije TTI gena, ali i potvrdili
postojanje signala koji je doveo do sistemskog odgovora Ccitave biljke na
povredivanje. JoS jedna zanimljiva cCinjenica koja je u saglasnosti sa naSim
rezultatima i koja moZe da pomogne u razumevanju istih je da su u mladim
listovima transgenog duvana registrovali niske koncentracije TTI IP c¢ak i pre
povredivanja, Sto moZe da pojasni pojavu obojenosti kod nasSih 6 nedelja starih
nepovredenih listova odvojenih od biljke, u kojima je dakle prekinut vaskularni
sistem i samim tim sprecen eventualni protok signalnih molekula i sistemsko

Sirenje signala.

Tek u starijim biljkama gajenim u stakleniku akumulacija obojenog produkta
GUS reakcije nije bila detektovana ni kod jedne transgene linije, kao ni kod
kontrolnih netransformisanih biljaka pre povredivanja. Slicna zapaZanja o
razlikama u ekspresiji promotorskog regiona IP gena u razli¢itim biljnim organima
ili tokom razvi¢a biljaka pokazana su kod najbolje proucenog gena koji kodira
proteinazni inhibitor kod biljaka, pinll gen iz krompira. Dokazano je da ovaj gen
ima inducibilnu ekspresiju nakon povredivanja u listovima, ali u cvetovima ovaj
gen se eksprimira konstitutivno (Pena-Cortes i sar. 1991). Ovaj gen takode je
aktivan i u procesu formiranja tubera, tokom koga je njegova ekspresija

konstitutivna i sistemska (Keil i sar. 1989).

[ako je indukcija povredivanjem jedna od najpoZeljnijih karakteristika
ovakvih promotora, vidimo da je teSko povuci oStre granice izmedu konstitutivnih
i inducibilnih promotorskih sekvenci. Moguée objaSnjenje za konstitutivnu
ekspresiju BvSTI promotora kod transgenih biljaka duvana tokom ranih stadijuma
razvi¢a moglo bi da leZi u C¢injenici da je tokom ovog perioda BvSTI IP ukljuc¢en u

neki od fizioloSkih procesa. S druge strane, ove biljke su tokom ovog perioda
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gajene u uslovima in vitro, za koje je u mnogim slucajevima pokazano da mogu
predstavljati stresnu sredinu za biljku (Joyce i sar. 2003), te je moZda naizgled
konstitutivna ekspresija i visok nivo akumuliranog produkta GUS reakcije bila u
stvari indukovana. U slucaju disbalansa i/ili neodgovaraju¢ih uslova u
‘mikrookruzZenjima’ u kojima se gaje biljke in vitro (visoka vlaZnost, nedovoljna
osvetljenost, supraoptimalni nivoi hranljivih elemenata i Secera, visoka
koncentracija etilena) moZe doc¢i do indukcije brojnih mehanizama kojima biljke
odgovaraju na stres (Desjardins i sar. 2009). Dolazi do promena u
antioksidativnom sistemu, indukovanja ekspresije ‘pathogenesis’ ili ‘stress related’
gena, kao Sto su PR geni ili geni koji kodiraju proteine toplotnog stresa (eng. Heat
Stress Proteins; HSP). Takode, poviSen je i nivo salicilne kiseline, koja ucestvuje u
regulaciji ekspresije SAR (eng. Systemic Acquired Resistance) gena koji dovode do
povecavanja otpornosti prema patogenima (Van Breusegem i sar. 2001). U viSe
slucajeva je potvrdena i uloga IP u odgovoru biljaka na niz abiotickih stresova

(Pernasisar. 2000; van der Vyver i sar. 2003; War i sar. 2011).

U eksperimentima u kojima je pracena ekspresija GUS gena pod kontrolom
jo$ jednog inducibilnog promotora u transgenim biljkama Secerne repe dobijeni su
vrlo sli¢ni obrasci ekspresije (Snyder i sar. 1999). Naime, osmotinski promotor
(Osm), koji se indukuje povredivanjem ili nekim abiotskim faktorima kao Sto su
abscisinska kiselina, etilen ili NaCl (Nelson i sar. 1992), kontrolisao je
konstitutivnu ekspresiju GUS gena kod biljaka gajenih in vitro. Nivo akumuliranih
produkata GUS reakcije bio je ¢ak znacajno veci od nivoa koji je akumuliran u
tkivima u kojima je bio eksprimiran 35S-GUS gen. Medutim, kod biljaka koje su
rasle u staklari, ekspresija Osm-GUS gena bila je inducibilna i nakon povredivanja
listova, histohemijskim bojenjem je pokazana jasno lokalizovana obojenosti tkiva u

uskoj zoni oko presecene ivice.

