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Regeneracija biljaka in vitro i geneticka transformacija
Viola cornuta (Violaceae) genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu

SAZETAK

Razvijen je protokol za regeneraciju biljaka Viola cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’, sitnocvetne
ljubicice sa cvetovima zute boje, i geneticku transformaciju genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu
u cilju promene boje cveta metabolickom modifikacijom biosinteze karotenoida. Najuspes$nija
indukcija adventivnih izdanaka dobijena je od eksplantata hipokotila gajenih na “2MS hranljivoj
podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2 mg/l BAP u uslovima dugog dana. Indukcija adventivnih izdanaka
odvijala se procesom indirektne i direktne organogeneze. Transformisani izdanci dobijeni su
genetickom transformacijom pomoc¢u “praznog” (Llccs-) i pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos
(35S-Llccs) vektora, dok je koris¢enjem pWBVecl0a/PchsA-Llccs::TNos (PchsA-Llccs) vektora
dobijen transformisani kalus. Prisustvo Llccs, hpt i uidA gena u genomu V. cornuta potvrdeno je
PCR analizom, dok je qPCR analiza pokazala neujednacen nivo ekspresije LIccs gena u kruni¢nim
listi¢ima cvetova i listovima 35S-Llccs transformisanih linija. Boja kruni¢nih listica cvetova i ziga
tucka promenjena je iz zute, odnosno zelene u nijanse narandzaste boje, usled akumulacije
kapsantina, novosintetisanog crvenog pigmenta u hromoplastima 35S-Llccs transformisanih biljaka.
Fenotip transformisanih biljaka se znacajno razlikovao od fenotipa netransformisanih biljaka.
Razvijen je protokol za dugotrajno ¢uvanje (krioprezervaciju) netransformisanih i transformisanih
linija koris¢enjem metode vitrifikacije sa PVS3 rastvorom. Oporavak vrhova izdanaka i
regeneracija biljaka transformisanih linija (Llccs- i 35S-Llccs) posle krioprezervacije bili su
znacajno manji u odnosu na oporavak vrhova netransformisanih izdanaka. Nivo ploidnosti biljaka
V. cornuta regenerisanih u kulturi in vitro, transformisanih linija kao i biljaka regenerisanih posle
krioprezervacije bio je identican.

Kljuéne reci: ljubicica, hipokotil, de novo organogeneza, Agrobacterium tumefaciens, karotenoidi,
Llccs gen, kapsantin, promena boje cveta, krioprezervacija.

Nauéna oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Fiziologija i molekularna biologija biljaka
UDK broj:



Plant regeneration in vitro and genetic transformation of
Viola cornuta (Violaceae) using capsanthin-capsorubin-synthase gene

ABSTRACT

A protocol for the plant regeneration of Viola cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’, horned pansy with
yellow flowers and the genetic transformation with the capsanthin-capsorubin-synthase gene in
order to change flower color by metabolic modification of carotenoid biosynthesis were developed.
The most efficient induction of adventitious shoots was obtained from hypocotyl explants grown on
MS medium with 0,1 mg/l 2,4-D and 2 mg/l BAP under 16h light/8h dark conditions. The
induction of adventitious shoots was achieved through a process of indirect and direct
organogenesis. Transformed shoots were obtained by genetic transformation using “empty” (Llccs-)
and pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos (35S-Llccs) vectors, while using pWBVecl0a/PchsA-
Llccs::TNos (PchsA-Llccs) vectors transformed calli were obtained. The presence of the Llccs, hpt
and uidA genes in the V. cornuta transformed plants were confirmed by PCR analysis, while gPCR
analysis showed an unequal level of Llccs gene expression in the petals and leaves of 35S-Llccs
transformed lines. The color of the flower petals and the stigma changed from yellow or green to
shades of orange, due to the accumulation of capsanthin, a newly synthesized red pigment in the
chromoplasts of 35S-Llccs transformed plants. The phenotype of transformed plants differed
significantly from the phenotype of untransformed plants. A protocol for the long-term storage
(cryopreservation) of untransformed and transformed lines using the vitrification method with
PVS3 solution has been developed. The recovery of shoot tips and regeneration of transformed lines
(Llccs- and 35S-Llccs) after cryopreservation was significantly lower compared to the recovery of
the shoot tips of the untransformed shoots. The ploidy levels of V. cornuta plants regenerated in
culture in vitro, transformed lines and plants recovered after cryopreservation were similar.

Key words: horned pansy, hypocotyl, de novo organogenesis, Agrobacterium tumefaciens,
carotenoids, Llccs gene, capsanthin, flower colour change, cryopreservation.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Plant physiology and molecular biology
UDC number:
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Uvod

1. UuvOD

1.1. Viola cornuta

Viola cornuta pripada familiji ljubicica (Violaceae) koja obuhvata oko 1100 biljnih vrsta
rasporedenih u do sada opisana 22 roda (Ballard i sar., 2014), rasprostranjena Sirom sveta izuzev
Arkticke oblasti. Najbrojniji rod ove familije je upravo Viola, a za njim slede rodovi Rinorea i
Hybanthus. Rod Viola (ljubi¢ice) obuhvata oko 600 biljnih vrsta rasprostranjenih u podrué¢jima sa
umerenom klimom severne i juzne hemisfere, uglavnom u planinskim regionima (Marcussen i sar.,
2015). Centri diverziteta su u Juznoj Americi, Jugoisto¢noj Evropi i Isto¢noj Aziji, a pojedine
endemicne vrste mogu se pronaci u Africi, Istocnoj Australiji, na Tasmaniji, Novom Zelandu i
Havajima (Marcussen i Karlsson, 2010). Pripadnici ovog roda mogu biti jednogodisnje,
dvogodisnje ili viSegodis$nje zeljaste, zbunaste i rede drvenaste biljne vrste. Cvetovi mogu biti bele,
zute, plave 1 ljubiCaste boje, sa Sarama ili bez njih.

Ljubicice su poznate od davnina, prema nekim podacima ¢ak iz perioda pre nove ere kada su
ith uzgajali antic¢ki Grei 1 Rimljani. Koristili su ih u ishrani 1 pravili od njih biljne preparate i vina, a
smatrali su ih i simbolom ljubavi i plodnosti. Stari Rimljani su pravili venac od ljubicica kako bi se
ublazile glavobolje i vrtoglavice (https://www.theflowerexpert.com). Sa pocetka XIX veka ljubicice
su gajene u vrtovima kao ukrasne biljke, a procesom ukrasStanja dobijen je veliki broj raznovrsnih
hibrida. Ljubi¢ice sa zutim cvetovima, V. lutea i V. altaica bile su osnov za stvaranje hibrida
poznatih kao V. x wittrockiana. Danas postoji veliki broj Viola sa cvetovima razlicitih boja, od Zute,
preko crvene i ljubicaste, do onih sa raznovrsnim $arama (http://americanvioletsociety.org/).

Zbog svog mirisa, cvetovi i listovi V. odorata se koriste u industriji parfema (Karioti i sar.,
2011; Saint-Lary i sar., 2014). Ljubicice su pre svega ukrasne biljke, ali su medu njima i vrste koje
su retke, ugrozene (V. stagnina) ili su bogate sekundarnim metabolitima pa se koriste u terapeutske
svrhe (V. patrinii, V. pilosa, V. odorata) (Chalageri i Babu, 2012; Soni i Kaur, 2014; Zabicki i sar.,
2019). Pojedine vrste Viola su bogate antocijaninima koji imaju antioksidativna svojstva (Zhang i
sar., 2011), a znacajan broj vrsta ne samo iz roda Viola ve¢ i iz drugih rodova familije Violaceae
bogat je ciklotidima, ciklicnim ribozomalnim proteinima koji imaju brojne bioloSke aktivnosti,
ukljucujuéi insekticidalnu, antiviralnu, antimikrobnu, antitumorsku, hemoliti¢ku i citotoksi¢nu
aktivnost (Trabi i sar., 2009; Tang i sar., 2010; Slazak i sar., 2015; Narayani i sar., 2017).
Pretpostavlja se da su ciklotidi prisutni kod skoro svih vrsta roda Viola. Kao narodni lek koristio se
¢aj od cvetova ljubicica a njegova lekovita svojstva dokazana su klinickim studijama. Tako sirup V.
odorata moze pomo¢i u suzbijanju kaslja kod dece koja boluju od astme (Qasemzadeh i sar., 2015),
a uljani ekstrakt cvetova iste vrste pomaze kod problema sa nesanicom (Feyzabadi i sar., 2014).

Becker (1925) je rod Viola podelio u 14 sekcija, 28 podsekcija i 7 serija na oshovu
ultrastrukture tucka. Od tada, mnogi istrazivaci su radili reviziju Becker-ove klasifikacije, medutim,
podela unutar roda je ostala nedovoljno objasnjena. Na osnovu rasprostranjenosti vrsta, kariotipa i
filogenetskih dokaza pretpostavljeno je da vrste ovog roda vode poreklo sa juzne hemisfere odakle
su se postepeno Sirile ka severnoj hemisferi (Clausen, 1929; Ballard i sar., 1999; Marcussen i sar.,
2012). Neke od predlozenih ideja su se bazirale na razlici u morfoloskim karakteristikama, ali 1
ukrSanju izmedu vrsta. Nedavno su Marcussen i saradnici (2015) izvrs$ili podelu unutar roda Viola
na osnovu rasprostranjenosti, broja hromozoma i nivoa ploidije, rasporedivsi ih u 16 sekcija. Smatra
se da su Viola sp. tokom evolucije bile zahvacene alopoliploidijom koja je bila u visokom procentu
zastupljena prilikom njihovog nastanka.

Vrstu Viola cornuta, sitnocvetnu ljubicicu, prvi je opisao Karl Line (1763). Ona potice sa
Pirineja u Francuskoj i Spaniji, a vremenom je introdukovana u Veliku Britaniju, Austriju,
Svajcarsku, Cesku, Slovacku, Italiju, prostore bivie Jugoslavije i Rumuniju (Royal Botanic
Gardens, 2017). V. cornuta pripada sekciji Melanium. U narodu je poznata i kao ,,Dan i no¢’’ (eng.
horned pansy, horned violet), zbog toga §to donji kruniéni listi¢ ima razvijenu ostrugu u kojoj se
skladisti nektar (Slika 1a). V. cornuta je tokom vremena ukrStana sa vrstama iz istog roda pri ¢emu
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su nastajali hibridi ¢iji su cvetovi bili jednobojni, jakog i slatkog mirisa. Smatralo se da su prave
sitnocvetne ljubi¢ice samo one €iji su cvetovi Cistih boja.

Klasifikacija:
Carstvo Plantae
Razdeo Magnoliophyta
Klasa Magnoliopsida
Podklasa Dilleniidae
Red Violales
Familija Violaceae
Rod Viola L.
Sekcija Melanium
Vrsta Viola cornuta L. (eng. horned pansy)

V. cornuta L. kultivar ’Lutea Splendens’ je sitnocvetna ljubicica sa cvetovima jasno Zute
boje (Slika 1b). Biljke dostizu visinu do 30 c¢cm, listovi su prosti, naizmeni¢ni, jajastog do ovalnog
oblika i nejednako nazubljeni. U pazuhu listova formiraju se cvetni pupoljci koji se razvijaju na
dugackim stabljikama u ¢ijim se osnovama nalazi par brakteola. Cvetovi su pojedinacni i
zigomorfni. Sastoje se od pet kruni¢nih listi¢a koji su slobodni 1 pet ¢aSi¢nih listia lancetastog
oblika koji ne opadaju nakon cvetanja. Cetiri kruni¢na listi¢a su upravljena na gore, a jedan na dole.
Cvetovi imaju pet praSnika, a tuCak je sinkarpan i sastoji se od tri oplodna listi¢a. Plod je Caura i
pripada grupi prostih, pucajuc¢ih plodova. Prilikom suSenja kapsule dolazi do pucanja Caure pri
¢emu se oslobadaju semena koja mogu da se raseju u daljinu do nekoliko metara. V. cornuta cveta
od ranog prole¢a pa sve do kasnog leta. Oprasuje se insektima, naj¢eSée mravima i pcelama.
Generativno se razmnozava semenom, a vegetativno reznicama.

Slika 1. Viola cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’. a - cvetovi sitnocvetne ljubi¢ice, b - sitnocvetna
ljubicica u fazi cvetanja. Bar = 15 mm.



Uvod

Danas se komercijalno gaji viSe od 25 kultivara V. cornuta, od kojih je vecina nastala
ukrStanjem sa V. X wittrockiana. Nastali kultivari imaju Sirok spektar boja cvetova od bele, Zute pa
sve do ljubicaste boje (Royal Botanic Gardens, 2017).

1.2. Klasi¢ne metode oplemenjivanja ukrasnih biljaka

Ukrasne biljne vrste od davnina privla¢e paZznju svojim mirisom, cvetovima raznih boja,
veli¢ina i struktura, kao i ukrasnim listovima. One se koriste za ukraSavanje javnih povrSina i
zivotnog prostora, a mogu se koristiti kao saksijske ili rezane biljke. Osim svojih estetskih
karakteristika, ukrasne biljne vrste predstavljaju ekonomski vazan segment hortikulture i ve¢ dugi
niz godina se nalaze u komercijalnoj upotrebi. Glavni cilj istrazivaca je razvoj sorti i hibrida sa
novim karakteristikama kao Sto su drugacija boja i arhitektura cveta. Proteklih decenija nove
osobine su dobijene pomocu klasi¢nih metoda kao $to su selekcija iz prirodnih populacija, metod
hibridizacije 1 metod odabiranja mutacije. Medutim, sve te metode su karakterisala i odredena
ograniCenja i nedostaci, kao $to su visok stepen heterozigotnosti, poliploidije i somaklonalna
variranja (Shibata, 2008), a za dobijanje sorti sa Zeljenom osobinom bilo je potrebno vise godina.
Biljke proizvedene ovim putem bile su skupe i samim tim dostupne samo malom broju
potencijalnih kupaca (Pierik, 1987).

Oplemenjivanje putem hibridizacije zapoceto je sredinom XIX veka (Horn, 1956).
Medusobnim ukrs$tanjem vrsta roda Viola dobijeno je na stotine kultivara sa krupnim cvetovima
razlicitih boja. Hibridi ljubi€ica koji su dobijeni na ovaj nacin bili su visi, 1 imali su vece cvetove 1
duze lisne drske u odnosu na biljke koje su odabrane za sam proces ukrstanja. Cvetovi hibrida su
bili jednobojni, dvobojni ili visebojni (Wittrock, 1895). U cilju dobijanja genotipova sa Zeljenim
osobinama, oplemenjivanje ljubifica bilo je postignuto ili autopoliploidijom koja je indukovana
mutagenezom ili alopoliploidijom koja je nastala kao posledica interspecijske hibridizacije (Schum,
2003). Razvoj biotehnologije omogucio je prevazilaZzenje nedostataka i ograni¢enja klasi¢nih
metoda oplemenjivanja biljaka primenom savremenih metoda.

1.3. Savremene metode oplemenjivanja i dugotrajnog ¢uvanja ukrasnih biljaka

Pretpostavka o sposobnosti izolovanih biljnih ¢elija da se dele i formiraju kompletnu biljku,
s pocetka XX veka, dovela je do razvoja metoda za gajenje biljaka u kulturi in vitro (Haberlandt,
1902). Od male koli¢ine pocetnog biljnog materijala mogao se dobiti veliki broj biljaka za relativno
kratko vreme, koji je garantovao zdrav i visokokvalitetni biljni materijal (Vasil, 2008). Sa razvojem
kulture in vitro, pocele su da se osnivaju kompanije koje se bave proizvodnjom cveca na ovaj naéin.
Najveci proizvodaci ukrasnih biljaka koji koriste metode razmnozavanja biljaka in vitro su
Holandija, Kolumbija, lzrael i Italija (Rout i sar., 2006). Prihod od proizvodnje ukrasnih biljaka
raste iz godine u godinu i meri se u desetinama biliona ameri¢kih dolara. Osim u komercijalne
svrhe, tehnike kulture in vitro se koriste za oCuvanje i zastitu genofonda ugrozenih i retkih vrsta,
uklanjanje virusa iz zarazenih biljaka, i propagaciju lekovitih vrsta u cilju proizvodnje sekundarnih
metabolita (Snyman i sar., 2011).

Metode krioprezervacije omogucéavaju cuvanje biljnog materijala na ultra niskoj temperaturi
(-196 °C) u te€nom azotu neograni¢eno dugo (Matsumoto, 2017). Krioprezervirani materijal se
cuva na malom prostoru i zaSti¢en je od kontaminacije (Dulloo i sar., 2009).

Razvoj nauke 1 usavrSavanje laboratorijskih tehnika tokom druge polovine XX veka
omogucili su manipulacije genetickim materijalom i razvoj genetickog inZenjerstva. Zahvaljujuci
otkri¢u sposobnosti bakterija iz roda Agrobacterium da unesu sopstveni geneti¢ki materijal u genom
biljne celije, tj. izvrSe njenu prirodnu transformaciju, dobijene su biljke sa poboljSanim veé
postoje¢im ili novim karakteristikama metodama genetickog inzenjeringa (Saeed i Shahzad, 2016).
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1.3.1. Regeneracija ukrasnih biljaka u kulturi in vitro

Regeneracija biljaka u kulturi in vitro odvija se zahvaljujuéi totipotentnosti biljnih ¢elija,
odnosno njihovoj sposobnosti da se dediferenciraju, dele i regenerisu pojedine organe, embrione ili
celu biljku (Fehér, 2019). U zavisnosti od tipa eksplantata 1 na¢ina na koji se regeneranti formiraju,
vegetativno razmnozavanje biljaka u kulturi in vitro moze se odvijati putem mikropropagacije,
organogeneze i somatske embriogeneze (Rout i sar., 2006).

Mikropropagacija u $irem smislu podrazumeva svaki nac¢in razmnozavanja in vitro. U uzem
smislu, mikropropagacija se odnosi na vegetativno razmnozavanje izolovanih apikalnih i aksilarnih
pupoljaka. Kao pocetni eksplantati koriste se vrhovi izdanaka koji imaju razvijene bar dve lisne
primordije. Somaklonalna variranja su u tom slucaju svedena na minimum jer se takvim nacinom
propagacije podstiCe razvi¢e prethodno formiranih primordija pupoljaka. Mikropropagacija
obuhvata uspostavljanje asepti¢ne kulture, indukciju izdanaka, njihovo izduzivanje i umnoZzavanje,
oziljavanje geneticki identi¢nih izdanaka i njihovu aklimatizaciju (Singh, 2015). Najznacajnije vrste
ukrasnih biljaka koje su umnozene metodom mikropropagacije su Gerbera (Murashige i sar., 1974),
Anthurium (Kunisaki, 1980), Pelargonium (Cassells i Minas, 1983), Passiflora spp. (Ozarowski i
Thiem, 2013), Eustoma (Kaviani i sar., 2014), Rosa (Aryan i Poonam, 2016), Ajuga (Park i sar.,
2017). Organogeneza podrazumeva formiranje biljnih organa de novo, izdanaka i korenova, iz
nemeristemskih tkiva. Organogeneza po nainu postanka mozZe biti direktna ili indirektna. U
procesu direktne organogeneze, ¢elije trajnih tkiva se dediferenciraju i organizuju u meristemske
centre koji ¢e dati zaCetke novih organa. Kod indirektne organogeneze dediferencirane celije se
prvo dele i formiraju kalusno tkivo, a potom lokalizovani meristemski centri stiu strukturu
apikalnog meristema odredenog organa. Organogeneza se sastoji iz tri faze. U prvoj fazi ¢elije sti¢u
kompetenciju za regeneraciju, u drugoj fazi dolazi do indukcije odnosno determinacije ¢elija za
formiranje meristema i na kraju dolazi do formiranja organa, izdanaka ili korenova, na podlozi bez
ili sa regulatorima rastenja (Duclercq i sar., 2011). Za formiranje biljnih organa uglavnom su
neophodni regulatori rastenja ¢iji odnos odreduje koji ¢e organ biti formiran. NajceSce se koriste
hranljive podloge sa auksinima 1 citokininima. Ukoliko je veca koncentracija citokinina u hranljivoj
podlozi formira¢e se izdanci, a ako je veca koncentracija auksina u odnosu na citokinine u
hranljivoj podlozi onda ¢e se formirati korenovi. Prva ukrasna biljka koja je regenerisana u kulturi
in vitro bila je ciklama, ¢iji su segmenti krtola gajeni na hranljivoj podlozi sa a-naftalen-sir¢etnom
kiselinom (NAA) (Mayer, 1956). Morel (1964) je opisao propagaciju orhideja in vitro i procenio da
se od samo jednog eksplantata Cymbidium godi$nje moze dobiti ¢ak Cetiri miliona biljaka. Nakon
toga je propagacija u kulturi in vitro postala metod za proizvodnju orhideja ¢ije je razmnoZavanje
klasicnim metodama predstavljalo mukotrpan posao. Brojne ukrasne biljke su regenerisane iz
razli¢itih eksplantata procesom organogeneze, kao Sto su Rosa (Elliott, 1970), Petunia (Sharma i
Mitra, 1976), Pelargonium (Cassells i Minas, 1983), Chrysanthemum (Nalini, 2012), Gerbera
(Cardoso i Teixeira da Silva, 2013), Anthurium (Teixeira da Silva i sar., 2015).

Somatska embriogeneza je takode pokazala veliki potencijal za klonalnu propagaciju biljaka
in vitro. Somatski embrioni su bipolarne strukture koje se mogu razviti iz somatskih Celija
eksplantata (direktna embriogeneza) ili iz prethodno formiranog embriogenog kalusa (indiretkna
embriogeneza), i potom formirati celu biljku. Regeneracija biljaka procesom somatske
embriogeneze je postignuta kod vrsta iz rodova Begonia (Castillo i Smith, 1997), Cyclamen
(Pueschel i sar., 2003), Rosa (Kim i sar., 2003) i Saintpaulia (Murch i sar., 2003). lako se somatska
embriogeneza pokazala kao dobar metod za mikropropagaciju ukrasnih biljaka, razvoj somatskih
embriona zavisi od genotipa ispitivane biljne vrste 1 esto se odlikuje niskom stopom klijanja (Rout
i sar., 2006).