Jo$ jedno moguce objasnjenje za vrlo intenzivnu GUS ekspresiju u mladim
tkivima moglo bi da leZi u Cinjenici da su ove mlade bilj¢ice izuzetno osetljive i na
najmanje mehanicke stimuluse, te da je mehanicki dodir prilikom izvlacenja iz
hranljivog medijuma, kao i prilikom potapanja u GUS pufer bilo dovoljan da se

indukuje ekspresija BvSTI promotora. Slicna hiperosetljivost na mehanicku
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indukciju primecena je kod biljaka Arabidopsis-a transformisanih vektorom koji je
nosio GUS gen vezan za ve¢ pomenuti inducibilni pinll promotor. Cak i dodir sitnih
kapi vode prilikom prskanja biljaka bio je dovoljan da indukuje GUS aktivnost kod
ovih biljaka (Godard i sar. 2007).

U slucaju BvSTI promotora, ove pretpostavke mogu biti podrzane ¢injenicom
da kod starijih biljaka koje su bile gajene u zemlji u stakleniku, nije primecena
konstitutivna ekspresija GUS gena (Slika 28). Ekspresija u listovima transgenih
biljaka nije zabeleZzena u situaciji bez stimulusa, za razliku od 35S-GUS
transformanata, kod kojih se obojenost javila po citavoj povrsSini lista. Tek nakon
mehanickog zasecanja ivica listova duvana dolazilo je pojave snaZne ekspresije
BvSTIpro-GUS gena. Akumulacija produkata GUS bojene reakcije bila je
lokalizovana, sa tek ponegde prisutnom neznatnom obojenosS¢u na mestima koja

nisu bila povredena.

Ipak, u mehanicki povredenim korenovima primeceno je da je odgovor, tj.
pojava obojenosti tkiva zahvatala nesSto Sire podrucje oko mesta povredivanja,
slicno odgovoru koji je uocen kod biljaka koje su transformisane konstitutivno
eksprimiranim 35S-GUS genom. Slitna organ-specificna ekspresija bila je
zabeleZena i za win3.12 promotor iz topole eksprimiran u transgenim korenovima
krompira nakon mehanickog povredivanja ili infekcije patogenim gljivama

(Yevtushenko i sar. 2004).

Aktivnost BvSTIpro-GUS himeri¢nih gena kod transgenih listova duvana
kojima su se hranile larve FAW takode pokazuju inducibilnu ekspresiju
lokalizovanu na mestima ugriza insekata (Slika 31). Larve kojima je dozvoljeno da
se hrane listovima tokom 6, 24, 48 ili 72 sata ostavljale su specificne okrugle zone
na Cijim se ivicama pojavila intenzivna plava boja nakon inkubacije sa X-Gluc
supstratom za GUS kodirani enzim. Zanimljivo je da osim pojave veceg broja
plavom bojom oivi¢enih ‘rupica’ na listovima kojima su se larve hranile duZi
vremenski period, nije doslo do difuzije obojenosti po povrsini lista. Objasnjenje za
ovako usku i ostru lokalizaciju indukovanog odgovora moglo bi da leZi upravo u

Cinjenici da je analiza ekspresije BvSTIpro-GUS himeri¢nog gena nakon oStecenja
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izazvanih ishranom larvi FAW pracena u listovima odvojenim od biljke. U ovakvom
sistemu prekinut je vaskularni sistem, a samim tim i kretanje potencijalnih
inducibilnih signala, kao Sto je npr. sistemin, kroz floem do nepovredenih delova
biljke u kojima bi stimulisali aktiviranje regulatornih sekvenci BvSTI promotora
(Jongsma i Bolter 1997; Pearce i sar. 1991). Mnogi insekti iz redova Orthoptera,
Lepidoptera i Coleoptera razvili su tokom evolucije odbrambene mehanizme na
insekticidne odbrambene agense biljaka upravo koriste¢i Cinjenicu da je odbrana
biljaka uglavnom sistemska i bazirana na transportu signalnih molekula koji ¢e
indukovati sintezu odbrambenih agenasa u citavoj biljci. Mnogi od ovih insekata
razvili su vrlo specificne vidove ponasSanja tokom ishrane pri ¢emu aktivno
presecaju provodne sudove i hrane se isklju¢ivo na delovima sa strane suprotne od
povrede na Kkojoj odbrambeni agensi nisu dospeli (Agrawal i Konno 2009;

Dussourd i Denno 1991).

5.7. PERSPEKTIVE KORISCENJA BVSTI KAO TRANSGENA U CILJU POVECANJA OTPORNOSTI

BILJNIH GENOTIPOVA PREMA INSEKTIMA STETOCINAMA

Iako je ve¢ u velikom broju slucajeva pokazan negativan efekat razlicitih biljnih
IP na insekte stetocine, veruje se da bi ovaj pristup mogao imati kontinuiran uspeh samo
ukoliko se novi IP geni otkrivaju i introdukuju u biljne genotipove. Analizom
ekspresije novo-otkrivenog BvSTI gena u povredenim tkivima Secerne repe kod
genotipova koji su razvijeni u procesima selekcije i razvijanja linija otpornih prema
larvama StetoCine SBRM, pokazano je da se aktivna sinteza i akumulacija ovog IP
podudara sa stepenom otpornosti genotipova. Potpuno odsustvo ili znacajno
redukovana aktivnost ovog IP kod biljaka osetljivih na larve insekata ukazuje na
njegovu vaznu ulogu u odbrambenim mehanizmima. Na osnovu svega napred
navedenog verujemo da bi ovaj gen pre svega mogao da posluzi kao dobar
molekularni marker u procesima evaluacije razlicitih genotipova Secerne repe u
potrazi za otpornim varijantama. Takode, smatramo i da bi BvSTI gen bio dobar
kandidat-gen, ¢ijom bi se heterolognom ekspresijom povecala otpornost razlicitih

biljaka na insekte.
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Medutim, trebalo bi imati na umu da eksprimiranjem insekticidnih transgena
u biljkama nije potpuno izvesno povecavanje otpornosti prema insektima, pre
svega zbog izuzetno sloZenih mehanizama kojima se insekti aktivno
suprotstavljaju biljnim odbrambenim snagama, a koje su razvili tokom koevolucije
sa biljkama kojima se hrane. Zbog izuzetne efikasnosti ovih mehanizama vazno ih
je sagledati i pronaci nain da se unaprede biotehnoloski pristupi Cime bi se

koriSc¢enje IP transgena ucinilo efikasnijim.

Naime, veliki broj polifagnih herbivora, koji predstavljaju dominantnu grupu
kada su insekti Stetoine u pitanju, razvio je sposobnost brze izmene sastava
digestivnih enzima u zavisnosti od hrane koja im je dostupna, ali i od prisustva
nehranljivih i potencijalno Stetnih agenasa, kao Sto su IP. Za kratko vreme ovi
insekti su sposobni da aktiviraju ekspresiju proteinaza koje su neosetljive na
prisutne IP, te neometano nastave digestiju. Ovako sofisticiran nacin adaptacije
najbolje ilustruje slucaj jednog od danas najrasprostranjenijih i najznacajnijih
Stetocina, larvi vrste H. armigera, koje se hrane na preko 180 razlic¢itih biljnih vrsta,
medu kojima su i poljoprivredne kulture kukuruz, pamuk, kupusi, krompir,
paradajz i sl. Dominantne digestivne serinske proteinaze ovih larvi kodirane su od
strane kompleksne multigenske familije u okviru koje se nalazi ¢ak 27 gena (Bown
i sar. 1998). Samo male varijacije u aminokiselinskim sekvencama u zoni aktivnog
centra ovih proteinaza mogu uciniti IP potpuno inkompatibilanim kao supstrat. U
radu Brito i sar. (2001) pokazano je da larve Heliothis virescens aktivnho menjaju
sastav tripsinskih proteinaza ukoliko se hrane podlogom koja u sebi sadrzi
tripsinski inhibitor, u odnosu na larve koje se hrane podlogom bez inhibitora.
Novosintetisane tripsinske proteinaze imaju izmenjenu specificnost prema
supstratu. Slicno je pokazano i za larve S. exigua koje su bile izloZene hroni¢nom
delovanju inhibitora serinskih proteinaza iz krompira (IP2) konstitutivno
eksprimiranog u transgenom duvanu kojim su se larve hranile (Jongsma i sar.
1995). Aktivnost proteinaza osetljivih prema IP2 smanjila se sa 76%, koliko je
zabeleZzeno u digestivnom sistemu larvi koje su se hranile kontrolnim
netransformisanim biljkama, na 6-22% u digestivnhom sistemu larvi koje su se

hranile transgenim listovima. Istovremeno, aktivnost drugog tipa proteinaza koje
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su bile neosetljive na IP2 povecala se 2,5 do 3 puta, nadomestujuci znacajan pad

digestije usled dejstva IP2 inhibitora.

Kod nekih insekata pak dolazi do pojacane ekspresije i akumulacije ve¢
postojecih proteinaza osetljivih na uneti IP, te se ve¢om koncentracijom prevazilazi
smanjena digestija usled prisustva inhibitora. McManus i Burgess (1995) su
pokazali da kod larvi S. litura dolazi do znacajnog povecanja u ekspresiji
dominantnih serinskih proteinaza nakon ishrane sojinim SBTI inhibitorom, iako je
pokazano u eksperimentima in vitro da su te proteinaze bile izuzetno osetljive

prema ovom inhibitoru.