1.3.1.1. Regeneracija biljaka roda Viola in vitro

U kulturu in vitro Viola sp. je uvedena devedestih godina XX veka (Tabela 1). Jedan od
razloga je to Sto se neke vrste Viola sp. koriste u estetske svrhe (Babber i Sharma, 1991; Wang i
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Bao, 2007; Chalageri i Babu, 2012; Narayani i sar., 2017). lako postoje vrste sa cvetovima razlicitih
boja 1 Sara, na trziStu 1 dalje raste potraznja za novim kultivarima koji ¢e i tokom zimskih meseci
ukrasavati zardinjere, basSte i parkove, a koji se mogu obezbediti tehnikama in vitro kulture, pa
samim tim i njihova komercijalna produkcija. Pored estetskih karakteristika, veliki broj vrsta je
lekovito i poseduje razli¢ita bioloska svojstva kao S$to su antiinflamatorna, antimalarijska,
antioksidativna i brojna druga svojstva (Kaloo i sar., 2013; Soni i Kaur, 2014; Khajuria i sar., 2017,
Zabicki i sar., 2019). One su bogate jedinjenjima kao §to su alkaloidi, flavonoidi, triterpeni,
glikozidi, zbog ¢ega se koriste u terapeutske svrhe (Zhu i sar., 2015). V. odorata (Narayani i sar.,
2018) i V. uliginosa (Slazak i sar., 2015) su bogate ciklopeptidima koji takode imaju brojna
bioloSka svojstva. Poslednjih godina se sve viSe radi na identifikaciji ciklotida kod Viola sp.. Na
osnovu nedavnih istrazivanja ustanovljeno je da njihov sadrzaj u biljci zavisi od razvojnog
stadijuma biljke, sastava zemljiSta na kojoj biljke rastu, vremenskih uslova i uticaja sredinskih
faktora (Verma i Shukla, 2015). U kulturi in vitro uspesno su uspostavljene kulture kalusa, ¢elijske
suspenzije i somatskih embriona V. odorata. Na osnovu poredenja koli¢ine ciklotida kod biljaka
razli¢itog porekla, doslo se do otki¢a da je njihov sadrzaj veci u biljkama poreklom iz kulture in
Vitro nego u biljkama iz prirode. U pojedinim linijama kalusa su ¢ak identifikovani ciklotidi kojih
nema u drugim delovima regenerisanih biljaka (Narayani i sar., 2017). U ovim istrazivanjima je
potvrdeno da somatski embrioni mogu potencijalno biti glavni izvor ciklotida, a kultura in vitro
metod koji bi obezbedio proizvodnju biomase kao i o¢uvanje genskog fonda V. odorata. Medu
vrstama roda Viola sp. postoje i vrste koje imaju sposobnost akumulacije teskih metala, a narocito
kadmijuma (Li i sar., 2010). Zbog prekomerne eksploatacije veéina ovih vrsta je postala ugrozena
na svojim stanistima. Uvodenjem u kulturu in vitro omoguéeno je njihovo razmnozavanje, primena
u farmaceutskoj industriji kao i reintrodukcija na prirodna stanista.

Do sada su razvijeni protokoli za regeneraciju jedanaest vrsta roda Viola u kulturi in vitro
(Tabela 1). Polovina istrazivanja uradena je u proteklih pet godina. Za uspostavljanje kulture kalusa
1 kulture izdanaka koriS¢eni su razli¢iti pocetni eksplantati, uklju¢ujuéi neoplodene jajne celije
(Wijowska i sar., 1999), delove klijanaca (Babber i Sharma, 1991; Wang i Bao, 2007; Li i sar.,
2010) i delove in vitro ili ex vitro gajenih biljaka (Naecem i sar., 2013; Antoni¢ i sar., 2017).
Najcesce koriS¢eni pocetni eksplantati bili su listovi 1 lisne drSke (Sato 1 sar., 1995; Wang 1 Bao,
2007; Shabena i sar., 2010; Li i sar., 2010; Vishwakarma i sar., 2013; Naeem i sar., 2013; Slazak i
sar., 2015; Mokhtari i sar., 2016; Haralkar i Biradar, 2016; Khajuria i sar., 2017; Narayani i sar.,
2018; Zabicki 1 sar., 2019). Pored toga, kao pocetni eksplantati koriS¢eni su i1 korenovi klijanaca
(Babber i Sharma, 1991; Li i sar., 2010). Kod nekih vrsta mikropropagacija Viola sp. dobijena je
koriS¢enjem apikalnih i aksilarnih pupoljaka (Kaloo i sar., 2013; Soni i Kaur, 2014). Odsecci
hipokotila kori§¢eni su samo za uspostavljanje kultura V. tricolor (Babber i Sharma, 1991).

Formiranje kalusa i izdanaka kod Viola sp. je indukovano na hranljivoj podlozi po
Murashige 1 Skoog (1962). Koris¢ene su podloge sa punim koncentracijama mineralnih soli (MS),
kao 1 podloge sa upola razblazenim rastvorom mineralnih soli (}2MS). Pored MS mineralnih
rastvora koris¢eni su WPM (eng. Woody Plant Medium, Lloyd i McCown, 1980) i B5 (Gamborg i
sar., 1968) mineralni rastvori, za uspostavljanje kulture kalusa i éelijske suspenzije (Narayani i sar.,
2017). Od biljnih regulatora rastenja za formiranje kalusa koriS¢eni su samo auksini ili auksini u
kombinaciji sa citokininima. Kultura kalusa je kod nekoliko vrsta Viola sp. uspostavljena na podlozi
sa 2,4-dihlorofenoksisir¢etnom kiselinom (2,4-D) (Shabeena i sar., 2010; Vishwakarma i sar., 2013;
Khajuria 1 sar., 2017; Narayani i sar., 2017), dok su Mokhtari i saradnici (2015) za formiranje
kalusa pored 2,4-D koristili jo§ jedan auksin, NAA. Za indukciju kalusa naj¢esc¢e koris¢ena podloga
sa auksinima i citokininima bila je podloga sa 2,4-D i 6-benzilaminopurinom (BAP) (Wijowska i
sar., 1999; Wang i Bao, 2007; Naeem i sar., 2013; Haralkar i Biradar, 2016). Medutim, uspesno su
se pokazale i druge kombinacije regulatora rastenja, kao Sto su BAP u kombinaciji sa NAA (Li i
sar., 2010; Chalageri i Babu, 2012) i kinetin (KIN) u kombinaciji sa indol-3-buternom kiselinom
(IBA) (Khajuria i Bisht, 2018). Za indukciju izdanaka kori$¢eni su razli€iti regulatori rastenja koji
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Tabela 1. Morfogenetski odgovor razlicitih vrsta roda Viola u kulturi in vitro.

Biljna vrsta

Pocetni eksplantat

Hranljiva podloga (mg/l)

Morfogenetski odgovor

Referenca

V. baoshanensis

Delovi lista, lisne drske,
korena

%MS + 0,93 NAA + 1,12 BAP
.MS + 0,5 IBA + 0,56 BAP

Kalusogeneza
Indirektna organogeneza

Li i sar., 2010

V. canescens

Delovi lista, lisne dr§ke  MS + 1-2 2,4-D Kalusogeneza Khajuria i sar., 2017
Delovi lista MS +15IBA +1,5KIN Kalusogeneza Khajuria i Bisht, 2018
MS + 2 Zeatin Indirektna organogeneza
MS + 1 IBA Rizogeneza

V. cornuta Delovi lista, lisne drske ~ %2MS + razli¢ite kombinacije BAP, Direktna/indirektna organogeneza  Antonic i sar., 2017
KIN, TDZ ili CPPU + IAA/NAA Rizogeneza
2MS
Delovi hipokotila %BMS +0,12,4-D + 2 BAP Kalusogeneza Trajkovi¢ i sar., 2019
MS + 0,5 NAA + 1 BAP Indiretkna organogeneza
LMS + 0,1 NAA Rizogeneza
V. odorata Neoplodena jajna ¢elija  MS + 2,4-D + BAP Kalusogeneza Wijowska i sar., 1999

Rizogeneza

Delovi lista, lisne drske

MS +2,4-D

Kalusogeneza

Shabeena i sar., 2010

Apikalni/aksilarni
pupoljci

MS + 2 NAA + 3,37 BAP

Mikropropagacija

Kaloo i sar., 2013

Delovi lista, lisne drske,
stabla

¥.MS + 0,15 2,4-D + 2,5 BAP

¥%MS + 0,5 NAA + 1,05 GA; + 0,42

AgNO; + 2,5 TDZ

Kalusogeneza
Indirektna organogeneza

Naeem i sar., 2013

Delovi lista, lisne drske

MS +2,52,4-D + 2 NAA
MS +0,5/1 GA; + 2 TDZ

Kalusogeneza
Indirektna organogeneza

Mokhtari i sar., 2015

Delovi lista, lisne drske

MS + 0,5 IBA + 4 BAP
MS + 1,5 IBA

Direktna organogeneza
Rizogeneza

Mokhtari i sar., 2016

Delovi lista, lisne drske

MS +1,52,4-D + 3,5 BAP

Kalusogeneza

Haralkar i Biradar, 2016
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Tabela 1. nastavak

V. odorata Delovi lista, lisne drske  WPM + 4,5 2,4-D Kalusogeneza Narayani i sar., 2017
WPM + 3 2,4-D
Delovi lista, lisne drske  MS +1 TDZ Indirektna somatska Narayani i sar., 2018
embriogeneza
V. patrinii Delovi lisne drske MS + razli€iti regulatori rastenja Kalusogeneza Han i sar.,1990
Delovi lisne drske LMS + 0,93 NAA + 0,21 KIN Indirektna organogeneza Sato i sar., 1995
Delovi lisne drske MS + 3 NAA + 3 BAP Kalusogeneza Chalageri i Babu, 2012
MS + 0,5 NAA + 5 KIN Indirektna organogeneza
LMS + 2 IBA Rizogeneza
V. pilosa Aksilarni pupoljak MS +0,5BAP +0,5GA3+05TDZ  Mikropropagacija Soni i Kaur, 2014
%BMS + 1 IBA
V. serpens Delovi lisne drske MS +1,52,4-D Kalusogeneza Vishwakarma i sar., 2013
MS + 2,5 BAP Indirektna organogeneza
MS + 4 IBA Rizogeneza
V. stagnina Delovi lista, lisne drske  MS + 0,5/1 TDZ Direktna/indirektna organogeneza  Zabicki i sar., 2019
LMS + 0,5 IAA Rizogeneza
V. tricolor Delovi hipokaotila, MS + razliciti regulatori rastenja Kalusogeneza Babber i Sharma, 1991
kotiledona, korena
V. uliginosa  Delovi lista, lisne drske  MS + 2 2,4-D + 2 KIN Kalusogeneza Slazak i sar., 2015

MS +0,5/1 TDZ
¥.MS + 0,5 IBA

Direktna/indirektna organogeneza
Rizogeneza

V. wittrockiana

Delovi lisne drske

¥MS +0,12,4-D + 2 BAP
.MS + 0,2 NAA +3 GA3; +2TDZ
MS + 0,2 NAA + 0,25 BAP

Kalusogeneza
Indirektna organogeneza
Rizogeneza

Wang i Bao, 2007

MS, 12MS, WPM, B5 - mineralni rastvori; 2,4-D, IAA, IBA, NAA, BAP, KIN, TDZ, CPPU, zeatin, GAs - regulatori rastenja.
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su predstavljali kombinaciju auksina (NAA ili IBA) i citokinina (BAP ili KIN) (Wijowska i sar.,
1999; Wang i Bao, 2007; Haralkar i Biradar, 2016; Trajkovi¢ i sar., 2019).

Kod nekih vrsta Viola sp. je pored ovih regulatora rastenja dodavan i tidiazuron (TDZ) koji
se pokazao izuzetno efikasnim pri regeneraciji izdanaka (Wang i Bao, 2007; Soni i Kaur, 2014,
Mokhtari i sar., 2015). TDZ kao jedini regulator rastenja u hranljivoj podlozi indukovao je izdanke
(Slazak i sar., 2015; Zabicki i sar., 2019) ili somatske embrione (Narayani i sar., 2018). Indukcija
izadanaka uspesno je dobijena na podlozi koja je pored auksina i citokinina sadrzala srebro nitrat
(AgNOy) i giberelnu Kkiselinu (GA3) (Naeem i sar., 2013). Hranljiva podloga sa zeatinom se takode
pokazala efikasnom za indukciju izdanaka u kulturi Viola sp. (Khajuria i Bisht, 2018).

Organogeneza kod Viola sp. indukovana je uglavnom indirektnim putem, na hranljivim
podlogama sa razli¢itim koncentracijama auksina i citokinina (Chalageri i Babu, 2012; Naeem i
sar., 2013; Khajuria i Bisht, 2018). Na hranljivim podlogama sa TDZ u opsegu koncentracija od
0,5-1,0 mg/l izdanci su indukovani i indirektnim i direktnim putem (Slazak i sar., 2015; Zabicki i
sar.,, 2019). Direktnom organogenezom regenerisani su izdanci na podlozi sa razli¢itim
koncentracijama IBA i BAP (Mokhtari i sar., 2016). Oziljavanje regenerisanih izdanaka Viola sp.
na hranljivoj podlozi sa IBA pokazalo se vrlo uspesnim. Zabicki 1 saradnici (2019) su za oziljavanje
izdanaka koristili podlogu sa indol-3-sir¢etnom kiselinom (IAA), dok su Wang i Bao (2007) na
podlozi sa NAA i BAP postigli formiranje korenovog sisitema.

1.3.2. Krioprezervacija ukrasnih biljaka

Tehnike in vitro kulture su znacajne sa aspekta ouvanja biodiverziteta biljaka, posebno
genetickih resursa rekalcitrantnih semena i biljaka koje se vegetativno razmnoZavaju, retkih i
ugrozenih biljnih vrsta, kao i elitnih genotipova i geneticki modifikovanog biljnog materijala
(Engelmann, 2011). Medutim, pre vise od pola veka razvijena je metoda krioprezervacije koja
omogucava dugotrajno Cuvanje biljnog materijala, u te¢cnom azotu na -196 °C. Na toj temperaturi
¢elijske deobe 1 metabolicki procesi bivaju zaustavljeni pa se biljni materijal moze Cuvati teoretski
neograni¢eno dugo bez ikakvih promena. Prednosti ove metode naspram in vitro kulture su, $to ona
ne zahteva velike troskove za odrZavanje kultura u laboratorijskim uslovima, potrebno je malo
prostora, rizik od kontaminacija 1 somaklonalnih variranja je smanjen, a troSkovi 1 ulaganja u
biljni materijal: semena, embrioni, vrhovi izdanaka, kalusi, celijske suspenzije 1 polen. Za
krioprezervaciju ukrasnih biljaka obi¢no se koriste vrhovi apikalnih ili aksilarnih izdanaka, jer se
njithovom upotrebom obezbeduje visok stepen geneticke stabilnosti regenerisanih biljaka (Reed,
2001). Vazno je da vrh izdanka bude u odgovarajuéem fizioloskom stanju koje bi nakon
krioprezervacije obezbedilo §to bolje preZivljavanje. Thinh (1997) je sugerisao da je najbolje da
sam vrh bude prekriven sa jednom do dve lisne primordije, kako bi se postigao §to bolji oporavak
nakon otapanja iz teCnog azota. Takode, starost pupoljaka moze znacajno uticati na uspeSnost
krioprezervacije. Smatra se da je optimalna starost izmedu 2 nedelje (za vrhove apikalnih izdanaka)
i 7 nedelja (za vrhove aksilarnih izdanaka) (Popova i sar., 2010).

Krioprezervacija se bazira na uklanjanju vode iz biljnog tkiva fizickom ili hemijskom
dehidratacijom, koja je prac¢ena brzim zamrzavanjem biljnog materijala u te¢nom azotu (Kaviani,
2011). Podrazumeva upotrebu hemijskih supstanci — krioprotektanata, koji se koriste u cilju zastite
biljnih ¢elija od povreda do kojih moZe do¢i prilikom zamrzavanja. Krioprotektanti deluju tako Sto
povecavaju stabilnost ¢elijske membrane i viskozitet citoplazme biljne ¢elije (Tanaka i sar., 2018).

Pocetkom devedesetih godina XX veka razvijene su tehnike koje se baziraju na vitrifikaciji,
pri ¢emu je dodavanje koncentrovanih krioprotektivnih rastvora kojima se obezbeduje dehidratacija
¢elija kriti¢ni korak za postizanje prezivljavanja biljnog materijala (Volk 1 Walters, 2010). Danas je
vitrifikacija najkori$¢enija tehnika za krioprezervaciju razli¢itih biljnih delova. U meduvremenu su
razvijene i tehnike koje predstvaljaju varijacije vitrifikacije (Fabre i Dereuddre, 1990; Hirai i sar.,
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1998; Panis i sar., 2005; Yamamoto i sar., 2011; Niino i sar., 2013; Nadarjan i Pritchard, 2014).
Tehnike bazirane na vitrifikaciji sastoje se od nekoliko koraka koji ukljuCuju predtretman,
predkondicioniranje, predkulturu, osmoprotekciju, dehidrataciju, hladenje u te€nom azotu, otapanje,
uklanjanje krioprotektanata i oporavak biljnog tkiva (Sakai i sar., 2008).

Vitrifikacija predstavlja fizicki proces tokom koga se vrhovi izdanaka dehidratiSsu pomocu
rastvora za vitrifikaciju (eng. Plant Vitrification Solution — PVS). Uspesnost krioprezervacije zavisi
i od vrste, odnosno toga koliko je vrsta tolerantna na dehidrataciju. U cilju postizanja §to veceg
prezivljavanja nakon krioprezervacije potrebno je optimizovati korake koji se odvijaju pre samog
potapanja uzoraka u te¢ni azot, kao §to su predkondicioniranje i osmoprotekcija, ali i vremena koje
je potrebno da uzorci provedu u PVS (Sakai i Engelmann, 2007). Predkondicioniranje uzoraka
obuhvata tretman hladenja, koji je obi¢no karakteristian za vrste iz umerenih regiona, i tretman na
podlozi sa odredenom koncentracijom saharoze u trajanju od jednog do dva dana, u zavisnosti od
optimizacije protokola za datu vrstu. Pre nego Sto se uzorci potope u PVS, oni se tretiraju
rastvorima za krioprotekciju (eng. Loading Solution — LS) koji predstavljaju smese krioprotektanata
koji poveéavaju otpornost tkiva na koncentrovanije i toksi¢ne komponente PVS kao S$to je dimetil
sulfoksid (DMSO). Ti rastvori najée$¢e predstavljaju smesu 2 M glicerola i 0,4 M saharoze.
Dehidratacija biljnog materijala se postize inkubiranjem eksplantata u rastvoru za vitrifikaciju.
Najkorisc¢eniji rastvori su PVS2 (Sakai i sar., 1990) i PVS3 (Nishizawa i sar., 1993). Oni mogu biti
toksi¢ni zbog prisustva Visokih koncentracija krioprotektivnih supstanci u svom sastavu, pa je
neophodno optimizovati vreme izlaganja uzoraka ovim rastvorima kako bi se dobio $to bolji
oporavak biljnog materijala nakon krioprezervacije (lbrahim i Normah, 2013). Krioprezervacija
vrhova izdanaka tehinkom vitrifikacije uspesno je postignuta kod ukrasnih biljaka kao $to su Lilium
sp. (Bouman i sar., 2003), Chrysanthemum (Halmagyi i sar., 2004), Saintpaulia ionantha (Moges i
sar., 2004), Gentiana sp. (Mikuta i sar., 2005) i Iris pumila (Jevremovi¢ i sar., 2011).

Pre nepunih deset godina Yamamoto i saradnici (2011) razvili su tehniku V krio plocica. U
sustini se radi o vitrifikaciji na aluminijumskim plo¢icama, na kojima su napravljena udubljenja u
koja se stavljaju kapljice kalcijum-alginata kojima se dodaju vrhovi izdanaka koji ¢e biti
krioprezervirani. Zahvaljuju¢i brzom hladenju 1 kasnijem otapanju, koji S$tite Celije tkiva od
povreda, stope oporavka biljnog tkiva su mnogo viSe. V krio plocice su koriS¢ene za
krioprezervaciju Dianthus caryophyllus (Sekizawa i sar., 2011), Mentha spp. (Yamamoto i sar.,
2012) i Saccharum officinarum (Rafique i sar., 2015).

1.3.3. Geneticko inZenjerstvo ukrasnih biljaka

Geneticka transformacija biljaka predstavlja svaki proces unosa strane DNK u ¢eliju
domacina i njenu ugradnju u genom domacina, Sto za posledicu ima ekspresiju stranog genetickog
materijala (Christou, 2013; Saeed i Shahzad, 2016). Oplemenjivanje biljaka klasiénim metodama je
ograni¢eno na biljne vrste koje se razmnoZavaju polnim putem i koje su medusobno kompatibilne
(Ulukan, 2009). Nasuprot tome, primena metoda genetickog inzenjerstva omogucava prenos DNK
sekvenci 1 njihovo kombinovanje sa genima koji poti¢u iz taksonomski udaljenih biljnih vrsta, pa
¢ak 1 od organizama iz drugih carstava, kao §to su bakterije, gljive i zivotinje.

Do danas su razvijene brojne metode za geneticku transformaciju biljaka. Postoje metode
direktnog transfera DNK u c¢eliju domacina, medu kojima su najzastupljenije biolisticka metoda
(Marchant i sar., 1998a), mikroinjektiranje (Neuhaus i Spangenberg, 1990) i elektroporacija
(Shillito, 1999). Svaka od ovih metoda odlikuje se odredenim prednostima, ali 1 nedostacima. Tako,
na primer, biolistickom transformacijom dolazi do ugradnje velikog broja kopija transgena u genom
domacina pri ¢emu se naruSava integritet njegove DNK, Sto moze dovesti do epigenetskog
utiSavanja transgena u transformisanim biljkama (Ismagul i sar., 2018). Produkciju transgenih
biljaka metodama mikroinjektiranja i elektroporacije ne odlikuje visoka efikasnost, jer je
regeneracija biljaka iz protoplasta teska i zahteva puno vremena (van den Eede i sar., 2004; Banta i
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Montenegro, 2008). Transformacija biljaka posredstvom patogena, Agrobacterium tumefaciens i
Agrobacterium rhizogenes, predstavlja najkori$¢eniju metodu kojom se vrsi transformacija biljnog
materijala. Ova metoda je relativno jednostavna, jeftina i omogucuje integraciju malog broja kopija

transgena u genomu domacina, ¢ime se smanjuje verovatnoca utiSavanja transgena u transgenim
biljkama (Hiei i sar., 1997).