Istovremeno neki od insekata pojacavaju ekspresiju gena i akumulaciju
proteinaza drugih funkcionalnih grupa, ¢ime se u potpunosti menja proteazni
profil i prevazilazi negativno dejstvo hranom unetih IP. Kod larvi koleoptere Baris
coerulescens, u cijem digestivnom sistemu dominiraju cisteinske proteinaze sa
najmanje Cetiri razlicite aktivne forme, nakon ishrane transgenim biljkama uljane
repice sa eksprimiranim inhibitorom cisteinskih proteinaza OC-I, doslo je do
drasti¢ne inhibicije svih cisteinskih proteinaza od skoro 80% (Bonadé-Bottino i
sar. 1999). U isto vreme aktivnost serinskih proteinaza, koje su inace znacajno

manje zastupljene kod ovih insekata, uvecana je viSe od dva puta.

Kod mnogih insekata nezavisno od toga da li je aktivan neki od gore
navedenih mehanizama odbrane, moze do¢i do aktivne degradacije i inaktivacije
molekula IP unetih hranom (Michaud i sar. 1995; Zhu-Salzman i sar. 2003). [ako je
u radu Yang i sar. (2009) pokazano da MTI2 (eng. Mustard Trypsin Inhibitor 2)
inhibira i do 80% serinskih proteinaza vrste Plutella xylostella, kako u in vitro
eksperimentima, u kojima je Zeludacni ekstrakt larve inkubiran sa ovim
inhibitorom, tako i u in vivo eksperimentima u kojima su se larve direktno hranile
homozigotnim MTI2 T4 transgenim biljkama arabidopsisa, kod ovih insekata nije
primecen nikakav negativan uticaj na rast i razvice i bili su u potpunosti otporni
prema ovom IP. Na osnovu dobijene konstante disocijacije insekatskih tripsina
prema MTI2, koncentracije digestivnih tripsina i koncentracije MTI2 u listovima

izracunato je da bi ¢ak 99% tripsinske aktivnosti u digestivnom sistemu insekata
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trebalo da bude osetljivo prema MTI2 i inhibirano in vivo. Dodatnom analizom
sastava i aktivnosti digestivhih enzima kod larvi nakon ishrane na MTI2
transgenim biljkama, utvrden je blagi porast ukupne enzimske aktivnosti, ali
istovremeno nije primecena indukcija drugih serinskih proteinaza rezistentnih
prema ovom inhibitoru. Takode, preinkubacija MTI2 sa digestivnim proteinazama
tokom 3 sata dovela je do potpune inaktivacije ovih enzima. Na osnovu svih
navedenih rezulata autori veruju da rezistentnost larvi P. xylostella nastaje kao

posledica enzimske inaktivacije MTI2 u digestivnom sistemu ovih insekata.

Dakle, insekti za vrlo kratko vreme mogu da izmene sastav digestivnih
enzima kvantitativno, ali i kvalitativno, $to dovodi i do brze pojave otpornosti na
rekombinantne insekticidne proteine. Kod vrste S. litura primeceno je da samo
larve u prvom stadijumu razvi¢a pokazuju znacajno smanjenje rasta kada se hrane
na podlozi u kojoj se nalazi inhibitor tripsinskih proteinaza poreklom iz soje
(McManus i Burgess 1995). Kod starijih larvi primecena je brza adaptacija i
statisticki znacajne razlike u parametrima rasta i razvica u odnosu na larve
hranjene kontolnim podlogama bez IP nisu zabeleZene. Slicno, rezultati
eksperimenata Michaud i sar. (1995) pokazuju su da su se samo prvi i drugi
stadijum u razvicu larvi krompirove zlatice odlikovali visokim stepenom

osetljivosti prema inhibitoru cisteinskih proteinaza iz pirinca, OC-L

Ovako brzo adaptiranje i prevazilaZenje negativnih uticaja insekticidnih
proteina u populacijama insekata moglo bi dovesti do limitiranja upotrebe ovih
agenasa u cilju borbe protiv StetoCina. Istovremeno, mnogi od kandidat-gena do
sada otkrivenih i okarakterisanih pokazuju ili previSe visoku specificnost prema
odredenoj grupi proteinaza ili je njihov efekat suvise slab, te insekti vrlo lako mogu
da prevazidu Stetno dejstvo ovih inhibitora. Stoga je danas potreba da se poveca
efikasnost odbrambenih transgena jedan od aktuelnih zadataka u borbi protiv
Stetocina. Jedan od pristupa jeste tzv. slaganje gena (eng. genes stacking, genes
pyramiding), koje podrazumeva kombinovanje dva ili viSe gena koji kodiraju
toksi¢ne agense sa razli¢itim mehanizmima delovanja i njihovu istovremenu ko-
ekspresiju u transgenim biljkama (Senthilkumar i sar. 2010; Christou i sar. 2006;

Abdeen i sar. 2005; Zhao i sar. 2003; Urwin i sar. 1998). Na ovaj nacin
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istovremenom ekspresijom poveéao bi se spektar delovanja insekticidnih
transgena, ali i omogucilo odlaganje razvijanja rezistentnosti kod insekata na te
agense. Takode, postoji i generalno uverenje da IP eksprimirani istovremeno sa
nekim drugim zastitnim proteinom (Bt toksini, a-amylase, lektini) mogu da sprece
degradaciju ovih proteina u digestivnom sistemu insekata i da time i posredno

pojacaju njegovo insekticidno dejstvo (Gatehouse i Gatehouse, 1998).

Introdukciju dva ili viSe razlic¢ita transgena moguce je sprovesti na viSe
nacina: seksualnim ukrStanjem ve¢ transformisanih biljaka koje u svom genomu
eksprimiraju pojedinacne transgene (Dietz-Pfeilstetter 2010; Cao i sar. 2002),
koriS¢enjem  sloZenih  viSestrukih  genskih  konstrukata,  uzastopnom
retransformacijom ve¢ transgenih biljaka novim genskim Kkonstruktima ili
simultanim kotransformisanjem sa vise plazmida (Mehrotra i sar. 2011; Morris i

sar. 2006; Chang i sar. 2002).

Primer veoma uspesne ekspresije viSe IP transgena prikazali su Dunse i sar.
(2010). Oni su pokusali da pojacaju insekticidno dejstvo pojedinacnih IP i time
utiCu na rast i razvice insekta H. punctigera, koji predstavlja jednog od
najznacajnijih Stetocina pamuka. lIako je pokazano da konzumiranje IP iz N. alata
(NaPI) eksprimiranog u pamuku drasti¢no redukuje rast i utiCe na razvic¢e (Heath i
sar. 1997), prezivele larve pokazivale su izvestan stepen adaptacije
prilagodavanjem sastava digestivnih enzima. Naime, ovaj prilicno potentni
inhibitor sastoji se iz ¢ak pet zasebno aktivnih subjedinica, od cega Cetiri imaju
visok stepen specificnosti prema tripsinskim proteinazama, a jedna prema
himotripsinu (Atkinson i sar. 1993). Zbog intenzivnog delovanja NaPI na digestivni
sistem larvi, kod prezivelih larvi dominantne tripsinske proteinaze bile su
zamenjene himotripsinskim. Da bi se pojacao efekat inhibicije na larvalne
proteinaza efekat NaPI je bio 'pojacan’ jo$ jednim IP poreklom iz krompira koji je
pokazivao veliku specificnost prema himotripsinu, StPinl1A. Agrobacterium-
posredovanim transformacijama dobije su transgene linije u kojima su bili
eksprimirani NaPI ili StPin1A, a zatim je ukrStanjem homozigotnih linija dobijena

hemizigotna NaPI-StPinl1A linija. Nakon 2 godine ispitivanja u polju, ove biljke
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pokazivale su znacajno visi stepen otpornosti prema H. punctata larvama u odnosu

na biljke koje su akumulirale bilo koji od ova dva IP pojedinacno.

Kod tzv. klonalnih biljaka kao Sto su jagoda ili krompir, tokom evolucije
seksualno razmnoZavanje u potpunosti je zamenjeno nekim od vidova
vegetativnog, te se za ove vrste primenjuju nesto drugaciji pristupi pri dobijanju
viSestrukih transformanata, koji iskljucuju seksualno razmnoZavanje. Tako su
recimo u pokuSaju da se kod krompira poveca, ali i odrzi otpornost na
krompirovog moljca tubera (Phthorimaea operculella), u biljke kultivara Iwa
uvedena i koeksprimirana dva gena koja kodiraju razliCite Bt toksine, cry1Ac9 i
cry9Aa2 (Meiyalaghan i sar. 2010). Slaganje gena retransformacijom DG4c linije
koja je pokazivala visok nivo eksprimiranja cry94aZ gena plazmidom koji nosi
crylAc gen, pokazao se kao mnogo efikasniji nac¢in od simultane transformacije sa

dva razl¢ita plazmida koja nose pojedinacne transgene.