1.3.3.1. Transfer gena posredovan bakterijom Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je zemlji$na bakterija koja ima sposobnost unosenja sopstvenog
genetickog materijala u genom biljne Ccelije. Proucavanjem mehanizma ovog prirodnog
horizontalnog transfera gena, pronadeni su nacini za njegovu manipulaciju i unoSenje zeljenih gena
u biljnu ¢eliju (Lacroix i Citovsky, 2019). A. tumefaciens kod visih biljaka dovodi do pojave tumora
(eng. crown gall disease) kao posledica ugradnje i ekspresije T-DNK (eng. Transfer-DNA) sa Ti
(eng. Tumor-inducing) plazmida u genom biljaka. Na Ti plazmidu se nalaze Vir geni (eng.
virulence) koji kodiraju proteine koji omogucavaju prepoznavanje biljne ¢elije od strane bakterije,
zatim transfer T-DNK u biljnu ¢eliju, ulazak T-DNK u jedro i njegovu integraciju u biljni genom
(Subramoni 1 sar., 2014). Kada se radi o genetickim transformacijama koje za cilj imaju uvodenje
novih osobina kod odabrane biljne vrste, na Ti plazmidu se iseca T-DNK pomocu restrikcionih
enzima, ubacuje se Zeljena sekvenca gena i pomocu DNK ligaze se preseceni krajevi T-DNK
povezuju (Slika 2, korak 1). Ovako konstruisan rekombinantni Ti plazmid koristi se za
transformaciju biljne Celije (Slika 2, korak 2). Kokultivacijom biljnog tkiva sa agrobakterijom
dolazi do transformacije biljnih celija, odnosno ugradnje T-DNK u genom domacina.
Regeneracijom biljaka iz transformisanih ¢elija dobijaju se transgene biljke sa Zeljenim
karakteristikama (Slika 2, korak 3) (Gelvin, 2003).

Agrobacterium
tumefaciens

DNK koja ima .
% O insertovan gen Biljna celija
, _ od interesa - —

ok e 1 o

_— > — > ( —_—
Insercija gena Uvodenje I Regeneracija
u plazmid T-DNK u i transformisane
pomocu bilinu celiju 4 hilike
T-DNK restrikcionog Rekombinantni U kulturi [
enzima i Ti olazmid :
DNK ligaze D : l;?I_e:(genensana
=2 Ubacena T-DNK Ft 88 IO
R;s;r:t(cc)nono sa genom od interesa osobinom

u hromozom biljne celije

Slika 2. Sematski prikaz transfera gena prilikom geneti¢ke transformacije pomoéu A. tumefaciens
(slika je preuzeta sa sajta https://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Genetic_Engineering4D-
Transformation-Plant_Cells.htm i modifikovana).

U vektoru za transformaciju biljaka, na T-DNK se pored gena od interesa najéesce nalaze i
selektivni marker-geni, koji se koriste za razdvajanje celija transformisanih sa T-DNK iz bakterije
od netransformisanih. Kako se prilikom inokulacije biljnog materijala mali broj ¢elija transformise,
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selektivni marker-geni omogucavaju prezivljavanje i oporavak transformisanih celija. Za selekciju
transformisanog od netransformisanog biljnog tkiva uglavnom se Koriste geni koji obezbeduju
rezistenciju na antibiotike ili herbicide. Najcesce se koriste neomicin i higromicin-fosfotransferaze
(nptll odnosno hpt) i fosfinotricin-acetiltransferaza (ppt) (Anami i sar., 2013). Geneticka
transformacija se vizuelno moze pratiti tako Sto se u biljne ¢elije unose i reporterski geni. Ovi geni
kodiraju proteine koji se mogu direktno detektovati ili katalizuju specifi¢ne reakcije ¢iji je produkt
lako uocljiv. Kao reporterski geni najcesée se koriste geni za B-glukuronidazu (uidA, odnosno

GUS), luciferazu (LUC) 1 zeleno fluorescirajuci protein (GFP) (Santi i sar., 2003).

Da bi se obezbedila ekspresija gena od interesa koji se posredstvom A. tumefaciens uvodi u
biljni genom, potrebno je da gen bude pod kontrolom promotora. Prilikom konstrukcije vektora za
geneticku transformaciju geni se vezuju za razli¢ite promotore, a u najsiroj upotrebi je CaMV 35S
promotor (eng. Cauliflower Mosaic Virus) poreklom iz mozai¢nog virusa karfiola. CaMV 35S je
jak konstitutivni promotor koji daje visoku ekspresiju u gotovo svim tkivima. Koristi se kada nije
vazno da ekspresija bude prostorno ili vremenski ograni¢ena, ili kada je potrebno da produkt bude
eksprimiran u svim delovima biljke tokom celog razvi¢ca. CaMV 358 je efikasniji kod dikotila nego
kod monokotila (Somssich, 2019). Ovaj promotor ima dva domena - jedan domen predstavlja
minimalni 35S promotor koji je neophodan, ali ¢esto nedovoljan za efikasnu ekspresiju, dok je
drugi domen enhenser, odnosno pojaciva¢. Pored konstitutivnih promotora postoje i tkivno-
specifi¢ni promotori koji su aktivni u odredenim tkivima i organima kao $to su fotosinteticka tkiva,
korenovi ili plodovi, i inducibilni promotori koji se aktiviraju signalima iz spoljasnje sredine, kao
Sto su svetlost ili stres (Zheng i Baum, 2008).

1.3.3.2. Primena genetickog inZenjerstva u hortikulturi

Metodama genetickog inZenjerstva modifikuju se razli¢ite osobine kod ukrasnih biljaka, kao
Sto su boja cveta, modifikacija mirisa (Zvi i sar., 2012), zatim promena oblika nekog biljnog organa
(Brophy i sar., 2018) i zivotni vek (“vase life”) cvetova (Olsen i sar., 2015). U novije vreme,
istrazivanja su usmerena i1 na proizvodnju biljaka povecane otpornosti na razli¢ite vrste biotickog 1
abiotickog stresa (Gaur 1 sar., 2018).

Modifikacija mirisa cvetova

Miris poti¢e od isparljivih jedinjenja koja su po strukturi terpenoidi, fenilpropanoidi i
benzenoidi (Zvi 1 sar., 2008). Jedinjenja koja daju miris cvetovima i koja privlace oprasivace
sintetiSsu se de novo u epidermalnim c¢elijama kruni¢nih listica cvetova. Ekspresija gena koji
kodiraju proteine koji u€estvuju u biosintezi ovih jedinjenja regulisana je na transkripcionom nivou,
u zavisnosti od razvojnog stadijuma krunice (Tanaka i sar., 2005). Metodom genetickog
inZenjerstva biohemijski put sinteze isparljivih jedinjenja, ispitivan je bilo uvodenjem heterolognih
strukturnih ili regulatornih gena, bilo sniZzenjem ekspresije postojecih gena (Dudareva i Pichersky,
2008). Prvi strukturni gen, za linalol-sintazu (LIS) izolovan je iz Clarkia breweri (Dudareva i sar.,
1996). LIS katalizuje konverziju geranil-difosfata (GDP) u (3S)-linalol, monoterpenoidni alkohol
koji cvetovima biljaka daje jak i sladak miris. Povecana ekspresija LIS pod kontrolom CaMV 35S
kod Petunia hybrida dovela je do sinteze linalola, medutim, nije doslo do promene mirisa jer je
linalol bio metabolisan od strane endogene glikozil-transferaze u neisparljivi linalil-B-D-glikozid
(Licker i sar., 2001). Pod kontrolom istog promotora ekspresija LIS kod transgene Dianthus
caryophyllus dovela je do sinteze linalola u listovima i cvetovima. U ekstraktima kruni¢nih listica
transgenih cvetova karanfila detektovan je samo isparljivi trans-linalil oksid, $to ukazuje da bi se
linalol mogao skladistiti u oksidovanoj formi (Lavy i sar., 2002). Koli¢ina sintetisanog linalola pre
zavisi od koli¢ine dostupnog supstrata GDP nego od ekspresije LIS gena (Lucker i sar., 2001).
Enzimi koji u€estvuju u biosintezi isparljivih mirisnih jedinjenja Cesto koriste vise supstrata. Zbog
toga sinteza isparljivih jedinjenja u transgenim cvetovima zavisi od supstrata koji su dostupni u
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¢elijama u kojima se transgen eksprimira (Pichersky i sar., 2006). Identifikacija gena koji ucestvuju
u sintezi i regulaciji produkcije mirisa moze omoguciti promenu mirisa cvetova odredene vrste
biljaka (Chandler i Sanchez, 2012).

Modifikacija duZine trajanja cvetova

Kwvalitet ukrasnih biljaka obi¢no se procenjuje na osnovu trajnosti njihovih cvetova. Jedan
od faktora koji dovodi do starenja odnosno senescencije cvetova biljaka je etilen, gasoviti biljni
hormon koji ucestvuje u mnostvu vaznih procesa koji se odvijaju u samoj biljci, pocev od klijanja,
pa do senescencije (Netam, 2018). Etilen se sintetiSe u velikoj koli¢ini u kruni¢nim listi¢ima
cvetova nekoliko dana po njihovom otvaranju, a njegova povecana sinteza dovodi do uvijanja
kruni¢nih listi¢a Sto vodi ka venjenju i senescenciji cvetova.

U biosintezi etilena klju¢nu ulogu ima 1-aminociklopropan-1-karboksilna kiselina (ACC),
koja se sintetiSe posredstvom enzima ACC sintaze (ACS) i ACC oksidaze (ACO) (Kende, 1989).
Snizavanjem ekspresije gena koji kodira jedan od ova dva enzima moZe se posti¢i smanjena
proizvodnja etilena. Rezane biljke modifikovane na ovaj nacin odlikuju se odlozenim starenjem, ali
su i dalje osetljive na egzogeni etilen (Chandler, 2007). Povecana ekspresija mutantnog gena za
receptor etilena takode odlaze starenje i produzava svezinu biljaka a cvetovi postaju neosetljivi na
egzogeni etilen (Milbus i sar., 2009). Transformacija ACS i ACO genima u antisens ili sens
orijentaciji dobijena je kod nekoliko ukrasnih biljaka, uklju¢ujué¢i Begonia (Einset i Kopperud,
1995), Torenia (Aida i sar., 1998), D. caryophyllus (lwazaki i sar., 2004) i Petunia (Huang i sar.,
2007). Senescencija biljaka bila je odlozena kao rezultat smanjene sinteze etilena.

Modifikacija morfoloSkih karakteristika

Visina biljke, struktura ili arhitektura cvetova, kao 1 broj cvetnih drski su osobine koje se
kod ukrasnih biljaka naj¢eS¢e modifikuju metodama genetickog inZenjerstva. Uglavnom se
manipuliSe genima koji uc€estvuju u biosintezi biljnih regulatora rastenja ili transkripcionim
faktorima koji reguliSu razvice biljaka (Tanaka i sar., 2005). Ekspresija gena za izopentenil-
transferazu, koja ucestvuje u biosintezi citokinina, kod transgenih hrizantema dovela je do razvoja
nizih biljaka, ali sa ve¢im brojem cvetova u odnosu na netransformisane biljke. Transgeni cvetovi
su bili manji i formirali su se neSto kasnije u poredenju sa kontrolnim, netransformisanim
cvetovima (Khodakovskaya i sar., 2009). Smatra se da rol geni bakterije Agrobacterium rhizogenes
takode mogu modifikovati razliCite karakteristike kod biljaka. Kod transgene petunije, Petunia cv.
"Mitchell’, ekspresija rolC gena pod kontrolom konstitutivnog promotora CaMV 35S dovela je do
razvoja nizih biljaka sa promenjenom veli¢inom lista i cveta, pove¢anim grananjem kao posledica
manje izrazene apikalne dominacije 1 smanjenom fertilnoS¢u (Winefield 1 sar., 1999). Ekspresija
fitohrom B1 gena iz N. tabacum pod kontrolom CaMV 35S promotora uticala je da transgene biljke
hrizantema budu niZeg rasta u odnosu na kontrolne biljke. Pored toga, listovi transgenih hrizantema
bili su tamnije zelene boje kao posledica povecane akumulacije hlorofila (Zheng i sar., 2001).
Patuljaste hrizanteme dobijene su transformacijom sa gai genom (eng. gibberelic acid insensitive)
iz A. thaliana pod kontrolom sopstevenog promotora. Transgene biljke imale su smanjeni odgovor
na gibereline (Petty i sar., 2003). Primenom metoda genetickog inZenjerstva moze se takode
prevazi¢i preterana upotreba hemijskih sredstava koja se koriste sa ciljem postizanja Zeljenih
karakteristika kod ukrasnih biljaka, kao Sto su uniformna visina biljaka ili usporeno rastenje biljaka.

Otpornost biljaka na abioticki stres

Susa, velika vlaznost, poviSen salinitet, mrazevi i promene temperature, imaju negativan
uticaj na rastenje i razvice biljaka (Zhao 1 sar., 2016). Metodama genetickog inzenjerstva otpornost
na susu moze se posti¢i uvodenjem gena ¢iji produkti ucestvuju u razli¢itim biohemijskim i
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fizioloskim procesima i deo su odgovora biljaka na datu vrstu stresa (Lawlor, 2013). Geni koji
kodiraju enzime angazovane u biosintezi jedinjenja kao S§to su prolin i glicin-betain, tj.
osmoprotektanata, stite ¢elije od osmotskog stresa i povecavaju otpornost biljaka na susu. Nekoliko
familija transkripcionih faktora (DREB1, Myb, WRKY, NAC i ERF) je takode uklju¢eno u
odgovor biljaka na stres kao Sto je suSa (Khan i sar., 2019). Povecanje ekspresije gena CmWRKY 1
kod Chrysanthemum morifolium kultivar ’Jinba’ doprinelo je povecanju tolerancije transgenih
biljaka na susu. Pokazano je da CmWRKY1 ima vaznu ulogu u odgovoru na susSu posredstvom
biosinteze apscisinske kiseline (ABA) (Fan i sar., 2016). Otpornost na mrazeve je dobijena kod
Rosa chinensis uvodenjem MtDREB1C iz Medicago trunculata (Chen i sar., 2010). Povisen
salinitet moze dovesti do hloroze listova kod nekih kultivara hrizantema (Guan i sar., 2010). Kod
kultivara ’Jinba’ tolerancija na salinitet je povecana konstitutivnom ekspresijom CcSOS1 gena koji
kodira Na'/H" antiporter ¢elijske membrane (Song i sar., 2012; An i sar., 2014). Takode, kod
hrizanteme (Dendranthema grandiflorum cv. °Fall Color’) je integracija dva razliCita vektora
(35S::DREB1A i rd29::DREB1A) obezbedila otpornost na susu i povecanu toleranciju na visok
salinitet (Hong i sar., 2006).

Otpornost biljaka na bolesti

Gljive, bakterije i virusi mogu naneti veliku Stetu biljkama ne samo tokom proizvodnje, vec¢
i tokom skladiStenja, a potom i distribucije do mesta njihove prodaje (Chandler i Sanchez, 2012).
Biljke se najcesce tretiraju odredenim hemijskim sredstvima u cilju zaStite od patogena, $to pored
potencijalne opasnosti po zdravlje ljudi, za proizvodace biljaka predstavlja veliki trosak. Metodama
genetickog inzenjerstva proizvedene su biljke otporne na razne bolesti. Karanfili se najcesce
zarazavaju gljivom Fusarium oxysporum koja ulazi u biljku kroz povrede na korenu i postepeno
dovodi do njenog propadanja (Tanaka i sar., 2005). Genetickom transformacijom karanfila pomoc¢u
chiA gena iz Serratia marescens dobija se sinteza hitinaze, koja razgraduje hitin u ¢elijskom zidu
gljive, pri ¢emu se pojava simptoma bolesti odlaze (Brugliera i sar., 2000). Bastenske ruZe su
podlozne infekcijama koje izazivaju plesni kao $to su Peronospora sparsa, Sphaerotheca pannosa i
Diplocarpon rosae. Transformacijom R. x hybrida cv. ’Carefree beauty’ antimikrobnim genom Ace-
AMP1 povecana je otpornost ruze na Sphaerotheca pannosa (Li i sar., 2003). Biljke Rosa hybrida
cv. ’Glad Tidings’ koje su eksprimirale gen za sintezu hitinaze imale su znatno manji broj lezija
prouzrokovanih gljivom Diplocarpon rosae (Marchant i sar., 1998b). Genetickom transformacijom
posredstvom Agrobacterium tumefaciens i integracijom gena za razgradnju hitina iz pirinéa
(RCH10) povecana je otpornost orijentalnog ljljana cv. ’Star Gazer’ na gljivu Botrytis cinerea (De
Céaceres Gonzdlez 1 sar., 2015). Bolesti prouzrokovane virusima takode mogu naneti velike Stete
biljkama tako da one vise nisu pogodne za prodaju. Kod gerbera se infekcija virusom bronzavosti
paradajza (eng. Tomato Spotted Wilt Virus - TSWV) manifestuje u vidu deformacije cvetova i
nekroti¢nih pega po listovima. Integracijom N-gena posredstvom Agrobacterium-a povecana je
otpornost gerbera na TSWV, a simptoma bolesti kod transgenih biljaka nije bilo (Korbin i sar.,
2001). Transformacija genima koji ucestvuju u sintezi proteina omotaca virusa dovodi do
rezistencije biljaka na dati virus. Povecana otpornost Euphorbia pulcherrima cv. *Millenium’ na
Poinsetia mozai¢ni virus postignuta je ekspresijom virusne sekvence za protein kapsida, odnosno
omotaca virusa (Clarke i sar., 2008). Otpornost transgenih linija orhideja Phalenopsis spp. i
Dendrobium spp. na Cymbidium mozai¢ni virus (CymMV-CS) izolovan iz Cymbidium sinensis
dobijena je takode integracijom virusne nukleotidne sekvence za protein kapsida (Liao i sar., 2004;
Chang i sar., 2005). Pored toga, otpornost na bolesti prouzrokovane virusima moze se postici
transformacijom genima za specifi¢ne ribonukleaze (pacl) koje degraduju dvolan¢ane RNK virusa i
na taj na¢in inhibiraju njihovu replikaciju (Toguri i sar., 2003). Ekspresija pacl gena u transgenim
biljkama Impatiens walleriana obezbedila je potpunu i efikasnu zastitu od TSWV virusa (Milosevic¢
i sar., 2013).
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Otpornost biljaka na Stetoline

Insekti, pored toga Sto biljkama nanose fizicka oStec¢enja, predstavljaju i potencijalne
prenosioce patogena. Oni mogu naneti veliku Stetu ukrasnim biljkama pri ¢emu one viSe nemaju
zeljeni atraktivni izgled koji bi privukao kupca. Za njihovu kontrolu, koriste se razna hemijska
sredstva koja su skupa, a pritom i toksi¢na, ponekad i za ljude. Kao alternativa, istrazivanja su
usmerena na uvodenje gena za otpornost prema razli¢itim Steto¢inama. Najpoznatiji primer sticanja
otpornosti na insekte je integracija cry gena (eng. crystalline) za toksi¢ne proteine izolovane iz
zemljisne bakterije Bacillus thuringiensis. Prvi put je otpornost na insekte dobijena kod paradajza,
uvodenjem cry gena. Transgene biljke paradajza bile su rezistentne na Spodoptera litura i Heliothis
virescens (Fischhoff i sar., 1987). Integracijom modifikovanog gena za crylAb iz Bacillus
thuringiensis var. kurstaki HD-1 kod pet kultivara hrizantema dobijene su transgene biljke otporne
takode na no¢nog moljca (Spodoptera litura) i kukuruznu sovicu (Helicoverpa armigera)
(Shinoyama i Mochizuki, 2006). Kod biljaka postoje brojna toksi¢na jedinjenja koja se sintetiSu
konstitutivno ili kao odgovor na napad Stetocina (Jouanin i sar., 1998). Geneticka transformacija
genima koji kodiraju insekticidne proteine jedan je od moguéih nacina za sticanje otpornosti biljaka
na Stetocine (Sharma i sar., 2000). Tako je, na primer, konstitutivna ekspresija inhibitora tripsina
(CpTi), izolovanog iz Vigna unguiculata, u transgenim biljkama jagode omogucila rezistenciju na
ziSka vinove loze (Otiorhynchus salcatus). Kod larvi i lutaka ove vrste ziSka, koje su se hranile
CpTi transgenim biljkama jagode, konstatovano je smanjeno prezivljavanje (Graham i sar., 2002).

1.3.4. Promena boje cveta

Cvetovi biljaka se razlikuju po boji, obliku 1 strukturi. Oni privlace brojne opraSivace
biljaka, a takode mogu biti i hrana za insekte, zivotinje i ljude (Reverté i sar., 2016; Amasino i sar.,
2017).

Postoje tri vrste pigmenata koji odreduju boju cveta kod biljaka. To su antocijanini,
karotenoidi i betalaini (Grotewold, 2006). U prirodi su najrasprostranjeniji antocijanini i oni
cvetovima daju Sirok spektar boja, pocev od plave, pa do zute 1 crvene boje. Karotenoidi cvetovima
daju Zutu 1 narandZastu boju, a u kombinaciji sa pojedinim antocijaninima koji daju razli¢ite nijanse
crvene boje, mogu se dobiti bronzana i braon boja cveta koje se srecu kod hrizantema (Tanaka i
sar., 2005). Betalaini su otkriveni samo kod vrsta iz reda Caryophyllales (Brockington i sar., 2015),
1 odgovorni su za razli¢ite nijanse ljubiCaste, svetlo smede, Zute, narandZaste 1 crvene boje
(Forkman, 1991).

Nove boje cvetova mogu se dobiti genetickim manipulacijama na tri na¢ina: 1) uvodenjem
gena koji kodiraju enzime angazovane u biosintetskim putevima pigmenata koji prirodno ne postoje
kod date biljne vrste; 2) preusmeravanjem postojeceg biosintetskog puta ka produkciji Zeljenog
jedinjenja, povecavanjem ekspresije odgovarajuc¢ih gena, ili 3) snizavanjem ekspresije gena
angazovanih u postojecim biosintetskim putevima (Chandler 1 Brugliera, 2011).

1.3.4.1. Modifikacija biosinteze flavonoida

Antocijanini predstavljaju klasu sekundarnih metabolita flavonoida i odgovorni su za
razli¢ite boje cvetova i plodova kod biljaka. Geni koji kodiraju enzime koji u¢estvuju u biosintezi
antocijanina su klonirani kod velikog broja biljaka (Tanaka i sar., 2005). Podaci 0 ovim genima se
nalaze u NCBI bazi podataka (Nacionalni centar za biotehnoloSke informacije, eng. National Center
for Biotechnology Information) odakle se lako mogu preuzeti i koristiti (Tanaka i sar., 2008).

Najznacajniji antocijanini koji daju boju cvetovima i plodovima biljaka su glikozilovane
forme pelargonidina, cijanidina i delfinidina (Zhao i Tao, 2015) (Slika 3). Prvi enzim koji ucestvuje
u njihovoj biosintezi je halkon-sintaza (CHS). Ona katalizuje sintezu tetrahidroksihalkona iz jednog
molekula kumaroil-CoA i tri molekula malonil-CoA. Potom dolazi do izomerizacije dejstvom
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halkon-izomeraze (CHI) pri ¢emu nastaje bezbojni (2S)-naringenin. Slede reakcije hidroksilacije, u
kojima se (2S)-naringenin hidroksiluje u dihidroflavonole. Pomoc¢u flavanon-3-hidroksilaze (F3H)
formira se dihidrokempferol, a pomocu flavonoid-3’-hidroksilaze (F3’H) i1 flavonoid-3’,5’-
hidroksilaze (F3’5°H), koje takode katalizuju reakcije hidroksilacije, formira se dihidrokvercetin,
odnosno dihidromircetin. Ova tri enzima (F3H, F3’H i F3’5’H) su kljuni za biosintezu
pelargonidina, cijanidina i delfinidina. Oni odreduju strukturu antocijanina, a samim tim i boju
biljnog tkiva. Dihidroflavonoli se redukuju dejstvom enzima dihidroflavonol-4-reduktaze (DFR) pri
¢emu nastaju razli¢iti tipovi bezbojnih leukoantocijanidina. Antocijanidin-sintaza (ANS) je enzim
koji katalizuje sintezu obojenih antocijanidina koji se dejstvom flavonoid-3-O-glukoziltransferaze
(3GT) mogu glikozilovati dodavanjem Secera ili acilovati dodavanjem aromati¢nih acil grupa
dejstvom acetiltransferaze (Tanaka i sar., 2008; Zhao i Tao, 2015).

CHS
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=p Flavoni

FNS
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OH /FLS\ F3H1 "t t OH
' 0 0o~
1O Os HO 0 . H on
— —
Ot FaH oIl F35H o
O 0 o 0 o
Dihidrokvercetin Dihidrokempferol Dihidromircetin
DFR ‘ DFR ‘

OH

Cijanidin 3-glikozid Pelargonidin 3-glikozid Delfinidin 3-glikozid

!

Antocijanini

Slika 3. Biosinteza antocijanina (preuzeto iz Yuan i sar., 2014 i modifikovano). Skrac¢enice: CHS -
halkon-sintaza; CHI - halkon-izomeraze; F3H - flavanon-3-hidroksilaze; F3’H - flavonoid-3’-
hidroksilaze; F3’5’H - flavonoid-3’,5’-hidroksilaze; DFR - dihidroflavonol-4-reduktaze; ANS -
antocijanidin-sintaza; 3GT - flavonoid-3-O-glukoziltransferaze.

15



Uvod

Promena boje cvetova modifikacijom biosinteze antocijanina metodama genetickog
inZenjerstva se moZze posti¢i na razliCite nacine: uvodenjem novih gena u genom biljke ili
promenom ekspresije postojec¢ih gena (Tabela 2). Ekspresija svih gena koji kodiraju enzime koji
ucestvuju u biosintetskom putu se moze modifikovati i za posledicu imati drugaciju boju cveta.
Snizavanje ekspresije strukturnih gena koji kodiraju enzime biosintetskog puta flavonoida moze se
posti¢i putem antisens RNK 1 kosupresijom gena. KoriS¢enjem antisens gena za CHS uspesno je
transformisana Gentiana triflora ¢iji su cvetovi promenili plavu boju u boje koje su varirale od bele
do svetlo plave (Nishihara i sar., 2003). RNK interferencija predstavlja jo$ jedan nacin na koji se
moze sniziti ekspresija ciljne sekvence (Wang i Waterhouse, 2001). Kod Torenia hybrida je putem
RNK interferencije utiSan gen za CHS c¢ime je boja cveta promenjena iz plave u belu boju
(Fukusaki i sar., 2004).

Snizena ekspresija chi gena kod karanfila, ciklame i duvana moze dovesti do povecane
akumulacije halkona u kruni¢nim listi¢ima cvetova pri ¢emu oni dobijaju zutu boju (Nishihara i
sar., 2005). U transgenim cvetovima petunije ekspresija chsl iz frezije dovela je do promene boje iz
bele u ruziCastu (Sun i sar., 2015). Kod duvana, ekspresija chsl poreklom iz jabuke povecala je
koli¢inu akumuliranih antocijanina, pa su transgeni cvetovi bili tamnije crvene boje u odnosu na
netransformisane cvetove (Tai i sar., 2014).

Tabela 2. Biljne vrste sa promenjenom bojom cveta, dobijene putem metabolicke modifikacije
biosinteze flavonoida.

Vrsta Boja cveta Referenca
Chrysanthemum x ruziCasta, ljubiCasta » njihove svetlije He i sar., 2013
morifolium i tamnije nijanse
Cyclamen persicum ljubicasta » crvena/ruZiCasta Boase i sar., 2010
Dianthus caryophyllus bela > bez, tamno ljubicasta Lu i sar., 2003
Eustoma grandiflorum narandZasta > bez Zuker i sar., 2002
ljubiCasta » ruzicasta Nielsen i sar., 2002
Gentian triflora plava  svetlo plava, bela Nishihara i sar., 2003
plava > bela Nakatsuka i sar., 2010
Nakatsuka i sar., 2011
Phalaenopsis spp. ruzicasta » svetlije ruziCasta Chenisar., 2011
Petunia hybrida bela > ruziCasta Davies i sar., 2003
crvena » tamno crvena Mori i sar., 2004
ljubicasta » bela, crvena Tsuda i sar., 2004

crvena > narandzasta
tamno ljubicasta » svetlo ljubiCasta

kombinacije boja Chui sar., 2016
Rosa x hybrida crvena > ljubicasta Katsumoto i sar., 2007
roze » crvena, ljubicasta Nakamura i sar., 2015
Tricyrtis spp. crvena > bela Kamiishi i sar., 2011
Torenia fourieri tamno ljubiCasta » ljubiCasta Aida i sar., 2000
Torenia hybrida plava » plava/bela, bela Suzuki i sar., 2000

plava/tamno ljubicasta » ruziasta ~ Nakamura i sar., 2010

Neke ukrasne biljke kao S§to su ruze, hrizanteme i karanfili, ne sintetiSu delfinidin jer ne
poseduju f3°5°h gen. Samim tim one ne mogu imati cvetove ljubicasto-plave boje. Kod Petunia
hybrida i Cymbidium hybrida DFR ne moze da koristi dihidrokempferol kao supstrat, pa cvetovi
ovih biljaka ne mogu biti narandzaste i1 crvene boje (Tanaka 1 sar., 2008). Prva cvetnica kod koje je
promenjena boja cveta bila je petunija (Petunia hybrida), sredinom 80-ih godina XX veka (Horsch i
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sar., 1985). Modifikacijom biosinteze flavonoida uspesno je promenjena boja cveta u narandzastu
boju kao rezultat akumulacije antocijanina pelargonidina (Meyer i sar., 1987). Gen koji kodira
flavonoid-3°,5’-hidroksilazu (F3’5’H) i koji omogucava sintezu plavog pigmenta delfinidina,
izolovan je 1993. godine (Holton i sar., 1993). Integracija /3’5 h iz vrsta rodova Petunia, Eustoma i
Campanula u genom Nicotiana, pokazala je da postoji razlika u efikasnosti enzimske aktivnosti
F3’5’H koju kodiraju razli¢iti geni poreklom iz vrsta pomenutih rodova. Kod biljaka duvana kod
kojih je integrisan f3°5°h iz Campanula medium, akumuliranog delfinidina bilo je neuporedivo vise
nego kod biljaka duvana u koje je integrisan f3°5°h iz Petunia ili Eustoma (Okinaka i sar., 2003).
Hrizanteme takode nemaju F3’5’H enzim za sintezu delfinidina, pa samim tim ni tamno
ljubi¢astu/plavu boju cvetova. Medutim, uvodenjem f3°5°h gena iz Viola sp. pod kontrolom
promotora za CHS iz ruze, dobijeni su transgeni cvetovi hrizantema tamnije plave boje u odnosu na
netransformisane cvetove. Od ukupne koli¢ine antocijanina 40% ¢inio je delfinidin (Brugliera i sar.,
2013). Nakon toga su utiSavanjem postojeceg f3’h gena dobijene jo§ tamnije nijanse plave boje
cveta hrizantema na racun poveéane akumulacije delfinidina, koje se procesom hibridazacije nisu
mogle dobiti (Brugliera i sar., 2013). Ruze i karanfili isto tako nemaju gen za sintezu plavog
pigmenta delfinidina, pa klasicnim metodama ukrSanja nije bilo moguce dobiti cvetove plave i
ljubicaste boje. Bilo je potrebno izolovati gen za sintezu plavog pigmenta iz vrsta koje imaju plave
cvetove 1 uvesti ga metodom geneticke transformacije u genom ove dve vrste. Karanfili prirodno
akumuliraju derivate cijanidina i pelargonidina, ali ne i derivate delfinidina koji daju plavu boju. Na
samom pocetku istrazivanja, povecana ekspresija /3’54 gena poreklom iz petunije, koji je bio pod
kontrolom konstitutivnog promotora, kod karanfila (koji su prirodno sintetisali pelargonidin)
rezultirala je akumulacijom 70% delfinidina u cvetovima transgenih karanfila (Holton i Tanaka,
1994). Da bi se povecao sadrzaj delfinidina u cvetovima karanfila, sniZzena je ekspresija postojeceg
gena za dihidroflavonol-4-reduktazu (dfr), a u njegov genom su inkorporirana dva transgena: /3’5 A
iz Petunia, pod kontrolom promotorskog regiona chs gena iz Antirrinum, i gen za DFR iz Petunia
pod kontrolom konstitutivnog promotora (Holton, 1996). Plave ruZe su nastale tako §to je sniZzena
ekspresija postojeceg dfr gena, a u njen genom je integrisan f3°5°h iz ljubi¢ice (Viola X
wittrockiana) zajedno sa dfr genom poreklom iz Iris x hollandica ¢ija je ekspresija povecana
(Katsumoto 1 sar., 2007). Ove geneticki modifikovane ruze 1 karanfili danas su komercijalno
dostupne ukrasne biljne vrste.

Antocijanini pre nego S§to se deponuju u vakuolama biljnih celija podlezu procesima
glikozilacije, acilacije 1 metilacije, vezivanjem Secera, acil grupa alifaticnih 1 aromati¢nih kiselina, i
metil grupa, §to moze uticati na promenu boje cveta (Yoshida i sar., 2006; Zhao 1 Tao, 2015).
Intenzitet boje cveta zavisi i od drugih faktora, kao $to su: pH vakuole, kopigmentacija antocijanina
sa polifenolima, medusobno vezivanje antocijanina, formiranje kompleksa izmedu antocijanina 1
metalnih jona, koli¢ina antocijanina, pa ¢ak i sam oblik i veli¢ina biljne ¢elije (Tanaka i sar., 1998).
Vrednost pH vakuole odreduje boju cveta. Vakuolu odlikuje slabo kisela sredina, a povecanjem pH
ka neutralnoj vrednosti (pH=7) antocijanini postaju manje stabilni $to se prevazilazi vezivanjem
glikozil i acil grupa. pH vrednost vakuole u ¢elijama kruni¢nih listica Ipomoea nil regulisana je
aktivnoséu Na'/H" antiportera (Fukada-Tanaka i sar., 2000). Poja¢anom ekspresijom strukturnog
gena koji kodira dati antiporter, u momentu pre nego $to se cvet otvori, pH se podize sa 6,5 na 7,5
$to dovodi do promene boje cveta iz ljubi¢aste u plavu boju. Sto je pH vakuole visi i boja cveta se
viSe menja ka plavoj boji.

1.3.4.2. Modifikacije biosinteze karotenoida

Do danas je identifikovano viSe od 750 prirodnih karotenoida, prisutnih kod biljaka, algi,
gljiva i nekih bakterija (Britton i sar., 2004). Biljni karotenoidi su po strukturi lipofilni Cg
izoprenoidi sa polienskim lancima koji sadrze konjugovane dvostruke veze i prstenove na svojim
krajevima. Zahvaljuju¢i tim dvostrukim vezama karotenoidi apsorbuju vidljivu svetlost, pa
plodovima i cvetovima biljaka daju Zutu, narandZzastu i crvenu boju (Yuan i sar., 2015).
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U biljkama, karotenoidi su prisutni i u fotosintetickim i u nefotosintetickim tkivima. U
listovima biljaka sastav i sadrzaj karotenoida su relativno stalni, dok u drugim tkivima oni mogu
varirati ¢ak i unutar iste vrste (Tanaka i sar., 2008). U biljkama postoje visestruki regulatorni
mehanizmi koji kontroliSu metabolizam 1 akumulaciju karotenoida (Yuan i sar., 2015). U
fotosintetickim tkivima odnosno listovima biljaka, karotenoidi se nalaze u hloroplastima gde
obezbeduju brojne funkcije neophodne za proces fotosinteze kao Sto su izgradnja fotosistema,
apsorpcija svetlosti i zastita fotosintetickog aparata od fotooksidacije (Domonkos i sar., 2013). U
nefotosintetickim tkivima, socnim plodovima, a naroito u cvetovima biljaka, karotenoidi se
akumuliraju u hromoplastima i njihova uloga je prvenstveno da obezbede obojenost koja privlaci
oprasivace 1 zivotinje koje se hrane plodovima, ¢ime potpomazu Sirenje semena, a sve u cilju
reprodukcije biljaka (Hirschberg, 2001; Zhu i sar., 2010).

Karotenoidi sluze i kao prekursori za sintezu dve grupe fitohormona, ABA 1 strigolaktona,
koje imaju klju¢nu ulogu u razviéu biljke i njenom odgovoru na stres (Gomez-Roldan i sar., 2008;
Walter i Strack, 2011). Karotenoidi u ljudskoj ishrani obezbeduju prekursore za biosintezu vitamina
A. Imaju antioksidativnu aktivnost pa se zbog toga koriste u cilju zastite od raznih hroni¢nih
oboljenja kao $to su kancer, kardiovaskularne bolesti i bolesti oka (Fraser i Bramley, 2004; Fiedor i
Burda, 2014).

U biljnim ¢elijama karotenoidi se sintetiSu de novo i skladiste u plastidima. Tip i veli¢ina
plastida znacajno uticu na akumulaciju i stabilnost karotenoida (Li i Yuan, 2013). Proplastidi su
mali, nediferencirani plastidi koji se nalaze u meristemskim tkivima i od kojih nastaju svi plastidi
(Li 1 Yuan, 2013). Tokom razvica biljnih organa formiraju se odgovarajuci tipovi plastida -
etioplasti, amiloplasti, hloroplasti i hromoplasti - i svi oni imaju odredeni kapacitet za sintezu i
skladiStenje karotenoida (Slika 4) (Shumskaya i Wurtzel, 2013). Etioplasti su plastidi koji se nalaze
kod biljaka koje rastu u mraku. KarakteriSu se prisustvom prolamelarnih tela koja se pod uticajem
svetlosti mogu diferencirati u tilakoide hloroplasta. U njima se nalazi izuzetno mala koli¢ina
karotenoida, najc¢eS¢e luteina i1 violaksantina, koji predstavljaju sastavni deo fotosintetickog
kompleksa (Ploscher i sar., 2011). Amiloplasti predstavljaju vrstu leukoplasta u kojoj se akumulira
skrob. Amiloplasti sadrze relativno malu koli¢inu karotenoida, uglavnom su to lutein, zeaksantin i
violaksantin. Karakteristi¢ni su za semena pSenice, pirinca, je€ma, kukuruza i krtole krompira (Bai 1
sar., 2016; Mortimer i sar., 2016). Hloroplasti su plastidi zelenih, fotosinteti¢kih tkiva u kojima se
karotenoidi nalaze u membranama tilakoida gde ucestvuju u procesima fotosinteze 1 zaStiti od
fotooksidacije. Najzastupljeniji su lutein, B-karoten, violaksantin i neoksantin, ali su oni maskirani
zelenim hlorofilima pa njihova boja ne dolazi do izrazaja (Ruiz-Sola i Rodriguez-Concepcidn,
2012). Hromoplasti su fotosinteticki neaktivni plastidi u kojima se sintetiSu i akumuliraju
karotenoidi. Oni se nalaze u cvetovima i plodovima biljaka (Waters i Pyke, 2005). U hromoplastima
se karotenoidi akumuliraju u lipoproteinskim partikulama, takozvanim plastoglobulama, ali i u
strukturama koje su oznaCene kao fibrili, membrane, kristali i tubule. Smatra se da se tokom
sazrevanja plodova, kao i razvi¢a cvetova hromoplasti mogu diferencirati od bilo kog tipa plastida,
nefotosintetickih ili fotosintetiCkih, u zavisnosti od tkiva u kojima se nalaze. U pojedinim delovima
cveta hromoplasti nastaju od amiloplasta, kao na primer kod Safrana gde se amiloplasti nalaze u
bazalnom delu tucka 1 parenhimu ovarijuma. Prelazne forme plastida od amiloplasta ka
hromoplastima bile su uocene u Zutim delovima stubica i Ziga tuc¢ka dok su se u crvenom delu Ziga
tucka cvetnih pupoljaka nalazili hromoplasti retikulo-tubularnog tipa (Grilli Caiola i Canini, 2007).
U cvetnim nektarijama duvana hromoplasti nastaju direktno od amiloplasta, pri ¢emu je konverzija
plastida pra¢ena razgradnjom skroba i proizvodnjom Secernog nektara (Horner 1 sar., 2007).
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Slika 4. Tipovi plastida i strukture u kojima se akumuliraju karotenoidi (preuzeto iz Sun i sar., 2018
i modifikovano).

Prilikom diferencijacije hromoplasta od hloroplasta dolazi do potpune degradacije hlorofila,
dezintegracije tilakoida i promena u strukturi membranskog sistema plastida, pri ¢emu se formiraju
strukture u kojima ¢e se akumulirati karotenoidi (Bian i sar., 2011). Najpoznatiji primer prevodenja
hloroplasta u hromoplaste jeste sazrevanje plodova paradajza (Egea i sar., 2011). Kod plodova
nekih biljaka, kao $to su paradajz i paprika, proces formiranja hromoplasta je ireverzibilan dok je
kod bundeve taj proces reverzibilan i hromoplasti se mogu ponovo diferencirati u hloroplaste
(Waters i Pyke, 2005).

Diferencijacija hromoplasta je kompleksan proces koji jo§ uvek nije dovoljno razjasnjen (Li
i sar., 2016). Do sada je identifikovano nekoliko gena i proteina koji su povezani sa nastankom
hromoplasta, medutim i dalje nisu poznati geni koji kontroliSu biogenezu hromoplasta (Sun 1 sar.,
2018). Gen koji funkcionise kao okida¢ za pocetak diferencijacije hromoplasta je Or gen (eng.
Orange), otkriven kod karfiola (Lu i1 sar., 2006) i narandzaste dinje (Chayut i sar., 2017).
Biohemijske i geneticke studije sprovedene prilikom ispitivanja Or gena kod dinje pokazale su da
on ima ulogu u stabilizaciji i sprecavanju transporta B-karotena (Chayut i sar., 2017). Zhou i
saradnici (2015) su pokazali da OR protein direktno interaguje sa fitoen-sintazom (PSY), enzimom
koji inicira biosintezu karotenoida, 1 pozitivno reguliSe njenu aktivnost.

Biosinteza karotenoida

Karotenoidi koji se nalaze u cvetovima biljaka imaju drugaciju ulogu od karotenoida koji se
nalaze u listovima. Zbog toga i put biosinteze karotenoida u ovim organima moZe biti razlicito
kontrolisan. Sirok spektar karotenoida u cvetovima moze ukazati na postojanje razli¢itih
mehanizama regulacije akumulacije karotenoida medu vrstama. U poslednje dve decenije svi geni
glavnog biosintetskog puta karotenoida su identifikovani, klonirani i funkcionalno okarakterisani
(Cunningham i Gantt, 1998; Fraser i Bramley, 2004; Tanaka i sar., 2008; Jekni¢ i sar., 2012;
Ohmiya, 2013).

Zbog svojih hemijskih svojstava karotenoidi su neophodne komponente svih fotosintetickih
organizama. Kod vi$ih biljaka, karotenoidi se sintetiSu u plastidima de novo pomocu enzima koje
kodiraju geni jedarnog genoma (Zhu i sar., 2010). Biosinteza karotenoida (Slika 5) zapocinje
kondenzacijom dva molekula geranilgeranil-difosfata (GGPP) pomocu enzima fitoen-sintaze (PSY)
pri ¢emu nastaje bezbojni 15-cis-fitoen (C4o). Slede reakcije desaturacije u kojima se uvode cis
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dvostruke veze pomoc¢u enzima fitoen-desaturaze (PDS) i (-karoten-desaturaze (ZDS), kao i
reakcije izomerizacije kako bi se cis konfiguracija vratila u trans konfiguraciju pomoc¢u enzima (-
karoten-izomeraze (Z-1SO) i karotenoid-izomeraze (CRTISO). Dolazi do formiranja crvenog all-
trans likopena, prvog obojenog karotenoida (Isaacson i sar., 2004). U biosintetskom putu
karotenoida likopen predstavlja tacku grananja i supstrat za dva kompetitivna enzima, likopen-[3-
ciklazu (LCYB) i likopen-g-ciklazu (LCYE). Oba enzima katalizuju ciklizaciju linearnog molekula
likopena na jednom ili oba njegova kraja pri cemu se formiraju cikloheksanski prstenovi razliciti po
strukturi. Dodavanjem jednog e-prstena molekulu likopena na jednom njegovom kraju pomocéu
LCYE nastaje 6-karoten. U narednom koraku ciklizacije, poSto LCYE ne moze da Kkoristi
monocikli¢ne karotenoide kao supstrat, dodavanje drugog, B-prstena vrsi se pomo¢u LCYB i tada
nastaje narandzasti pigment a-karoten (Cunningham i Gantt, 2001). Ukoliko je likopen supstrat za
LCYB, prvo dolazi do dodavanja jednog B-prstena i nastaje y-karoten, a potom dejstvom istog
enzima dolazi do dodavanja i drugog B-prstena pri ¢emu nastaje narandzasti pigment [-karoten
(Zhu i sar., 2010), odnosno provitamin A koji je prisutan kod Sargarepe, slatkog krompira i dinje
(Yuan i sar., 2015). Kod paradajza su pronadena dva Icyb gena: Icybl (lcy-b) se nalazi u
vegetativnim tkivima, a lcyb2 (cyc-b) u plodovima i cvetovima biljaka (Ronen i sar., 2000). Svi
karotenoidi koji se sastoje samo od ugljovodoni¢nog niza, ukljucujuéi i a- i B-karoten nazivaju se
karotenima.