Aktivnost Bt toksina Cry1A, Cry3 i Cry4, veoma zastupljenih u pokusajima
borbe protiv insekata Stetocina, a za koje su opisani slucajevi pojave rezistentnosti
kod nekih populacija insekata, pojacana je u transgenim biljkama serinskim
proteaznim inhibitorom iz bundeve (MacIntosh i sar. 1990). Sinteticka sekvenca
koja kodira mali tripsinski inhibitor CMTI (Cucurbita maxima tripsinski inhibitor),
Ciji je model aktivnosti u digestivnom sistemu insekata potpuno drugaciji, vezana
je za skraceni crylAc i ovaj sloZeni vektor ubacen je u duvan. Rezultati biotesta u
kome su se larve H. virescens hranile dvostrukim transgenim biljkama u kojima su

istovremeno bila eksprimirana oba gena pokazali su 6 puta vecu aktivnost Bt

toksina nego u larvama koje su se hranile kontrolnim biljkama.

Nalik mnogim geneticki transformisanim linijama s eksprimiranim
pojedinac¢nim insekticidnim genima koje su ve¢ duze vreme komercijalno dostupne
Sirom sveta, Bollgard 1I® pamuk koji produkuje simultano crylAc i cry2Ab2
rekombinantne proteine (Perlak i sar. 2001) komercijalno je dostupan jos od 2003.

godine u SAD.
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Na kraju, verujemo da bi BvSTI gen u kombinaciji sa nekim drugim
odbrambenim genom koji poseduje insekticidno dejstvo mogao pruZiti efikasnu
strategiju za povecanje otpornosti prema insektima Steto¢inama poljoprivrednih i
drugih ekonomski vaznih kultura. Istovremeno, smatramo i da bi promotor ovog
gena mogao biti koriS¢en za inducibilnu kontrolu ekspresije ovih transgena, ¢ime

bi se efekat ovih insekticidnih agenasa optimizovao.
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6. ZAKLJUCCI

1. Analizom ekspresije BvSTI gena u listovima i korenovima Cetiri genotipa
SeCerne repe pokazano je da mehanicko povredivanje indukuje aktivnost ovog

gena.

2. Transkripcioni obrasci dobijeni analizom ekspresije BvSTI gena nakon
mehanickog povredivanja u potpunosti su u korelaciji sa ve¢ publikovanim
rezultatima o otpornosti ispitivanih genotipova na larve SBRM, dobijenih na

osnovu procenjivanja oStecenja korenova u polju inficiranom ovim larvama.

3. Kod svih ispitivanih genotipova obrazac ekspresije BvSTI gena nije se znacajno
menjao sa starenjem biljaka, sa najintenzivnijom transkripcijom zabeleZzenom
kod najstarijih, 6 meseci starih biljaka. Nivo akumuliranih BvSTI transkripata
bio je znacajno viSi u svim listovima nego u korenovima tokom 72 sata od

mehanickog povredivanja.

4. Relativnom kvantifikacijom i uporedivanjem nivoa akumuliranih transkripata
kod 6 meseci starih biljaka, uoceno je da su visSi nivoi BvSTI transkripata
detektovani kod svih SBRM otpornih genotipova Secerne repe (F1016, F1015 i
UT-8) u odnosu na aktivnost ovog gena kod osetljivog F1010 genotipa. Najvisi

nivo transkripata detektovan je kod F1016 genotipa.

5. Kod SBRM otpornih F1015 biljaka zabeleZen je obrazac indukcije koji se u
mnogome poklapao sa obrascem dobijenim kod F1010 osetljivog genotipa iz
koga je ovaj genotip izveden. Mehanicko povredivanje u oba slucaja dovelo je
do intenziviranja aktivnosti u listovima, ali i do poCetnog smanjenja nivoa

ekspresije BVvSTI gena kod povredenih korenova.

6. U eksperimentima u kojima su se larve polifagnog insekta Spodoptera
frugiperda hranile listovima i korenovima dvaju genotipova Secerne repe,
pokazano je da dolazi do akumulacije BvSTI transkripata kao odgovor na

ishranu larvi, i to kako kod SBRM otpornog F1016, tako i kod osetljivog F1010
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10.

11.

genotipa. Medutim, obrazac transkripcije dobijen tokom 72 sata bio je razlicit
kod ispitivanih genotipova, a koli¢ina akumuliranih transkripata bila je daleko

niZa nego u mehanicki povredenim tkivima.

Analize na proteinskom nivou pokazale su da osim ocekivanog BvSTI
kodiranog proteina veliCine oko 30 kDa, u F1016 i F1010 genotipovima nakon
mehanickog povredivanja aktivnost na gelu pokazuju i neki drugi proteini sa
inhibitornom aktivno$¢u prema tripsinu. Sest sati nakon mehani¢kog
povredivanja uocen je porast u ukupnoj aktivnosti tripsinskih inhibitora i u

korenovima i u listovima Seéerne repe.