Piruvat GGPS )\/\/J\/\/k/\/k/\
SR = OPP 2 GGPP

Gliceraldehid-3-fosfat l pPSY
&v&x\w\/ﬁ/\w Fitoen
| Pos
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LCYBILCYE l 1 LCYB/LCYB
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Slika 5. Biosinteza karotenoida (preuzeto iz Ha i sar., 2007 i modifikovano). Skracenice: GGPS —
geranilgeranil-pirofosfat-sintaza; PSY — fitoen-sintaza; PDS — fitoen-desaturaza, ZDS - (-karoten-
desaturaza; LCYB - likopen-B-ciklaza; LCYE - likopen-¢-ciklaza; CHYB - B-karoten-hidroksilaza;
CYP97C - citohrom P450 monooksigenaza 97C; VDE - violaksantin-de-epoksidaza; ZE -
zeaksantin-epoksidaza; CCS - kapsantin-kasporubin-sintaza; NXS - neoksantin-sintaza.
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U narednim koracima biosinteze karotenoida dolazi do dodavanja kiseonika ciklicnim
karotenima u vidu hidroksilnih grupa, dejstvom hidroksilaza, i epoksidnih prstenova, dejstvom
epoksidaza, pri ¢emu nastaju ksantofili. Postoje dva razli¢ita tipa hidroksilaza: [B-karoten-
hidroksilaza (CHYB), koja hidroksiluje p-prsten ciklicnog karotena, 1 citohrom P450
monooksigenaza 97C (CYP97C) koja hidroksiluje B- odnosno e-prstenove karotena.
Hidroksilacijom a-karotena dobija se zuti pigment lutein prisutan kod cvetova nevena i narcisa, kao
i u tamno zelenim listovima (Nisar i sar., 2015). Lutein predstavlja finalni produkt p,e-grananja u
biosintetskom putu karotenoida. Sa druge strane, narandzasti pigment [-karoten podleze
hidroksilaciji pomo¢u CHYB pri ¢emu nastaje zuti zeaksantin koji dejstvom enzima zeaksantin-
epoksidaze (ZE) prelazi u anteraksantin i violaksantin. Violaksantin se moze konvertovati nazad u
zeaksantin dejstvom violaksantin-de-epoksidaze (VDE). Ove reakcije epoksidacije i de-
epoksidacije, kao 1 zeaksantin, anteraksantin 1 violaksantin, koji u njima ucestvuju, sastavni su deo
ciklusa ksantofila (Yuan i sar., 2015). Kod ploda paprike i cveta tigrastog ljiljana, anteraksantin i
violaksantin, aktivnos¢u enzima kapsantin-kapsorubin-sintaze (CCS), mogu biti konvertovani u
kapsantin i kapsorubin, glavne karotenoide koji daju karakteristicnu narandzastu i crvenu boju
(Guzman i sar., 2010; Jekni¢ i sar., 2012). CCS pripada familiji enzima likopen-ciklaze i ima visok
procenat homologije sa sekvencom Icyb gena (Jeknic i sar., 2012). Kod paradajza je otkriveno da
Icyb ima ccs aktivnost (Ronen i sar., 2000). Poslednji korak u biosintezi karotenoida jeste
konverzija violaksantina u neoksantin pomoc¢u neoksantin-sintaze (NXS).

U cvetovima biljaka zastupljeni su razli¢iti karotenoidni profili. Kod mnogih vrsta biljaka
razliCite nijanse Zute i narandZaste boje krunicnih listia cvetova nastaju kao posledica akumulacije
karotenoida iz grupe ksantofila. Sastav pigmenata i njihova koli¢ina odreduju boju cvetova i zavise
od biljne vrste, ali i od kultivara. Zutu boju cvetovima daju najées¢e B,e-ksantofili od kojih su
najprisutniji lutein i njegovi derivati. Oni se nalaze u cvetovima Gentiana lutea (Zhu i sar., 2003),
Dendranthema grandiflorum (Kishimoto i sar., 2004), Eustoma (Nakayama i sar., 2006), Ipomoea
obscura (Yamamizo i sar., 2010) i Tagetes (Park i sar., 2017). Zutu boju daju i B,p-ksantofili, pa se
tako u cvetovima Oncidium (Hieber i sar., 2006) i Ipomoea sp. (Yamamizo i sar., 2010) u najvecoj
koli¢ini akumulira violaksantin. Osim Zute, u prirodi se mogu naci i1 cvetovi narandzaste boje koji
kod Osmanthus fragrance Lour. nastaju akumulacijom - i a-karotena (Baldermann i sar., 2010).
Kod Calednula officinalis cv. ’Alice yellow’ cvetovi su zuti zbog akumulacije luteina i
anteraksantina, dok su kod C. officinalis cv. ’Alice orange’ cvetovi narandzasti usled akumulacije
B-, y- 1 6-karotena (Kishimoto i sar., 2005).

Kod nekih biljaka se akumuliraju jedinstveni karotenoidi, koji se retko nalaze u cvetovima
drugih biljaka. Roze cvetovi Hybiscus syriacus nastaju akumulacijom lutein-5,6-epoksida,
auroksantina i hrizantemaksantina (Hanny i sar., 1972). Kod Adonis aestivalis i A. annua, kao
posledica akumulacije velike koli¢ine astaksantina, cvetovi su izrazito crvene boje (Cunnungham i
Gantt, 2005). U pojedinim cvetovima biljaka se akumuliraju apokarotenoidi narandZzaste ili crvene
boje. U kruni¢nim listi¢cima kalifornijskog maka (Eschscholzia califonica Cham.) (Wakelin i sar.,
2003) i safrana (Crocus sativus) (Frusciante i sar., 2014) dominantno se akumulira krocetin, dok se
u zigu tuc¢ka Safrana akumuliraju glikozidi krocetina 1 pirokrocin koji im daju crvenu boju (Ohmiya
i sar., 2019). Istu boju daje i biksin iz Bixa orellana (Cazzonelli, 2011).

Karotenoidi se osim u cvetovima nalaze i u plodovima biljaka, kao $to su plodovi paradajza
(Solanum  lycopersicum) koji imaju crvenu boju zahvaljujuci likopenu koji ¢ini 85% ukupnih
karotenoida (Tadmor i sar., 2005). Pored toga, karotenoidi su prisutni i u korenovima Sargarepe
(Daucus carota) i slatkog krompira (Ipomoea batatas), ¢ija je boja rezultat akumulacije velike
koli¢ine B-karotena (Burri, 2011). Kapsantin i kapsorubin predstavljaju najzastupljenije ksantofile u
plodovima crvene paprike (Capsicum annuum) (Kim i sar., 2016). Medutim, otkriveno je da njihovi
prekursori, anteraksantin i violaksantin cvetovima Lilium spp. cv. ’Conneticut King’ daju Zutu boju,
a da se u cvetovima Lilium spp. cv. ’Saija’ pored anteraksantina akumulira i kapsantin Koji
cvetovima daje crvenu boju (Yamagishi i sar., 2010). Oba pigmenta, kapsantin i kapsorubin,
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detektovana su u crvenim cvetovima Lilium tigrinum cv. ’Red Night’ (Marki-Fisher i Eugster,
1985).

Requlacija biosinteze i degradacije karotenoida

Akumulacija karotenoida u cvetovima biljaka proporcionalna je nivou transkripcije gena
biosintetskog puta karotenoida (Ohmiya, 2013; Shilpa i sar., 2017). Snizavanje ekspresije nizvodnih
gena na bilo koji nacin, dovodi do akumulacije uzvodnih produkata biosinteze karotenoida u
hromoplastima (Galpaz i sar., 2013). Klju¢ni enzim u biosintezi karotenoida je fitoen-sintaza. Ona
odreduje kojom brzinom ¢e se sintetisati karotenoidi i u kojoj koli¢ini (Sun i sar., 2018). Kod
Tagetes erecta akumulacija pigmenta luteina odredena je nivoom ekspresije psy i dxs (1-deoksi-D-
ksiluloza-5-fosfat) gena. U zutim cvetovima T. erecta nivo ekspresije ova dva gena je nizZi nego u
narandzastim cvetovima (Moehs i sar., 2001). Nivo ekspresije psy i zds gena kod Gentiana lutea
najmanji je u mladim cvetnim pupoljcima, dok je kod potpuno otvorenih cvetova njihov nivo
ekspresije najve¢i. Kao posledica povecanja ekspresije ova dva gena tokom sazrevanja cvetova
dolazi do sve vece akumulacije karotenoida (Zhu i sar., 2002). Kod Osmanthus fragrans velika
koli¢ina PB-karotena u cvetovima rezultat je nizeg nivoa transkripcije chyb i ze gena (Han i sar.,
2014). U plodovima paradajza, prilikom njihovog sazrevanja i promene boje iz zelene u crvenu,
povecana sinteza likopena nastaje zahvaljujuéi povecanoj transkipciji uzvodnih gena za biosintezu
likopena, kao §to su psy, pds i crtiso, i snizenoj transkripciji nizvodnih gena kao §to su Icyb, Icye i
chyb (Yuan i sar., 2015). Posttranskripcionom regulacijom takode se moze modulirati biosinteza
karotenoida, i to promenom aminokiselinskih sekvenci, formiranjem protein-protein interakcija, kao
i formiranjem enzimskih kompleksa (Sun i sar., 2018). Karotenoid-izomeraza (CRTISO) u
nefotosintetickim tkivima prevodi tetra-cis likopen u all-trans likopen dok u fotosinteti¢kim,
odnosno zelenim tkivima pod uticajem svetlosti njena uloga moze biti jednim delom zamenjena
procesom fotoizomerizacije. Gubitak aktivnosti CRTISO dovodi do delimi¢ne inhibicije sinteze
luteina 1 hloroze mladih listova paradajza i pirin¢a (Chai 1 sar., 2011). U biosintezi karotenoida
klju¢ni korak je ciklizacija likopena pomocu enzima ciklaza. Kod Arabidopsis-a i pirin¢a postoji
samo jedna kopija lcyb gena, dok su kod paradajza, lubenice i citrusa prisutna dva tipa ciklaza:
ciklaze specificne za hloroplast koje se eksprimiraju u listovima 1 zelenim tkivima plodova 1 ciklaze
specifiéne za hromoplast koje se eksprimiraju u cvetovima i plodovima (Shilpa i sar., 2017).
Razlika u aktivnosti LCYB i LCYE uti¢e na balans izmedu B,p3- i B,e-karotenoida (Harjes i sar.,
2008). U kruni¢nim listi¢cima Oncidium visok procenat B,B-karotenoida povezan je sa vecom
ekspresijom Icyb u odnosu na Icye (Chiou i sar., 2010), dok je u kruni¢nim listi¢ima hrizanteme
veca ekspresija Icye u odnosu na Icyb uzrok visokog procenta B,e-karotenoida (Kishimoto i Ohmiya,
2006). Kod ploda paprike Zuta 1 narandZasta boja su rezultat odsustva, odnosno snizene ekspresije
ccs gena (Rodriguez-Uribe i sar., 2012).

Karotenoid-dioksigenaza (CCD) ima kataliti¢ku aktivnost, reguliSe akumulaciju karotenoida
1 ima ulogu u smanjenju koli¢ine karotenoida u hromoplastima. Ona raskida dvostruke veze u
molekulima karotenoida, pri ¢emu nastaju apokarotenoidi koji kontroliSu sintezu karotenoida 1
doprinose boji i mirisu cvetova i plodova, a takode omogucava produkciju ABA 1 strigolaktona
(Ibdah i sar., 2006). Kod Arabidopsis-a CCD familija gena se sastoji od 9 ¢lanova i podeljena je u
dve grupe: 4 CCD (CCD1, 4, 7, 8) i 5 NCED (NCED2, 3, 5, 6, 9) gena. Sedam enzima ucestvuje u
sintezi prekursora biljnih hormona (ABA — NCED2, NCED3, NCED5, NCED5, NCED?9 i
strigolaktona — CCD7 i CCD8) (Alder i sar., 2012), dok CCD1 i CCD4 imaju ulogu u degradaciji
karotenoida u cvetovima i plodovima. CCD 1 NCED prepoznaju razli¢ite supstrate i raskidaju veze
u karotenoidima na razli¢itim mestima (Walter 1 Strack, 2011). Prema najnovijim istraZivanjima,
boja cvetova moze biti odredena ne samo sintezom karotenoida, ve¢ 1 njthovom degradacijom. Kod
hrizantema CCD4 se eksprimira samo u belim cvetovima, dok njegova supresija dovodi do
povecanja koli¢ine karotenoida u kruni¢nim listi¢ima pri ¢emu se formiraju cvetovi zute boje
(Ohmiya i sar., 2006). Karotenoidi se sintetiSu u kruni¢nim listi¢ima cvetova, ali dejstvom CCD4
oni mogu biti degradovani, §to dovodi do nastanka cvetova bele boje. Kod Lilium bownii var.

22



Uvod

colchesteri, nakon cvetanja se za jedan dan boja promeni iz zute u belu, kao rezultat povecane
ekspresije CCD4 koja dovodi do smanjenja koli¢ine karotenoida u cvetovima (Hai i sar., 2012).
Aktivnost CCD4 je zabelezena i kod krokusa (Rubio-Moraga i sar., 2013), cvetova krompira
(Campbell, 2010), vrsta roda Brassica (Zhang i sar., 2015) i hrizantema (Jo i sar., 2016). CCD1 ima
ulogu u sintezi isparljivih jedinjenja koja daju miris cvetovima petunije i Osmanthus fragrans
(Simkin i sar., 2004; Baldermann i sar., 2010). Korelacija izmedu ekspresije CCD1 i akumulacije
karotenoida kod Ipomoea nil i petunija nije uoc¢ena. Pretpostavlja se da se CCD1 nalazi u citoplazmi
1 da ima ogranicen pristup karotenoidima u hromoplastima (Ohmiya, 2019). Integracija transgena
(gena za enzime GGPS, PSY, LCYB i CHYB) iz I. obscura var. lutea sa zutim cvetovima i
prisustvo novosintetisanih pigmenata zeaksantina i neoksantina, u cvetovima transgenih biljaka 1.
nil nisu doveli do promene boje cveta iz bele u Zzutu boju (Watanabe i sar., 2017). Tek sa
utiSavanjem CCD4 gena cvetovi su dobili zutu boju (Watanabe i sar., 2018).

Prema najnovijim istazivanjima, metabolizam karotenoida moze biti kontrolisan i pomocu
transkripcionih faktora. To su proteini koji se vezuju za specifi¢ne promotorske sekvence 1 regulisu
ekspresiju ciljnog gena (Franco-Zorrilla i sar.,, 2014). Kod Mimulus lewisii je otkriven
transkripcioni faktor RCP1 (eng. Reduced Carotenoid Pigmentation 1) koji je specifi¢an za cvet.
RCP1 funkcioni$e kao pozitivni regulator u biosintezi karotenoida, ali jos nije jasno da li on ima
direktan uticaj na ekspresiju gena biosintetskog puta. Pored toga, RCP1 ograni¢ava biosintezu
antocijanina i samim tim reguliSe sadrzaj karotenoida i antocijanina u cvetovima M. lewisii (Sagawa
i sar., 2016). U cvetovima Osmanthus fragrans otkriveno je da promotor CCD4 gena sadrzi
palindromske sekvence koje predstavljaju vezujuca mesta za transkripcioni faktor WRKY, koji
reguliSe ekspresiju OfCCD4 i tako kontroli$e sintezu pigmenata (Han i sar., 2016).

Ekspresija gena biosintetskog puta karotenoida moze biti regulisana i pomocu sredinskih
faktora (Shilpa i sar., 2017). Psy gen moze biti eksprimiran u odgovoru na razli¢ite ¢inioce, kao §to
su razvice, abscisinska kiselina, jak intenzitet svetlosti ili temperatura (Cazzonelli i Pogson, 2010).
Biosinteza karotenoida indukovana svetlos¢u karakteriSe se povecanom ekspresijom psy i
povecanom enzimskom aktivno$éu PSY (Welsch i1 sar., 2000). Intenzitet svetlosti, fotoperiod 1
spektralna svojstva svetlosti uti¢u na sastav i1 sadrzaj karotenoida tokom razvica cvetova i
sazrevanja plodova (Jahns i Holzwarth, 2012; Shilpa i sar., 2017).

1.3.4.2.1. Promena boje cveta genetickom modifikacijom biosinteze karotenoida

U poslednje dve decenije objavljeni su radovi o promeni boje cveta putem modifikacije
biosinteze karotenoida metodama genetickog inzenjerstva posredstvom Agrobacterium kod
nekoliko biljnih vrsta (Tabela 3). U genom duvana (Nicotiana tabacum) integrisan je gen za f-
karoten-ketolazu (crtO) iz zelene alge Hematococcus pluvialis pod kontrolom promotora gena za
PDS poreklom iz paradajza (Mann i sar., 2000). Kao rezultat ove metabolicke modifikacije
sintetisan je astaksantin (3,3'-dihidroksi-p,B-karoten-4,4'-diona), a njegova akumulacija je dovela do
promene boje nektarija iz Zute u crvenu. Par godina kasnije, Ralley i saradnici (2004) su kod
Nicotiana i paradajza postigli sintezu astaksantina uvodenjem dva gena iz morske bakterije
Paracoccus, 3,3'-B-hidroksilazu (crtZ) i 4,4'-B-oksigenazu (crtW). Trangeni listovi duvana
akumulirali su 50 puta veéu koli¢inu ketokarotenoida u odnosu na transgene listove paradajza.
Nektarije transgenog duvana bile su u razli¢itim nijansama ruzicaste boje za razliku od zutih
nektarija kontrolnih biljaka (Ralley i sar., 2004). Kod petunije je integrisan crtW gen poreklom iz
Agrobacterium aurantiacum. U transgenim biljkama sintetisan je astaksantin, a u zavisnosti od
koli¢ine akumuliranog astaksantina, boja cvetova petunije kretala se od tamno zute pa sve do
naradzaste (Umemoto i sar., 2006). Isti gen upotrebljen je i za pomenu boje cveta Lotus japonicus.
U transgenim cvetovima je sintetisan astaksantin, a kao posledica njegove akumulacije dobijeni su
cvetovi u razli¢itim nijansama narandzaste boje (Suzuki i sar., 2007).

23



Uvod

Tabela 3. Biljne vrste sa promenjenom bojom cveta, dobijene modifikacijom biosinteze
karotenoida metodom geneti¢ke transformacije posredstvom Agrabacterium.

Vrsta Boja cveta Referenca
Fortunella hindsii bela » narandzasta Cao i sar., 2015
Swingle
Ipomoea nil bela > zuta Watanabe i sar., 2017
Iris germnaica cv. ’Fire zuta > narandZasta i roze Jekni¢ i sar., 2014
Bride’

Lotus japonicus Zuta > narandZasta Suzuki i sar., 2007
Oncidium svetlo Zuta » belo-Zuta Wang i sar., 2016
Petunia sp. bledo zuta > tamno Zuta, narandzasta Umemoto i sar., 2006

Nicotiana glauca Zuta > crvena Mortimer i sar., 2017
Nicotiana tabacum Zuta » crvena Mann i sar., 2000
Nicotiana tabacum Zuta > crvena Ralley i sar., 2004

Solanum lycopersicum Zuta > razli¢ite nijanse narandzaste Jekni¢, 2015

Geneticka transformacija embriogenog kalusa Fortunella hindsii Swingle crtB genom za
fitoen-sintazu poreklom iz Pantoea agglomerans dovela je do povecane ekspresije crtB, koja je za
posledicu imala promenu boje cveta iz bele u narandzastu, kao i promenu boje korenova i opalih
listova. Poveéana akumulacija karotenoida u tkivima uzrokovala je razgradnju skroba u plastidima i
negativno je uticala na akumulaciju antocijanina (Cao i sar., 2015). Promena boje cveta Oncidium
uspe$no je dobijena putem RNK interferencije, snizavanjem ekspresije gena za [-karoten
hidroksilazu (BCH) (Wang i sar., 2016). Moritmer i saradnici (2017) su transformisali Nicotiana
glauca genima za crtW i crtZ iz Brevundimonas sp. SD-212 sa ciljem konverzije endogenih
karotenoida kao $to su -karoten i zeaksantin, u keto-hidroksilne karotenoide, kao §to su ehinenon i
njegovi derivati, kantaksantin, 4-ketozeaksantin i astaksantin. Osim promene boje cveta iz Zute u
crvenu, doSlo je i do premene boje listova, iz zelene u tamno braon-zelenu, a kod jedne transgene
linije listovi u fazi senescencije su bili crvene boje. Modifikacija biosinteze karotenoida pokusana je
i kod drvenaste vrste, jabuke (Malus domestica cv. ’Brookfield Gala’) u cilju povecanja otpornosti
na fotooksidaciju (Jia i sar., 2019). Posredstvom A. tumefaciens uvedeni su bkt i crtR-B geni iz
Haematococcus pluvialis u genom jabuke. Kao rezultat ekspresije ova dva gena doslo je do sinteze
astaksantina u transgenim tkivima. Kalus je promenio boju iz zelene u crvenu, a kasnije su i listovi
transgenih biljaka dobili crvenu boju.