Ipak, aktivnost BvSTI proteinaznog inhibitora veli¢ine 30 kDa u potpunosti je
izostala kod F1010 korenova, kako pre povredivanja tako i u mehanicki
povredenim korenovima. Potpuno odsustvo ili sniZena akumulacija aktivnog
BvSTI proteina u organima kojima se hrane larve SBRM kod osetljivog
genotipa, direktno ukazuje na ulogu BvSTI gena u razvijanju otpornosti

genotipova Secerne repe prema ovom insektu.

Medu detektovanim proteinima sa inhibitornim dejstvom na tripsin, kod oba
analizirana genotipa SeCerne repe BvSTI specificna antitela reagovala su sa
proteinom iz lista veliCine oko 30 kDa pokazujuéi inducibilnu akumulaciju
ovog proteina nakon mehanickog povredivanja. Medutim, BvSTI specificna
antitela nisu reagovala ni sa jednim od aktivnih tripsinskih inhibitora u

korenovima oba analizirana genotipa.

[spitivanjem uticaja odbrambenih mehanizama Secerne repe, medu kojima i
BvSTI IP, na parametre rasta i razvi¢a polifagnog insekta S. frugiperda,
pokazane su statisticki znacajne razlike u masi larvi koje su se hranile
listovima SBRM osetljivog F1010 genotipa u odnosu na larve koje su se hranile

listovima bilo kog od tri rezistentna genotipa (F1016, F1015 i UT-8).

Razlike izmedu larvi koje su se hranile razli¢itim genotipovima SeCerne repe

prenosile su se i na ocigledne razlike u izgledu lutki razvijenih iz tih larvi.

120



6. Zakljucci

12.

13.

14.

15.

Lutke sa listova bile su u proseku dvostruko teZe od onih sa korenova, a boja

njihovog hitinskog omotaca bila je znatno tamnija.

U stadijumu lutke javili su se prvi vidovi morfoloskih abnormalnosti na
pojedinacnim lutkama koje su se hranile rezistentnim genotipovima F1016 i
F1015. Verujemo da je bi ovo mogla biti posledica negativnog dejstva

odrambenih mehanizama u koje spada i ekspresija BvSTI IP.

Ipak kod svih razvijenih adulta nisu primecena nikakva odstupanja od

normalne morfologije.

Analizom indukcije regulatornih sekvenci BvSTI gena u higromicin
rezistentnim T2 linijama transgenog duvana, kod kojih se segregacioni odnos
za hpt gen nije statisticki znacajno razlikovao od ocekivanog Mendelovog 3:1
odnosa, vrlo intenzivna konstitutivna ekspresija GUS gena primecena je kod

biljaka starih 2 i 6 nedelja gajenih u uslovima in vitro.

U starijim biljkama gajenim u stakleniku akumulacija obojenog produkta GUS
reakcije nije bila detektovana ni kod jedne transgene linije, kao ni kod
kontrolnih  netransformisanih biljaka pre povredivanja. Mehanicko
povredivanje i povredivanje FAW larvama indukovalo je brzu i jasno

lokalizovanu BvSTIpro-GUS ekspresiju.
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Mpwnor 1.

W3jaBa 0 ayTOpCTBY

MNoTnwncaHn-a JeneHna M. Casuh
6poj ynuca EA060011
WsjaBreyjem

[a je QOKTOpPCKa gucepTauuja nof Hacnosom

Excrnpecuja reHa 3a MHxXuUBUTOp CepUHCKUX npoTeunHasa (BvST/) wehepHe pene

(Beta vulgaris L.) n ynora y 0TNOPHOCTU Ha MHCEKTe

® pe3ynTtart CONCTBEHOr NCTPa*KMBA4Kor paga,

e [a npeanoxeHa guceptauuja y UenuHM HX Yy Aenosuma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobujare BWNO Kkoje AunnomMe npema CTYAW[CKUM nporpaMuMa Apyrux
BWCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

® [a Cy pe3ynrtatk KOPEeKTHO HaBegeHWU U

e [a HUCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaea U KOPWUCTUO MHTENEeKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHga

Y Beorpagy, 20.10.2012.
# ,} (J
lobik T
[V




Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje QOKTOpPCKOr paga

Mime 1 npesnme aytopa JeneHa M. Caeuh

Bpoj ynuca EA060011

Cryanjckn nporpaMm____Pursmonornja u MosekynapHa buonorunja burbaka

Hacrnos paga Ekcnpecuja reHa 3a MHXUOBUTOD CEPUHCKMX NpoTenHasa (BvST))

wehepHe pene (Befa vulgaris L.) v ynora y oTNOPHOCTY Ha MHCEKTE

MeHTop ap Cnaevua HuHkoBuh

MoTnucanu Jenena M. Casuh

usjaBrbyjem fa je wramnada Bepsnja mMor JOKTOPCKOr pafja WCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepaomna 3a objaBrbmBakbe Ha noprany QurAatanHor
penosuTtopujyma YHusepauteTta y beorpagy.