Kod razli¢itih kultivara roda Iris uspe$no je promenjena boja cveta metabolickom
modifikacijom biosinteze karotenoida. Genetickom transformacijom bakterijskim crtB genom
poreklom iz Pantoea agglomerans, pod kontrolom promotorskog regiona gena za kapsantin-
kapsorubin-sintazu iz L. lancifolium (PLlccs) transformisana je Iris germanica cv. ’Fire Bride’.
Transgeni kalus je promenio boju iz Zute u roze-narandzastu i crvenu, kao rezultat povecane
akumulacije likopena. U transgenim biljkama I. germanica cv. ’Fire Bride’ regenerisanim iz kalusa,
ekspresija crtB gena dovela je do promene boje plodnika i cvetne drSke iz zelene u narandzastu ,
kao i prasnika i bazanog dela segmenta listova iz bele u roze (Jeknic i sar., 2014). Gen za kapsantin-
kapsorubin-sintazu (ccs) pod kontrolom konstitutivnog promotora (CaMV 35S) kori§¢en je za
transformaciju I. gerimanica cv. "Hot Property’. Transformisani kalus je promenio boju iz zute u
razli¢ite nijanse narandZasto-crvene, na racun novosintetisanih pigmenata kapsantina i kapsorubina
(Jekni¢ i sar., 2012). Istim genom (ccs) ali pod kontrolom himernog promotora (E35S-PchsA)
transformisan je Solanum lycopersicum cv. "Moneymaker’. Transformisani cvetovi paradajza bili su
u razli¢itim nijansama narandZaste boje za razliku od Zzutih cvetova netransformisanih biljaka.
Kapsantin i kapsantinu sli¢an pigment detektovani su ne samo u cvetovima ve¢ i u listovima
transgenih biljaka (Jekni¢, 2015).
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1.4. Status i prespektive gajenja biljaka sa promenjenom bojom cveta

Metode genetickog inZenjerstva omogucile su razmenu gena medu brojnim biljnim vrstama,
¢ak i onim inkompatibilnim. Istrazivanja u cilju promene boje cveta genetickim manipulacijama
traju viSe od tri decenije pri ¢emu je transformisan veliki broj biljnih vrsta. Medutim, do sada su
zvani¢no samo transgeni karanfili (Dianthus caryophyllus) i ruze (Rosa x hybrida), kod kojih je
modifikovan put biosinteze antocijanina, postali komercijalno dostupni. Geneticki modifikovani
karanfili iz serije "Moon’ pusteni su u prodaju 1997. godine u Japanu. Danas na trzistu postoji 11
varijeteta sa cvetovima razli¢itih nijansi, a prodaju se u USA, Kanadi, Japanu, Australiji, Rusiji,
Evropskoj Uniji, Ujedinjenim Arapskim Emiratima, a od 2012. godine i u Maleziji, dok se
proizvodnja odvija u Kolumbiji i Ekvadoru. Geneti¢ki transformisane plave ruze (Rosa x hybrida
’Applause’) u komercijalnoj prodaji su od 2009. godine na teritoriji Japana, a od 2011. godine i na
teritoriji Severne Amerike. Ohtsubo (2011) smatra da je ciklama (Cyclamen spp.) sledec¢a transgena
biljna vrsta koja se moze naéi u komercijalnoj prodaji u bliskoj buduénosti. Na tom putu postoji
nekoliko prepreka koje usporavaju i otezavaju prodaju ukrasnih transgenih biljaka u marketima.
Geneticki modifikovane vrste moraju pro¢i sve molekularne analize i mora se imati u vidu Sirenje
polena i semena takvih vrsta.

Takode, u poslednje vreme uocene su i druge transformisane ukrasne biljke sa promenjenom
bojom cveta koje se nalaze na trzistu. Bashandy i Teeri (2017) su na osnovu molekularne analize
pokazali da petunije sa narandzastim cvetovima, koje su pronadene u Finskoj u slobodnoj prodaji,
predstavljaju geneticki modifikovane biljke. U cvetovima ovih petunija dominantno se nalazio
pigment pelargonidin, dok je u biljkama bio eksprimiran Al gen poreklom iz kukuruza, kao i
selektivni marker-gen za neomicin-fosfotransferazu (nptll).

Kada je u pitanju komercijalizacija geneticki modifikovanih ukrasnih biljaka, moze se
ocekivati da ¢e se u buducnosti jo§ ukrasnih vrsta na¢i na trziStu. Potrebno je proceniti rizik
stavljanja takvih vrsta u promet, naro¢ito kada se radi o oCuvanju zivotne sredine i zdravlju ljudi.
Neophodno je ispuniti zakonske regulative koje zahteva svaka drzava i dobiti odobrenja za gajenje
transgenih biljaka izvan laboratorijskih uslova. Svakako, ofekuje se da njihova komercijalizacija
bude veca u odnosu na biljne vrste koje se koriste u ishrani.
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2. CILJ RADA

Osnovni naucni cilj ove doktorske disertacije je razvoj novih biotehnoloskih metoda za
oplemenjivanje sitnocvetne ljubicice Viola cornuta L. cv.’Lutea Splendens’ u cilju promene boje
cveta metabolickom modifikacijom biosinteze karotenoida genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu.

Realizacija postavljenog cilja obuhvatala je nekoliko zadataka:

1. Uspostavljanje protokola za in vitro regeneraciju izdanaka V. cornuta putem organogeneze de
novo iz razli¢itih eksplantata izolovanih iz klijanaca i in vitro gajenih biljaka.

2. Razvoj protokola za geneticku transformaciju V. cornuta genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu
(LIccs) poreklom iz ljiljana (Lilium lancifolium) posredstvom Agrobacterium tumefaciens.

3. Dokazivanje prisustva Llccs gena i njegove ekspresije u transformisanim biljkama molekularnim
metodama.

4. Analiza akumulacije novosintetisanog pigmenta u cvetovima transformisanih biljaka.
5. Pracenje fenotipskih karakteristika transformisanih biljaka.

6. Razvoj protokola za dugotrajno ¢uvanje netransformisanih i transformisanih linija metodama
krioprezervacije.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Biljni materijal

Za uspostavljanje in vitro kulture, kao polazni materijal koris¢ena su semena Viola cornuta
L. cv. ’Lutea Splendens’ (B & T World Seeds sarl, Panguignan, Francuska - kataloSki broj 24421 1
Jelitto Staudensamen, Schwarmstedt, Nemacka - kataloski broj VA206).

3.1.1. Sterilizacija semena

Semena kultivara V. cornuta L. *Lutea Splendens’ povrsinski su sterilisana ispiranjem 60
minuta u tekucoj vodi u koju je dodato dve kapi komercijalnog deterdzenta, a zatim su inkubirana
20 minuta u 20% vodenom rastvoru komercijalnog sredstva za izbeljivanje (Sneznik, Panonija,
Pancevo, Srbija) koje sadrzi 4% aktivnog hlora. Semena su u rastvoru za izbeljivanje bila izlozena
konstantnom mesanju na horizontalnoj rotacionoj mesalici (90 rpm). Nakon 20 minuta sredstvo za
izbeljivanje sa aktivnim hlorom je uklonjeno i dodat je 96% etanol, u kome su semena bila 1 minut.
Semena su zatim tri puta isprana sterilnom dejonizovanom vodom, ocedena na sterilnom filter-
papiru i postavljena u sterilne Petri-kutije (Spektar, Cacak, Srbija) sa hranljivom podlogom za
isklijavanje ili na sterilni navlazeni filter-papir.

3.2. Sastav hranljivih podloga

Za gajenje V. cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’ u uslovima in vitro kori§¢eni su mineralni
rastvor i rastvor vitamina po Murashige i Skoog-u (1962). Sastav mineralnih soli, kompleksa
gvozda i vitamina MS hranljive podloge prikazan je u Tabeli 4.

Tabela 4. Sastav i koncentracija mineralnih soli, kompleksa gvozda i vitamina u MS hranljivoj
podlozi (Murashige i Skoog, 1962).

Makroelementi mg/l podloge
NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, x 2H,0 440
MgSO, x 7H,0 370
KH,PO, 170
Mikroelementi mg/l podloge
MnSQO, x 4H,0 22,3
ZnSQ,4 x 7H,0 8,6
H3BO3 6,2
KJ 0,83
Na,MoO, x 2H,0 0,25
CuSO, x 5H,0 0,025
CoCl, x 6H,0 0,025
Kompleks gvozda mg/l podloge
Na,EDTA x 2H,0 37,2
FeSO, x 7TH,0O 27,8
Kompleks vitamina mg/l podloge
Vitamin B, 0,1
Vitamin Bg 0,5
Nikotinska kiselina 0,5

Glicin 2,0
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Kao osnovna hranljiva podloga koriS¢ena je modifikovana MS podloga koja je sadrzala
upola razblaZzen rastvor mineralnih soli, dok su kompleksi gvozda i vitamina bili u punim
koncentracijama (¥2MS). Pored mineralnih soli 2MS hranljiva podloga sadrzala je 20 g/l saharoze,
7 g/l agara (Institut za virusologiju, Torlak, Beograd, Srbija), 100 mg/l mio-inozitola (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 80 mg/l adenin hemisulfata (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i
100 mg/l L-tirozina (Reanal, Madarska). Vrednost pH hranljive podloge podesavana je na 5,8
pomo¢u 1N NaOH i/ili 1 N HCI pre sterilizacije u autoklavu (Raypa® AE75, Barselona, Spanija),
na temperaturi od 114 °C i pritisku od 80 kPa, u trajanju od 25 minuta.

Klijanje semena V. cornuta u uslovima in vitro ispitivano je na 4 hranljive podloge. Pored
MS hranljive podloge, koris¢ene su podloge sa dva (’2MS) 1 cetiri (/%4MS) puta manjom
koncentracijom mineralnih soli, dok su kompleksi gvozda i vitamini u svim podlogama bili u punim
koncentracijama. Takode je koriS¢ena MS hranljiva podloga sa dodatkom 0,1 mg/l giberelne
kiseline (MS + GAy).

Za indukciju formiranja izdanaka iz eksplantata uzetih iz klijanaca — odsecci listova, lisnih
drski i hipokotila, koriS¢ena je 2MS hranljiva podloga bez regulatora rastenja koja je predstavljala
kontrolnu podlogu i dve ¥2MS hranljive podloge sa dodatim regulatorima rastenja. Hranljive
podloge za indukciju izdanaka iz eksplantata uzetih sa klijanaca navedene su u Tabeli 5.

Tabela 5. Sastav hranljivih podloga za indukciju izdanaka iz odsecaka lisnih drski, listova i
hipokotila klijanaca V. cornuta.

Hranljiva podloga Koncentracija regulatora rastenja (mg/l)
2MS -
¥“MS + 2,4-D + BAP 0,1+20
2-MS + TDZ 1,0

Za indukciju organogeneze izdanaka iz eksplantata uzetih sa in vitro gajenih biljaka —
odsecci lisnih drski 1 listova, koriS¢eno je 29 hranljivih podloga. Osnovna podloga (2MS) bila je
obogacena sa regulatorima rastenja IAA, NAA, BAP, KIN, TDZ i CPPU (N-fenil-N’-(2-hloro-4-
piridil) urea)) a njihove kombinacije i koncentracije u podlozi navedene su u Tabeli 6.

Tabela 6. Regulatori rastenja i njihove kombinacije i koncentracije u hranljivim podlogama za
indukciju izdanaka iz odsecaka lisnih drski i listova in vitro gajenih biljaka V. cornuta.

Regulatori rastenja (mg/l)
Auksini Citokinini
IAA NAA BAP KIN TDZ CPPU
- - 0,1 - - -
- - 0,5 - - -
- - 1,0 - - -
0,1 - 1,0 - - -
0,5 - 1,0 - - -
- 0,1 1,0 - - -
- 0,5 1,0 - - -
- - - 0,1 - -
- - - 0,5 - -
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Tabela 6. nastavak

- - - 1,0 - -
0,1 - - 1,0 - -
0,5 - - 1,0 - _
- 0,1 - 1,0 - -
- 0,5 - 1,0 - -
- - - - 0,1 -
- - - - 0,5 -
- - - - 1,0 -
0,1 - - - 1,0 -
0,5 - - - 1,0 -
- 0,1 - - 1,0 -
- 0,5 - - 1,0 -
- - - - - 0,1
- - - - - 0,5
- - - - - 1,0
0,1 - - - - 1,0
0,5 - - - - 1,0
- 0,1 - - - 1,0
- 0,5 - - - 1,0

U Tabeli 7 prikazan je sastav svih hranljivih podloga koje su koris¢ene za umnozavanje
izdanaka.

Tabela 7. Sastav svih hranljivih podloga koris¢enih za umnoZavanje izdanaka V. cornuta.

Hranljiva podloga Koncentracija regulatora rastenja (mg/l)
LMS -
.MS + NAA + BAP 0,1+1,0
¥%MS + NAA + BAP 05+1,0
.MS + TDZ 0,1
%MS + CPPU 0,5

Za oziljavanje izdanaka V. cornuta koriS¢ena je podloga bez regulatora rastenja kao i
podloge sa razli¢itim auksinima. Sve podloge za oziljavanje izdanaka prikazane su u Tabeli 8.

Tabela 8. Sastav hranljivih podloga za oziljavanje izdanaka V. cornuta.

Hranljiva podloga Koncentracija regulatora rastenja (mg/l)
2MS -
LMS + IAA 0,1
1L,MS + IBA 0,1
%LMS + NAA 0,1

3.3. Uslovi gajenja u kulturi in vitro

In vitro kulture gajene su u klimatizovanoj prostoriji za gajenje, na temperaturi od 23 * 2
°C. Kulture su gajene u uslovima dugog dana (16h svetlost/8h mrak) ili u konstanstnom mraku. Kao
izvor bele svetlosti koriS¢ene su fluorescentne lampe (Tesla, Pancevo, Srbija, 65 W, gustina
svetlosnog fluksa od 47 + 2 umol/m?s).
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3.4. Klijanje semena u kulturi in vitro

Sterilisana semena postavljana su u Petri-kutije na hranljive podloge navedene u Tabeli 9.
Petri-kutije su bile umotane u aluminijumsku foliju kako bi se obezbedili uslovi konstantnog mraka.
Klijanje semena je praceno na tri temperature: 23 °C (u sobi za gajenje biljaka), 10 °C (u frizideru) 1
4 °C (u hladnoj sobi). Procenat klijanja semena utvrdivan je nakon 4, 8 i 12 nedelja od pocetka
eksperimenta. Svaka eksperimentalna grupa sastojala se od 4 Petri-kutije sa po 20 semena (n=80).
Eksperiment je ponovljen tri puta. Pored toga, sterilisana semena su gajena na sterilnom vlaznom
filter-papiru na temperaturi od 23 °C.

Tabela 9. Sastav hranjivih podloga i uslovi klijanja semena V. cornuta.

Hranljiva podloga Temperatura (°C)
YaMS 23
YaMS 10
YaMS 4
LMS 23
LMS 10
LMS 4

MS 23
MS 10
MS 4
MS + 0,1 GA; 23
MS + 0,1 GA; 10
MS + 0,1 GA; 4

3.5. Regeneracija izdanaka V. cornuta u kulturi in vitro

De novo organogeneza izdanaka ispitivana je kod eksplantata poreklom od Klijanaca -
odsecci listova, lisnih drski i hipokotila, kao i eksplantata poreklom od in vitro gajenih biljaka —
odsecci lisnih drski 1 listova.

3.5.1. Regeneracija izdanaka iz odsecaka klijanaca

Kao polazni materijal za dobijanje izdanaka u kulturi in vitro koris¢eni su eksplantati
klijanaca (odsecci listova, lisnih drski 1 hipokotila) koji su dobijeni isklijavanjem semena tokom 12
nedelja na MS hranljivoj podlozi na 4 °C. Eksplantati su postavljani na 2MS hranljivu podlogu sa
0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP, odnosno 1,0 mg/l TDZ, kao i na ¥2MS hranljivu podlogu bez
regulatora rastenja koja je predstavljala kontrolu (Tabela 5). Odsecci listova (5 x 5 mm), lisnih
drski (5 mm) i hipokotila (10 mm) su gajeni u Petri-kutijama sa 25 ml podloge. Svaka
eksperimentalna grupa sastojala se od 3 Petri-kutije sa po 10 eksplantata (n=30) i ceo eksperiment
je ponovljen dva puta. Kulture su gajene u uslovima konstantnog mraka. Posle 4 nedelje odredivan
je procenat eksplantata kod kojih je formiran kalus kao i procenat eksplantata kod kojih su
indukovani izdanci.

3.5.1.1. Uticaj svetlosti na regeneraciju izdanaka

Za ispitivanje uticaja svetlosti na formiranje izdanaka in vitro kao pocetni eksplantati
korisc¢eni su odsecci hipokotila klijanaca koji su dobijeni isklijavanjem semena tokom 12 nedelja na
%MS hranljivoj podlozi na 10 °C. Odsecci hipokotila duzine 10 mm gajeni su na %2MS hranljivoj
podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP. Polovina od ukupnog broja eksplantata gajena je u
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uslovima dugog dana, dok je druga polovina gajena u konstantnom mraku. Svaka eksperimentalna
grupa sastojala se od 4 Petri-kutije sa po 30 eksplantata (n=120). Posle 4 nedelje odredivan je
procenat eksplantata kod kojih je formiran kalus, procenat eksplantata kod kojih su formirani
adventivni izdanci kao i broj izdanaka po eksplantatu. Eksperiment je ponovljen dva puta.

3.5.1.2. Uticaj pozicije odsecka hipokotila na regeneraciju izdanaka

Regenerativni potencijal razli¢itih odsecaka hipokotila klijanca V. cornuta ispitivan je tako
Sto je gornja polovina hipokotila klijanca podeljena na 3 odsecka duzine 5 mm. Odsec¢ak hipokotila
koji je najblizi epikotilu klijanca oznacen je kao h; (gornji), sledeci kao h; (srednji) i odsecak koji je
najblizi korenu klijanca kao hs (donji). Eksplantati hipokotila su razdvojeni po pozicijama,
postavljeni u Petri-kutije na ¥2MS hranljivu podlogu za indukciju izdanaka sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0
mg/l BAP, i gajeni u uslovima dugog dana na temperaturi od 23 + 2 °C. Subkultivacija eksplantata
hipokotila vrSena je u intervalu od 4 nedelje. Na kraju svake subkulture odredivan je procenat
eksplantata kod kojih su se formirali izdanci kao i broj izdanaka po odsecku hipokotila. Svaka
eksperimentalna grupa eksplantata hipokotila (h;-h3) sastojala se od 4 Petri-kutije sa po 15
eksplantata (n=60), a eksperiment je ponovljen tri puta.

3.5.1.3. Histoanatomska analiza organogeneze izdanaka

Histoanatomska analiza organogeneze izdanaka formiranih na odsec¢cima hipokotila uradena
je po metodi Jensen (1962). Eksplantati hipokotila su fiskirani nakon 0, 10, 15, 20, 25 i 30 dana
gajenja na ¥2MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP.

Uzorci su fiksirani u FAA (85% etanol:10% formaldehid:5% glacijalna siréetna kiselina) 1
Cuvani u frizideru na 4 °C. Nakon fiksacije, uzorci su isprani teku¢om vodom, a zatim je vrsena
postepena dehidratacija biljnog materijala u gradijentu vodenih rastvora etanola (30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 100%). Zatim je tkivo tretirano smeSom apsolutnog etanola i ksilola (1:1, v:v), ksilolom,
kao 1 smeSom ksilola i parafina (1:1, v:v) na 60 °C. U smesi ksilola i1 parafina biljni materijal je
stajao u termostatu 24h, a nakon toga je smeSa zamenjena Cistim rastopljenim parafinom (Histowax,
Histolab, Svedska) u kojem je materijal bio naredna 72h na 60 °C.

Nakon kalupljenja biljnog materijala parafinski blokovi su sefeni na Reichert-ovom
rotacionom mikrotomu (Bec¢, Austrija), a preseci (debljine 7 pm) su postavljani na predmetne
plocice. Pre bojenja, tkivo je oslobodeno parafina drzanjem ploc€ica sa presecima u ksilolu, dva puta
po 15 minuta. Rehidratacija preseka je vrSena kroz seriju vodenih rastvora etanola (100%, 96%,
70%) u trajanju od po 10 minuta.

Preparati su bojeni u rastvoru hematoksilina u trajanju od 15 minuta. 1z hematoksilina,
preparati su preneseni u vodu i dobro isprani, a potom i dehidrirani u seriji vodenih rastvora etanola
(70%, 96%, 100%). Prosvetljavanje preparata postignuto je drzanjem preparata u ksilolu I i ksilolu
IT po 5 minuta. Preko preparata izvadenog iz ksilola naneta je kap Kanada balzama 1 preseci su
pokriveni pokrovnim staklom. Dobijeni trajni preparati su fotografisani na svetlosnom mikroskopu
Nikon Eclipse E100 pomoc¢u kamere MikroCam SP 5.1 Bresser i softvera MikroCamULablI.

3.5.2. Regeneracija izdanaka na eksplantatima poreklom od in vitro gajenih izdanaka V.
cornuta

Lisne drske i listovi biljaka gajenih u kulturi in vitro, iseceni su na delove (duzine 5 mm i
Sirine 4-6 mm) 1 gajeni na 2MS hranljivoj podlozi sa dodatim citokininima pojedinacno (BAP,
KIN, TDZ ili CPPU) u koncentracijama 0,1, 0,5 i 1,0 mg/l, ili u kombinaciji sa auksinima (IAA ili
NAA) u koncentracijama 0,1 i 0,5 mg/l (Tabela 6). Svaka eksperimentalna grupa sastojala se od 4
Petri-kutije sa po 10 odsecaka lisnih drski ili listova (n=40). Posle Cetiri nedelje gajenja na 23 + 2
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°C u uslovima dugog dana odredivan je procenat eksplantata na kojima se formirao kalus, procenat
eksplantata sa regenerisanim izdancima i prosecan broj izdanaka po eksplantatu. Eksperiment je
ponovljen dva puta.

3.6. UmnozZavanje izdanaka V. cornuta u kulturi in vitro

Umnozavanje izdanaka regenerisanih u kulturi in vitro praceno je odvojeno kod izdanaka
koji su dobijeni od eksplantata klijanaca kao i eksplantata poreklom od in vitro gajenih biljaka
(Tabela 7).

Dobro razvijeni izdanci, regenerisani na razli¢itim eksplantatima klijanaca (odsec¢cima
listova, lisnih drski 1 hipokotila), izdvojeni su 1 dalje gajeni u erlenmajerima sa 40 ml ¢vrste /2MS
hranljive podloge sa 0,1 ili 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP. Svaka eksperimentalna grupa sastojala se
od 4 erlenmajera sa po 10 izdanaka (n=40). Posle 4 nedelje odredivan je broj novoformiranih
aksilarnih izdanaka, odnosno indeks multiplikacije. Kontinualna kultura izdanaka odrzavana je
subkultivacijom na svake 4 nedelje, na hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP.

Pored toga, prac¢eno je umnozavanje izdanaka (duzine 2 cm), regenerisanih na odseccima
lisnih drski i listova izdanaka gajenih in vitro. Adventivni izdanci gajeni su u erlenmajerima sa 40
ml %2MS hranljive podloge sa dodatkom 0,1 mg/l TDZ ili 0,5 mg/l CPPU ili 0,5 mg/l NAA i 1,0
mg/l BAP. Za svaku eksperimentalnu grupu postavljena su po 4 erlenmajera sa po 10 izdanaka
(n=40). Nakon 6 nedelja gajenja odredivani su prosean broj izdanaka po eksplantatu i prosecna
duzina izdanka.

3.7. Oziljavanje izdanaka V. cornuta u kulturi in vitro

Vrhovi izdanaka regenerisani na razli¢itim eksplantatima klijanaca koji su umnozavani na
hranljivim podlogama za umnozavanje sa NAA 1 BAP duZzine oko 2 cm, su izolovani i dalje gajeni
na ¥2MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja ili na podlogama sa niskom koncentracijom (0,1
mg/1) razli¢itih auksina - IAA, IBA i NAA (Tabela 8) radi oziljavanja. Svaka eksperimentalna
grupa sastojala se od 5 tegli sa po 10 izdanaka (n=50), a eksperiment je ponovljen dva puta. Posle 8
nedelja odredivani su procenat oziljavanja, broj korenova po biljci i duzina najduzeg korena. Pored
toga, odredivani su 1 parametri koji opisuju morfologiju ozZiljenih biljaka: broj bo¢nih grana po
biljci, broj nodusa po biljci 1 prosecna visina biljke.

Izdanci regenerisani na eksplantatima in vitro gajenih biljaka, duzine 2 c¢m, koji su dobijeni
umnozavanjem na hranljivim podlogama sa TDZ, CPPU ili NAA i1 BAP dalje su gajeni na 2MS
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Izdanci su gajeni u staklenim teglama sa 100 ml ¢vrste
hranljive podloge. Svaka eksperimentalna grupa sastojala se od 5 tegli sa po 10 izdanaka (n=50).
Posle 4 nedelje gajenja odredivan je broj korenova po biljci i duzina najduzeg korena, kao i
morfoloski parametri kao $to su broj bo¢nih grana po biljci i prose¢na visina biljke.

3.8. Aklimatizacija biljaka V. cornuta iz kulture in vitro

Oziljene biljke su izvadene iz posuda za gajenje u uslovima in vitro, oprane pod
c¢esmenskom vodom radi uklanjanja ostataka hranljive podloge i1 zasadene u Zardinjere sa
supstratom (Floradur® B Pot Medium-Coarse, Floragard Vertriebs-GmbH, Oldenburg, Nemacka).
Biljke su gajene u stakleniku na temperaturi od 21 £ 4 °C.
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3.9. Geneticka transformacija V. cornuta

Geneticka transformacija V. cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’ izvrSena je pomocu A.
tumefaciens soj LBA4404, genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu (ccs). U ovom radu koriéen je
ccs gen izolovan i kloniran iz tigrastog ljiljana (Lilium lancifolium), odnosno perijanta njegovih
narandzastih cvetnih pupoljaka i oznacen je kao Llccs (Jekni¢ i sar., 2012). Za inokulaciju sa A.
tumefaciens koris¢eni su odsecci hipokotila klijanaca V. cornuta iz kulture in vitro.

3.9.1. Vektori kori$éeni za geneticku transformaciju

Transformacija je izvrSena sa tri razlicita vektora: 1. pWBVec10a/CaMV35S::Llccs:: TNos,
2. pWBVecl0a/E35S-PchsA::Llccs::TNos, 3. pWwBVecl0a. U prvom transformacionom vektoru
Llccs je pod kontrolom konstitutivnog promotora, CaMV 35S, i Nos terminatora (Slika 6a), dok je
u drugom transformacionom vektoru Llccs pod kontrolom E35S-PchsA himernog promotora
(promotora gena za halkon-sintazu iz petunije - PchsA, fuzionisanog za enhenser sekvencu - E35S,
konstitutivnog promotora mozai¢nog virusa karfiola) i Nos terminatora (Slika 6b). Ekspresione
kasete Llccs gena ubacene su unutar binarnog plazmidnog vektora pWBVecl0a, koji nosi hpt gen
za rezistenciju na higromicin (CaMV 35S::hpt::T35S) i uidA marker gen (CaMV 35S::uidA:: TNos).
Oba gena su prekinuta intronom kako ne bi doslo do njihove ekspresije u bakterijskim ¢éelijama.
Tre¢i vektor (“prazan vektor”) je predstavljao kontrolu transformacije i nosio je samo selektivni
marker-gen i reporterski gen.

a EcoRI BamHI BamHI EcoRI
TNos
b EcoRI BamHI BamHI Clal EcoRI
=== TNos PchsA | E358 ——

Slika 6. Deo mape T-DNK regiona transformacionog vektora koja predstavlja ekspresionu kasetu
gena za kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs) pod kontrolom razli¢itih promotora i Nos terminatora.
a - transformacioni vektor pwWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos (Jekni¢ i sar., 2012); b -
transformacioni vektor pWBVec10a/E35S-PchsA::Llccs::TNos (Jekni¢, 2015).

3.9.2. Sastav hranljive podloge za rast bakterija
A. tumefaciens LBA4404, koris¢en u eksperimentima geneticke transformacije, gajen je na

YEP (eng. Yeast Extract Pepton) hranljivoj podlozi (An i sar., 1988) ¢iji je sastav prikazan u Tabeli
10.

Tabela 10. Sastav YEP hranljive podloge za rast bakterija.

Komponenta Koncentracija (g/l)

Ekstrakt kvasca 10
Pepton 10
NaCl 5
Agar 15

pH 7,2
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Cvrsta hranljiva podloga za rast bakterija je nakon sterilizacije hladena do oko 40 °C, kada
su u laminarnoj komori neposredno pre razlivanja u Petri-kutije dodavani antiobiotici spektinomicin
(100 mg/l) (AppliChem GmbH, Darmstadt, Nemacka) i kanamicin (50 mg/l) (Sigma-Adrich,
Steinheim, Nemacka). Bakterijske kulture, zasejane ezom na ¢vrstu hranljivu podlogu u Petri-
kutijama, inkubirane su u mraku na temperaturi od 26 + 2 °C u trajanju od 48-72h (do pojave
bakterijskih kolonija), a potom ¢uvane na +4 °C. Svakog meseca vrseno je presejavanje bakterijskih
kultura na svezu YEP hranljivu podlogu. Na duzi vremenski period bakterije su cuvane kao

glicerolske kulture (1:1 (v:v) smesa sterilnog glicerola i prekono¢ne bakterijske suspenzije), na -70
°C.

Za inokulaciju biljnog materijala koris¢ene su bakterijske suspenzije dobijene zasejavanjem
jedne bakterijske kolonije sa ¢vrste YEP hranljive podloge u 10 ml te¢ne YEP podloge, kojoj su
prethodno dodati antibiotici spektinomicin (100 mg/l) i kanamicin (50 mg/l). Nakon 24h inkubacije
na horizontalnoj rotacionoj mesalici na 90 rpm u mraku i na temperaturi od 23 + 2 °C, dobijena
bakterijska suspenzija je koriS¢ena za inokulaciju eksplantata hipokotila V. cornuta u cilju geneticke
transformacije.

3.9.3. Odredivanje selektivne koncentracije higromicina

Za odredivanje koncentracije antibiotika koja ¢e se koristiti prilikom selekcije
transformisanog od netransformisanog biljnog materijala, uraden je test osetljivosti biljaka V.
cornuta prema higromicinu (Duchefa Biochemie, Haarlem, Holandija). Eksplantati hipokotila
duzine 5-6 mm su posle 2, odnosno 7 dana gajenja na ¥2MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i
2,0 mg/l BAP za indukciju oragnogeneze izdanaka subkultivisani na hranljivu podlogu istog sastava
u koju je dodat higromicin u koncentracijama 0, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 i 10 mg/l. Za svaki tretman u 3
Petri-kutije postavljeno je po 30 eksplantata (n=90). Eksplantati hipokotila su na podlogama sa
higromicinom gajeni 4 nedelje u uslovima dugog dana, nakon ¢ega je odreden procenat eksplantata
koji je formirao kalus, procenat eksplantata koji je regenerisao adventivne izdanke, kao i broj
regenerisanih izdanaka po eksplantatu. Na osnovu dobijenih rezultata, za selekciju transformisanog
od netransformisanog biljnog tkiva, u zavisnosti od duzine trajanja predtretmana, izabrana je
najniZa koncentracija higromicina na kojoj je regeneracija izdanaka inhibirana.

3.9.4. Geneti¢ka transformacija eksplantata hipokotila V. cornuta pomoéu A. tumefaciens

Kao pocetni biljni materijal za geneticku transformaciju koriséeni su eksplantati hipokotila
klijanaca, starih oko dva meseca i prose¢ne duzine 7-8 cm. Odsecci hipokotila, duzine ~5 mm,
vodili su poreklo od gornje polovine hipokotila klijanca, sa regiona najblizeg apikalnom meristemu.
Pre inokulacije, odsecci hipokotila su 2, odnosno 7 dana gajeni na hranljivoj podlozi, za indukciju
izdanaka (*2MS sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP; Tabela 11). Nakon predtretmana, eksplantati su
potapani u prethodno pripremljenu bakterijsku suspenziju kojoj je dodat 100 UM acetosiringon (AS)
(Sigma). Opticka gustina suspenzije, izmerena na spektrofotometru (Agilent 8453, Santa Clara, CA,
SAD) na talasnoj duzini od 600 nm, iznosila je od 0,3 — 0,7. Inokulacija eksplantata hipokotila sa A.
tumefaciens je trajala od 10 — 15 min, a odvijala se u mraku, na horizontalnoj rotacionoj mesalici
(50 rpm), na temperaturi od 23 + 2 °C. Kontrolni odsecci hipokotila potapani su u tecnu YEP
podlogu koja nije sadrzala bakterije. Potom su svi eksplantati ocedeni na sterilnom filter-papiru i
postavljeni u Petri-kutije na hranljivu podlogu za kokultivaciju.
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Tabela 11. Sastav hranljivih podloga za geneticku transformaciju hipokotila V. cornuta pomocu A.
tumefaciens.

Protokol Hranljive podloge
Predtretman LMS, 20 g/l saharoza, 7 g/l agar, 100 mg/l mio-inozitol, 100 mg/l tirozin, 80
mg/l adenin hemisulfat, 0,1 mg/l 2,4-D, 2,0 mg/l BAP, pH 5,8
Inokulacija YEP hranljiva podloga, 100 uM acetosiringon
Kokultivacija ~ %2MS, 20 g/l saharoza, 7 g/l agar, 100 mg/l mio-inozitol, 100 mg/l tirozin, 80
mg/l adenin hemisulfat, 0,1 mg/l 2,4-D, 2,0 mg/l BAP, 100 uM acetosiringon,
pH 5,2
Selekcija ¥.MS, 20 g/l saharoza, 7 g/l agar, 100 mg/l mio-inozitol, 100 mg/I tirozin, 80
mg/l adenin hemisulfat, 0,1 mg/l 2,4-D, 2,0 mg/l BAP, 500 mg/I cefotaksim, 1
mg/l higromicin, pH 5,8

Hranljiva podloga za kokultivaciju odsec¢aka hipokotila bila je istog sastava kao hranljiva
podloga za indukciju izdanaka, sa dodatkom AS u koncentraciji istoj kao i prilikom inokulacije (100
uM), ali nize pH vrednosti (pH 5,2). Svi odsecci su kokultivisani 2 dana, u mraku i na temperaturi
od 23 £ 2 °C. Nakon kokultivacionog perioda viSak bakterija sa eksplantata je uklonjen ispiranjem u
vodenom rastvoru cefotaksima (1 g/l) (Tolycar®, Jugoremedija AD, Zrenjanin, Srbija), a hipokotili
su ocedeni na sterilnom filter-papiru i postavljeni na selektivhu hranljivu podlogu koja je pored
cefotaksima (500 mg/1) sadrzala i higromicin (1 mg/l). Kontrolni odsecéci hipokotila su podvrgnuti
istoj proceduri, nakon ¢ega je jedan deo kontrolnih (neinokulisanih) odse¢aka hipokotila sve vreme
gajen na hranljivoj podlozi za indukciju izdanaka bez dodatka antibiotika, a drugi na selektivnoj
hranljivoj podlozi.

Procedura za dobijanje transformisanih biljaka V. cornuta pomoc¢u “praznog vektora” i
vektora kod koga je Llccs gen pod kontrolom konstitutivnog promotora, CaMV 35S, dodatno je
optimizovana variranjem gustine bakterijske suspenzije i vremena inokulacije eksplantata hipokotila
(Slika 7).

Selekcija potencijalno transformisanog biljnog tkiva je zapoceta na hranljivoj podlozi sa
niskom koncentracijom higromicina (1 mg/l), na kojoj su odsecci gajeni 4 nedelje. Zatim je u
naredna dva intervala od po 4 nedelje koncentracija cefotaksima postepeno snizavana dok je
koncentracija higromicina povecavana, sve do one koncentracije higromicina koja je utvrdena
testom osetljivosti netransformisanih eksplantata hipokotila prema higromicinu (2,5 mg/l, odnosno
7,5 mg/l).
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6 nedelja na ¥2MS
na 10 °C u mraku

-

l 2 ili 7 dana na podlozi za
indukciju izdanaka

l OD 0,3-0,7
10-15 min

100 pM acetosiringonomipH 5,2;na 23°Cu

l 2 dana na podlozi za indukciju izdanaka sa

mraku; ispiranje u rastvoru cefS00 mg/1

2 nedelje na podlozi za indukciju
izdanaka sa 500 mg/l cefotaksimail
mg/1 higromicina

—

|

Svake 3-4 nedelje

%2MS + 0,5mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP
Nakon 2-3 meseca

P

%MS + 0,1 mg/l NAA

—

Slika 7. Procedura za dobijanje transformisanih biljaka V. cornuta.
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Odsecci hipokotila na kojima se formirao kalus i kod kojih je indukovana regeneracija
izdanaka su izdvojeni 1 gajeni jo§ 4 nedelje na hranljiivoj podlozi za indukciju izdanaka sa
antibioticima u cilju potpune eliminacije A. tumefaciens i selekcije transformisanih izdanaka.
Kontrolni i potencijalno transformisani izdanci su izdvojeni, oznaceni kao zasebne linije i umnozeni
na hranljivoj podlozi za multiplikaciju izdanaka bez antibiotika. Odabrane linije su subkultivisane
na svezu hranljivu podlogu svake 4 nedelje i gajene u uslovima dugog dana, na temperaturi od 23 +
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3.10. Potvrda uspesnosti geneticke transformacije V. cornuta

Uspesnost geneticke transformacije V. cornuta najpre je potvrdena histohemijskim GUS
testom (odeljak 3.10.1.) koji je predstavljao prvi, preliminarni dokaz o transformaciji eksplantata
hipokotila. Zatim je PCR metodom (odeljak 3.10.2.) potvrdeno prisustvo heterolognih gena u
genomu V. cornuta.

3.10.1. Histohemijski GUS test

Ekspresija gus gena (uidA) kod potencijalno transformisanih kalusa i listova mladih
izdanaka nakon genetiCke transformacije, kao i kod listova transformisanih izdanaka nakon
krioprezervacije odredivana je histohemijski, po metodi Jefferson i saradnici (1987). Gen uidA
kodira enzim B-glukuronidazu, a produkt enzimske reakcije sa komercijalnim supstratom X-Gluc
(5-bromo-4-hloro-3-indolil-p-D-glukuronid) je jedinjenje intenzivno plave boje (CIBr-indigo) koje
precipitira odmah po formiranju, §to omogucava vizuelno utvrdivanje mesta delovanja enzima.

Komadi¢i kalusa (3x3 mm) i listovi izdanaka (4x5 mm) najpre su 20 min ispirani 90%
rastvorom hladnog acetona u bunari¢ima mikrotitar plo€e, a potom su isprani dva puta puferom (0,5
mM Kj3[Fe(CN)g], 0,5 mM Ky[Fe(CN)g] x 3H,0, 10 mM Na,EDTA, 50 mM NaH,PQO,) bez X-Gluc-
a. Nakon toga, u svaki bunari¢ mikrotitar ploce sa biljnim materijalom dodato je po 200 pl
reakcionog pufera koji je sadrzao X-Gluc (2 mM) i mikrotitar ploca je ostavljena u termostatu na 37
°C 24h.

X-Gluc je u rastvoru nestabilan pa je njegovo rastvaranje u DMSO i dodavanje puferu
izvrseno neposredno pred koris¢enje. Kako su u pitanju tkiva bogata hlorofilom, izvrSeno je i
njihovo obezbojavanje ispiranjem u seriji rastu¢ih koncentracija etanola (30%, 70%, 96%).

3.10.2. PCR analiza

Prisustvo heterologih gena (Llccs, hpt i uidA) u genomu V. cornuta potvrdeno je PCR
analizom genomske DNK. DNK je izolovana iz kalusa i listova netransformisanih i potencijalno
transformisanih biljaka gajenih in vitro.

I1zolacija ukupne genomske DNK

Ukupna genomska DNK izolovana je po metodi Haymes (1996). Oko 25 mg biljnog
materijala odabranih linija samleveno je u Ependorf tubici od 1,5 ml pomocu te¢nog azota. U
digestoru je dodato 400 pl ekstrakcionog pufera (2% heksa-decil-3-metil-amonijum-bromid
(CTAB) (m/v), 20 mM NaEDTA, 100 mM TRIS-HCI pH 8, 1,4 M NaCl, 1% PVP (m/v)) kome je
neposredno pre upotrebe dodato 0,5% B-merkaptoetanola (v:v). Uzorci su vorteksovani 10 sekundi,
a potom su inkubirani u vodenom kupatilu 60 minuta na 60 °C. Nakon toga, svakom uzorku je
dodato po 400 pl smese hloroform:izoamil alkohola (24:1, v:v) i uzorci su vorteksovani 30 sekundi
kako bi se formirala emulzija. Usledilo je centrifugiranje uzoraka 5 minuta na 13 000 rpm, na
sobnoj temperaturi. Gornja te¢na faza (250-300 pl) prebacena je u novu sterilnu Ependorf tubicu
zapremine 1,5 ml, a talog je odbafen. Svakom uzorku je dodato po 600 ul hladnog apsolutnog
etanola. Uzorci su okretani nekoliko puta i ostavljeni 30 minuta na -20 °C. Nakon centrifugiranja
uzoraka 10 minuta na 13 000 g na 4 °C, supernatant je odliven vodec¢i racuna da u dnu Ependorf
tubice ostane DNK u vidu belog taloga. Svakom uzorku je dodato po 500 pl 70% etanola i uzorci su
jos jednom centrifugirani, 5 minuta na 13 000 g na 4 °C. Ponovo je odliven supernatant i tubice su u
laminarnoj komori ostavljene u horizontalnom polozaju oko 20 minuta kako bi alkohol koji je
preostao ispario. Nakon toga, uzorcima je dodato po 60 ul TE pufera (20 pul 0,5 M
etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA) (v/v), 100 pul 1 M TRIS (v/v) i 9880 pul H,0 na 10 ml TE
pufera) i oni su ostavljeni u frizideru preko noé¢i na +4 °C kako bi se talog rastvorio. Sutradan je
svakom uzorku dodat po 1 pul RNK-aze (10 mg/ml) i tubice su inkubirane u vodenom kupatilu 1h na
37 °C.
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Kvalitet izolovane DNK je proveren elektroforezom na agaroznom gelu, dok je kvantitet
odreden na spektrofotometru (UV-1800 Shimadzu UV Spektrophotometer), na talasnim duzinama
od 260 nm i 280 nm.

Ukupna koli¢ina DNK izrac¢unata je prema formuli:
[DNK] (png/ml) = Azgo X 50 pg/ml x 100

Ao — apsorbanca izmerena na 260 nm

50 pg/ml — koncentracija dvolancane DNK kada je Azgp=1
100 — faktor razblazenja

I1zolacija bakterijske DNK

U cilju potvrde prisustva gena za kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs), higromicin-
fosfotransferazu (hpt) i B-glukuronidazu (uidA), uradena je izolacija bakterijske DNK iz
bakterijskih ¢elija koje nose razlicite ekspresione vektore koji su koriséeni za transformaciju, koja
¢e posluziti kao pozitivna kontrola prilikom PCR analize. U sterilnu Ependorf tubicu od 1,5 ml
sipano je 50 pl sterilne dejonizovane H,O i dodata je jedna bakterijska kolonija zahvacena ezom sa
¢vrste YEP hranljive podloge. Tubice su kratko vroteksovane kako bi se bakterije resuspendovale, a
potom su kuvane u vodenom kupatilu 15 minuta na 100 °C. Nakon hladenja na ledu, uzorci su
centrifugirani 15 minuta na 13 000 rpm. Dobijeni supernatant koji je sadrzao bakterijsku DNK
prebacen je u nove sterilne Ependorf tubice i ¢uvan na -20 °C do dalje upotrebe.

PCR amplifikacija
PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) predstavlja reakciju lanéanog umnozavanja DNK
pri cemu se zeljena sekvenca umnozava u velikom broju kopija.

Ovoj reakciji podvrgnuti su uzorci genomske DNK netransformisanih i potencijalno
transformisanih linija V. cornuta regenerisanih u kulturi in vitro, kod kojih je prethodno
histohemijskim bojenjem potvrdena ekspresija UIdA gena. Svaka pojedinacna PCR reakcija se
odvijala u smesi zapremine 25 pl koja je sadrzala komponente prikazane u Tabeli 12.

Tabela 12. Sastav reakcione smese za jednu PCR reakciju.