Hoseorbasam ga ce objaBe Moju NUYHW Nofaun BesaHn 3a Aobujaree akagemcKor
3Bak-a JOKTOPA HayKa, Kao WTo Cy UMe 1 NpesnMe, rognHa u mecto pofera 1 gaTym
oAbpaHe paga.

OBu nuyHm nogaum mory ce o6jaBuTM Ha MPEXHUM CTpaHuLaMa auruTasrHe
bubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnvkauwjama YHusepsuteta y beorpagy.

MoTnuc gokropanaa

é;ga % %
/

¥ Beorpagy, 20.10.2012.




Mpunor 3.
UsjaBa o kopuwhemy
Oénamhyjem YHuBep3anteTcky Gubnnoteky ,Ceetosap Mapkosuh* aa y [Jurutantu

penosnTopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY avceprauujy nog
HacrnoBoM;

Ekcnpecuja reHa 3a MHXMBUTOP CEPUHCKNX NpoTenHasa (BvSTY) LiehepHe pene

(Beta vulgaris L.) v ynora y 0OTNOPHOCTH Ha MHCEKTe

Koja je Moje ayTopcko aeno.

AucepTaumjy ca ceum npunosvmMa npeaao/na cam y eJIEKTPOHCKOM hopmMaTy NorogHom
3a TpajHO apxuBMpame,

Mojy aokropcky ancepTauwjy noxpamweHy y urntanHu PEMO3UTOPU)YM YHUBEP3UTETA
y beorpagy mory na kopucte CBU Koju nowwTyjy ogpenbe caapKaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe sajeqHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duna.

@ AyTOpCTBO

2. AYTOPCTBO - HEKOMEPLIMjaHo

3. AyTopcTBO — HeKomepUWjanHo — 6es npepage

4. AYTOPCTBO — HEKOMEPUWJanHo — AenUTH noa UCTUM ycnoesnma
5. AytopcTeo — Ges npepage

6. AYTOpCTBO — AENUTKM MO WCTUM YCIIoBUMA

(Monvmo faa 3aokpyxute camo jefHy of wWecT MOHYHEHUX NMUUEHUM, KpaTak onuc
nuueHun aart je Ha nonefuHn nucra).

NoTtnuc gokropanpa

Y Beorpagy, 20.10.2012. 7
(bl
(POLA / ’




1. AytopcTBo - [lo3BOorbaBate yMHOXaBawe, OUCTpubyuuMjy M jaBHO caonwiTaBawe Aena, u
npepage, ako ce Hasefe MMe ayTtopa Ha HauvH ofpeheH o cTpaHe aytopa wnu Aasaoua
nvueHue, Yak n 'y komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NULIEHUMN.

2. AyTtopcTBO — HekoMepumjanHo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYLUMj)y © jaBHO
caonwTaBawe gena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe
ayTopa unu gaeaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOMbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopCTBO - HekoMepLumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTpUbyunjy 1
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka U ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce Haeefe MMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuvueHue. Oa
nvueHua He O03BOfbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha CBe ocTane nuueHue,
OBOM JMLIEHLOM Ce orpaHmnyaBa Hajsehu obvm npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekomepLMjanHo — AenuTu nog UCTUM ycroBumMa. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AMCTPMBYLMjy 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH
oapeheH og cTpaHe ayTopa Unv gaBaola NuLeHLEe U ako ce npepaga AucTpubyupa nog UCTom
N cnvyHom nuueHuoMm. OBa nuueHUa He [o3BoSbaBa KomepuujanHy ynoTpeby gena u
npepaga.

5. AytopctBO — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte YMHOXaBake, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa nnu ynotpebe gena y cBom geny, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauvH oapefeH oa cTpaHe ayTopa wunu paBaoua nuvueHue. OBa
nuueHua 4o3BoSbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - OEnUTM MoZ MCTMM ycrioBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTpubyuunjy u
jaBHO caonwTaBawe fena, v npepage, ako ce HaBege UMe ayTopa Ha HauuH oppeheH of
CTpaHe ayTopa Wnu gaBaoua fULUEHUEe W ako ce npepaga AucTpubyupa nog WUCTOM WUnu
cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHua fo3BorbaBa komepuwujanHy ynoTtpeby aena v npepaja.
CnuyHa je cochTBEPCKMM NMLEHLLAMA, OOHOCHO N LEHLLaMa OTBOPEHOr koaa.
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