Komponenta Koli¢ina (ul)
H,O 15,50
10 x PCR pufer 2,50
dNTP (10 mM) 1,50
Prajmer F (5 uM) 1,25
Prajmer R (5 uM) 1,25
Tagq DNK polimeraza (5 U/ul) 0,50
DNK (100 ng/ul) 2,50
Ukupno 25,00

Svi prajmeri su na osnovu pristupnog broja iz NCBI baze podataka dizajnirani u programu
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome), a potom i testirani u istom programu, dok je njihova
analiza uradena u programu Net Primer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/). Koris¢eni
parovi prajmera u PCR reakcijama prikazani su u Tabeli 13.
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Tabela 13. Prajmeri koji su kori$éeni za amplifikaciju segmenata Llccs, hpt i uidA gena.

GenBank™

Gen oristupni broj Sekvence prajmera Amplikon (bp)
Uess  JF0AISH s s AcacTICTCCTecTccAGe Y 2
L RMSTO1 g SoaTrGeTGATCCceAToTaT Y 2
A AOOI1 R S CAGCCATGCACACTGATAGTY

Llccs — kapsantin-kapsorubin-sintaza, hpt — higromicin-fosfotransferaza, uidA — B-glukuronidaza; F
—eng. forward, R — eng. reverse.

Uslovi PCR reakcije (Llccs, hpt i uidA gen):

1. PoCetna denaturacija - 95 °C, 5 min

2. 36 ciklusa:
a) Denaturacija - 95 °C, 1 min
b) Vezivanje prajmera - 58 °C, 1 min
c) Sinteza-72°C, 2 min

3. Finalna sinteza - 72 °C, 10 min

Negativnu kontrolu je predstavljala DNK netransformisane biljke V. cornuta dok je
pozitivhu kontrolu predstvljala bakterijska DNK transformacionog vektora kojim je vrSena
geneticka transformacija. Sve PCR reakcije odvijale su se u peqSTAR 96 Universal Gradient PCR
masini (Peqlab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Nemacka) i ponovljene su po tri puta.

3.11. UmnoZavanje i oZiljavanje transformisanih izdanaka V. cornuta u kulturi in vitro

Umnozavanje i oziljavanje biljaka praceni su kod netransformisanih biljaka (K), biljaka
transformisanih sa “praznim vektorom” - pWBVeclOa (Llccs-) i biljaka transformisanih sa
pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom (35S-Llccs).

Adventivni izdanci regenerisani na netransformisanim i transformisanim eksplantatima
hipokotila umnoZavani su na 2MS hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/l NAA 1 1,0 mg/l BAP. Posle 4
nedelje gajenja u uslovima dugog dana, odredivani su prosecan broj formiranih aksilarnih izdanaka
po biljci, broj nodusa po biljci 1 prosecna visina biljke. Subkultivacija vrhova izdanaka vrSena je
svake 4 nedelje.

Netransformisane 1 transformisane biljke su oZiljavane na '2MS hranljivoj podlozi sa 0,1
mg/l NAA, u trajanju od 7 nedelja, u uslovima dugog dana. Tada su odredivani slede¢i parametri:
procenat oziljenih izdanaka, prosecan broj korenova po biljci, duZina najduzeg korena, prosecan
broj nodusa po biljci 1 prose¢na visina biljke.

3.12. Aklimatizacija transformisanih biljaka V. cornuta

Netransformisane i Llccs- transformisane biljke V. cornuta aklimatizovane su kao $to je
opisano u odeljku 3.8. 35S-Llccs transformisane biljke bile su ve¢inom bez formiranog korenovog
sistema, pa je baza stabla bila presecana i1 uvaljana u smesu talka 1 NAA (10:1), i tek nakon toga
biljke su bile posadene u kontejnere za rasad sa supstratom (Floradur® B Pot Medium-Coarse,
Floragard Vertriebs-GmbH, Oldenburg, Nemacka). Kada su se biljke aklimatizovale i kada je
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korenov sistem bio dobro razvijen, presadivane su u saksije. Aklimatizacija netransformisanih i
transformisanih (Llccs- i 35S-Llccs) biljaka vr$ena je u stakleniku, u periodu od novembra do marta.

3.13. Analiza genske ekspresije

Ekspresija Llccs gena analizirana je RT-PCR i qPCR metodama. Za ove analize RNK je
izolovana iz netransformisanih i transformisanih uzoraka listova i kruni¢nih listica cvetova
aklimatizovanih biljaka V. cornuta.

3.13.1. Izolacija RNK

Za izolaciju RNK koriS¢eni su “RNase free” Ependorf tubice i nastavci (Eppendorf,
Hamburg, Nemacka). Svi rastvori su pripremani sa dejonizovanom vodom koja je prethodno
tretirana 0,1% dietilpirokarbonatom (DEPC), inhibitorom ribonukleaza. Tuckovi i avani u kojima je
vrSeno mlevenje biljnog materijala, kao 1 kadice za elektroforezu, tretirani su 30 minuta 3%
vodonik-peroksidom (H,0O,). Avani i tu¢kovi, kao i svi finalni rastvori sterilisani su u autoklavu na
114 °C u trajanju od 25 minuta.

Iz listova (140-180 mg) netransformisanih i transformisanih biljaka aklimatizovanih u
stakleniku izolovana je RNK po modifikovanoj metodi Gasi¢ i saradnika (2004). Uzorci listova su
samleveni u avanima pomocu teénog azota, u laminaru. Svakom uzorku je dodato po 650 pul
ekstrakcionog pufera (2% CTAB (m/v), 2% PVP K-30 (m/v), 100 mM TRIS-HCI pH 8, 25 mM
EDTA, 2 M Na(Cl, 0,5 g/l spermidina). Sadrzaj je prebacen u tubice od 1,5 ml i drZzan na ledu. U
digestoru je, u svaku tubicu dodato po 14 ul 2% B-merkaptoetanola za uklanjanje proteina. Sadrzaj
u tubicama je meSan na vorteksu dvadesetak sekundi, a potom inkubiran 15 minuta u vodenom
kupatilu zagrejanom na 60 °C. Uzorcima je dodato po 650 ul smeSe hloroform:izoamil alkohola
(24:1; v:v), sadrzaj je opet meSan na vorteksu dvadesetak sekundi, a zatim centrifugiran 10 minuta
na 10 000 x g na 4 °C. Dobijeni supernatant prebacen je u nove tubice od 1,5 ml. Ekstrakcija je
ponovljena dodavanjem 600 pl smese hloroform:izoamil alkohola, meSanjem sadrZaja na vorteksu 1
centrifugiranjem 10 minuta na 10 000 x g na 4 °C. Oko 500 pl supernatanta je prebac¢eno u novi set
tubica od 1,5 ml. Svakom uzorku je dodato po 166 ul 7,5 M LiCl, sadrZaj u tubicama je promesan i
ostavljen u frizideru preko no¢i na +4 °C. Sutradan su uzorci centrifugirani 45 minuta na 12 000 X g
na 4 °C, nakon Cega je supernatant paZljivo odliven vode¢i rauna da talog ne sklizne. Preostali
supernatant je na kratko oboren u centrifugi i izvucen pipetom. U svaku tubicu dodat je po 1 ml
70% DEPC etanola. Tubice su centirfugirane 10 minuta na 12 000 x g na 4 °C, supernatant je
odliven, a talog u tubicama je ostavljen da se osusi 5 minuta u laminarnoj komori. Talog je potom
resuspendovan u 100 pul DEPC vode i posle dodavanja po 10 ul (1/10 V) DEPC Na-acetata pH 5,5 i
275 ul (2,5 V) 70% DEPC etanola uzorci su ostavljeni 1h na -80 °C, u cilju precipitacije RNK.
Nakon toga, tubice su centrifugirane 45 minuta na 12 000 x g na 4 °C, supernatant je odliven, a
preostali supernatant oboren u centrifugi je izvucen pipetom. Ponovo je svakom uzorku dodat po 1
ml 70% DEPC etanola i sadrzaj je centrifugiran 10 minuta na 12 000 x g na 4 °C. Supernatant je
odliven, a ostatak etanola izvucen pipetom i tubice su ostavljene da se suSe u laminarnoj komori 10
minuta. Svaki uzorak RNK je rastvoren u 50 pul DEPC vode. Kako bi se RNK u potpunosti
rastvorila, uzorci su drzani 15 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim Cuvani na -80 °C do dalje
upotrebe.

Iz kruni¢nih listica cvetova (140-200 mg) netransformisanih i transformisanih biljaka V.
cornuta aklimatizovanih u stakleniku, RNK je izolovana pomocu Trizol reagensa napravljenog po
recepturi proizvodaca (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD). Zamrznuti uzorci svezeg tkiva cvetova
samleveni su u avanu pomocu te¢nog azota i dodato im je po 1 ml Trizol reagensa (0,8 M guanidin-
tiocijanat, 0,4 M amonijum-tiocijanat, 0,1 M Na-acetat pH 5, 5% glicerol, 38% fenol u TRIS-HCI
pH 8 u DEPC H;0). Sadrzaj je pipetom prebacen u Ependorf tubice od 1,5 ml, a potom inkubiran 5
minuta na sobnoj temperaturi kako bi doSlo do disocijacije nukleoproteinskog kompleksa. Svakom
uzorku je dodato po 200 pl smeSe hloroform:izoamil alkohola (24:1), sadrzaj je vorteksovan 15
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sekundi i ostavljen 3 minuta na sobnoj temperaturi. Tubice su potom centrifugirane 10 minuta na 12
000 x g na 23 °C. Za to vreme je u novi set Ependorf tubica od 1,5 ml dodato po 250 ul izopropil-
alkohola i po 250 ul RNAPS (eng. RNA Precipitation Solution) (0,4 M NaCl, 0,8 M Nas-citrat x
2H,0, 0,8 M konc. HCI u DEPC H,0). Nakon centrifugiranja, gornja faza supernatanta koja sadrzi
RNK prebacena je u novi set tubica, dok je donja faza gde su DNK i proteini odbacena. Sadrzaj
tubica je vorteksovan 5 sekundi, a zatim inkubiran na -20 °C u trajanju od 30 minuta. Tubice su
nakon toga centrifugirane 10 minuta na 12 000 X g na 23 °C. Supernatant je odliven rukom vodeci
rauna da talog ne sklizne, dok je preostali supernatant nakon kratkog centrifugiranja pokupljen
pipetom. Svakom uzorku je dodato po 1 ml 75% DEPC etanola i oni su ostavljeni u zamrzivacu na -
20 °C preko no¢i. Sutradan su tubice centrifugirane 5 minuta na 7 500 X g na 4 °C, supernatant je
odliven, a RNK je rastvorena u 20 ul vode za injekcije. Uzorci su ¢uvani na -80 °C do dalje
upotrebe.

Koncentracija RNK iz listova i kruni¢nih listi¢a cvetova netransformisanih i transformisanih
biljaka odredena je na spektrofotometru NanoDrop (NanoPhotometer® N60, IMPLEN, Minhen,
Nemacka). U NanoDrop je stavljano po 2 ul uzorka, a kao blank kori$é¢ena je voda u kojoj je RNK
rastvorena. Apsorbanca je merena na 260 nm 1 kvantifikovana u jedinicama pg/pl. Odnos 260/280
nm je sluzio kao parametar Cistoce izolovane RNK, koji za RNK treba da iznosi oko 2. Kvalitet
izolovane RNK dodatno je verifikovan i elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu u 1xXTBE puferu
sa 0,5 pg/ul Et-Br, pri konstantnom naponu od 80 V (odeljak 3.13.2.4.).

3.13.2. RT-PCR

Za RT-PCR analizu uzorci RNK su najpre bili podvrgnuti tretmanu DNazom, a potom i
reakciji reverzne transkripcije. PCR analiza je uradena pomocu specifi¢nih prajmera za Llccs ¢ija je
ekspresija vizuelizovana na agaroznom gelu putem elektroforeze.

Tretman DNazom

Da bi se eliminisala eventualno zaostala genomska DNK iz uzoraka RNK, uraden je tretman
DNazom. On je vr$en u reakcionoj smesi zapremine 9 pl (Tabela 14) koja je inkubirana 30 minuta
na 37 °C, a nakon toga svakom uzorku je dodat po 1 pl 25 mM EDTA kako bi se inaktivirala
DNaza. Inkubacije su obavljene u PCR masini (Applied Biosystems).

Tabela 14. Sastav reakcione smese za uklanjanje genomske DNK iz uzoraka RNK.

Komponenta Kolicina (ul)
RNK (1 ug) + voda 6,75
10 x reakcioni pufer za DNKazu | (Fermentas) 1,00
DNK-aza I (1U/ul) 1,00
Inhibitor RNK-aza (20 U/ul) 0.95
(Applied biosystems) ’
Ukupno 9,00

Reverzna transkripcija (RT)

Za reverznu transkripciju RNK u jednolan¢anu DNK (cDNK) koris¢en je GeneAmp RNA
PCR Core Kit (Applied Biosystems). Za jednu reakciju koris¢eno je 0,5 pg RNK, a sastav
reakcione smeSe prikazan je u Tabeli 15.
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Reakcija reverzne transkripcije (RT) se odvijala u PCR masini (Applied Biosystems) pod
slede¢im uslovima:

1. 25°C, 10 min
2. 37 °C, 30 min
3. 95°C, 5min

Tabela 15. Sastav reakcione smese za jednu reakciju reverzne transkripcije.

Komponenta Koli¢ina (pul)
RNK iz prethodnog koraka (0,5 ug/5 ul) 5,0
10 x PCR pufer Il 1,0
25 mM MgCl, 2,0
10 mM dNTPs 1,0
Inhibitor RNK-aza (20 U/ul) 0,5
MuLV Reverzna transkriptaza (50 U/ul) 0,5
Random heksameri (50 puM) 0,5
Ukupno 10,5

PCR amplifikacija
PCR reakcijom umnozena je cDNK koja je dobijena reverznom transkripcijom. Reakcione

smese su bile zapremine 25 pl, a njihov sastav predstavljen je u Tabeli 16. Par prajmera koji je
kori§¢en u ovoj PCR reakciji predstavljen je u Tabeli 17.

Tabela 16. Sastav reakcione sme$e za amplifikaciju cDNK dobijenu procesom RT.

Komponenta Kolic¢ina (ul)
H,O 16,00
10 x PCR pufer 2,50
dNTP (10 mM) 1,50
Prajmer F (5 uM) 1,25
Prajmer R (5 uM) 1,25
Tagq DNK polimeraza (5 U/ul) 0,50
cDNK (100 ng/ul) 2,00
Ukupno 25,00

Vizuelizacija putem elektroforeze na agaroznom gelu

Elektroforeza DNK, RNK i PCR produkata vr$ena je prema proceduri Sambrook i saradnici
(1989) u 1,5% agaroznom gelu i u 1XTBE puferu (89 mM TRIS, 89 mM H3BO3;, 2 mM EDTA, pH
8) sa 0,5 pg/ml etidijum-bromida (Et-Br), pri naponu od 85-90 V (aparat za horizontalnu
elektroforezu Blue Marine 100, Serva electrophoresis GmbH, UK). Gelovi su fotografisani pod UV
svetlom na transiluminatoru (UltraLuminc, Gel Exlorer, Exton, PA).
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3.13.3. Kvantitativni PCR (gPCR)

Da bi se odredio nivo ekspresije gena za kapsantin-kapsorubin-sintazu u transformisanim
uzorcima (35S-Llccs) kruniénih listi¢a cvetova V. cornuta pomo¢u metode kvantitativnog PCR
(gPCR), ekstrahovna je amplifikovana cDNK iz agaroznog gela i napravljeni su standardi za
apsolutnu kvantifikaciju Llccs gena.

Ekstrakcija produkta PCR amplifikacije iz agaroznog gela

Amplifikovani fragmenti cDNK ekstrahovani su iz agaroznog gela pomocu GeneJET Gel
Extraction Kit-a (Thermo Scientific) po uputstvu proizvodaca. Trake na agaroznom gelu koje su
bile vidljive pod UV svetlom, izolovane su sa gela pomocu sterilnog skalpela i prebacene u
Ependorf tubicu od 1,5 ml poznate mase. U Ependorf tubicu je dodat vezujuéi pufer (eng. Binding
Buffer) u odnosu 1:1 (v:m), nakon ¢ega je usledilo inkubiranje u vodenom kupatilu na 60 °C u
trajanju od 10 minuta, sve dok se gel u potpunosti nije rastvorio. Zatim je u tubicu dodat 100%
izopropanol, u zapremini koja odgovara masi gela (v:m). Tubica je par puta okretana kako bi se
sadrzaj izmeSao, a potom je 800 pl rastvorenog gela prebaceno u kolonu za filtraciju PCR produkta
amplifikacije (Gene JET purification column). Kolona je centrifugirana 1 minut na 12 000 x g na
sobnoj temperaturi, a dobijeni filtrat odstranjen. U kolonu je zatim dodato 700 pl pufera za ispiranje
(eng. Wash Buffer), ona je centrifugirana 1 minut na 12 000 x g, a filtrat je odstranjen. Prazna
kolona je centrifugirana jo$ jednom 1 minut na 12 000 x g kako bi se u potpunosti uklonio pufer za
ispiranje u precis¢enoj DNK, jer etanol moze da inhibira enzimske reakcije. Kolona je potom
prebacena u novu sterilnu Ependorf tubicu od 1,5 ml i na centar membrane kolone je sipano 50 pl
elucionog pufera (eng. Elution Buffer). Kolona je centrifugirana 1 minut na 12 000 X g i odbacena, a
u tubici je ostala precis¢ena DNK.

Na spektrofotometru (NanoDrop N60) je odredena koncentracija DNK (ng/ul) na talasnoj
duzini od 260 nm. Uzorci su ¢uvani na -20 °C do dalje upotrebe. Broj kopija DNK molekula po pl
izraCunat je u programu http://endmemo.com/bio/dnacopynum.php i napravljena je serija
razblazenja cDNK (10° — 10° kopija/pl). Za qPCR reakciju uzimano je po 1 pl standarda.

Standardi za apsolutnu kvantifikaciju ekspresije Llccs gena

Za pripremu standarda odabrana je cDNK 3 uzorka transformisanih biljaka, koja je dobijena
u reakciji reverzne transkripcije. Komplementarna DNK je amplifikovana PCR metodom uz
korisc¢enje specifi¢nih prajmera prikazanih u Tabeli 17.

Tabela 17. Prajmeri kori$¢eni za qPCR analizu.

?
Gen e Sekvence prajmera Amplikon (bp)

pristupni broj
F- 5 GTACGACAGACCGAGAAACC 3’
Llccs JF304153 L S TTGGAATAGCAGCGTTGTGA 3° 164

Llccs — kapsantin-kapsorubin-sintaza; F — eng. forward, R — eng. reverse.
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U Tabeli 18 prikazan je sastav pojedinacne PCR reakcione smese.

Tabela 18. Sastav reakcione smese za jednu PCR reakciju.

Komponenta Koli¢ina (pul)
Red Tag Master Mix 10,0
cDNK (100 ng/pl) 1,0
H,O 8,0
Prajmeri F+R (7,5 uM svaki) 1,0
Ukupno 20,0

PCR reakcija se odvijala u PCR masini (Applied Biosystems).
Uslovi PCR reakcije (Llccs):

1. Poc¢etna denaturacija - 95 °C, 10 min
2. 40 ciklusa:
a) Denaturacija - 95 °C, 30 sec
b) Vezivanje prajmera - 56 °C, 30 sec
c) Sinteza- 72 °C, 30 sec
. Finalna sinteza - 72 °C, 10 min

w

Razdvajanje amplifikovanih fragmenata putem elektroforeze izvrSeno je prema opisanom
protokolu ,,Vizuelizacija putem elektroforeze na agaroznom gelu” u odeljku 3.13.2.

gPCR reakcija

Nivo ekspresije Llccs gena u kruni¢nim listi¢ima cvetova i listovima transformisanih biljaka
odreden je metodom kvantitativnog PCR-a (qPCR). cDNK dobijena reverznom transkripcijom
koris¢ena je u qPCR reakciji zapremne 10 pl, ¢iji je sastav prikazan u Tabeli 19. Za gPCR reakciju
kori§éen je isti par prajmera kao i za reakciju RT-PCR (Tabela 17). Korisé¢en je EvaGreen 5x
master mix koji u svom sastavu ima sve potrebne komponente za gPCR reakciju osim ROX-a kao

internog standarda.

Tabela 19. Sastav reakcione smese za jednu qPCR reakciju.

Komponenta Kolicina (ul)
EvaGreen 5x 2,0
Prajmeri F+R (7,5 uM svaki) 0,4
H,0 6,6
cDNK/Standard (50 ng/ul) 1,0
Ukupno 10,0

Svi uzorci su nanoSeni u triplikatu na plocu, a reakcije qPCR-a su se odvijale u masini
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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Uslovi qPCR reakcije:

1. Poc¢etna denaturacija - 95 °C, 10 min
2. 40 ciklusa:
a) Denaturacija - 95 °C, 30 sec
b) Vezivanje prajmera - 56 °C, 30 sec
c) Sinteza- 72 °C, 30 sec
3. Finalna sinteza - 72 °C, 10 min

Ct vrednost (threshold cycle) predstavlja broj ciklusa u kojima je fluorescencija uzoraka
dostizala prag detekcije (threshold), iznad “fluorescentnog Suma” koji je poticao od nespecificne
fluorescencije. Ct vrednost je odredivana kompjuterski, a po potrebni podeSavana manuelno.
Standardna kriva pokazuje zavisnost Ct vrednosti od logaritamskog broja kopija matrice u
standardnim razblazenjima i u qPCR reakciji je koriS¢ena za izraCunavanje broja kopija transkripata
u analiziranim uzorcima. Kao referentni gen koris¢en je gen za 18S rRNK, amplifikovan
specificnim prajmerima: ,,forward” 5-TGACGGAGAATTAGGGTTCG-3> 1 ,reverse” 5’-
CAATGGATCCTCGTTAAGGG -3’ (GenBank pristupni broj X67238.1). Svi uzorci su nanoseni
na ploc€u po tri puta. Radena je apsolutna kvantifikacija.

3.14. Analiza akumulacije karotenoida u biljnom tkivu V. cornuta

Nakon potvrdene integracije Llccs gena u genomu V. cornuta i njegove ekspresije u
kruni¢nim listi¢ima cvetova, pravljenjem “squash” preparata vizuelizovana je akumulacija
novosintetisanog pigmenta u ¢éelijama kalusnog tkiva i epidermalnim c¢elijama kruni¢nih listi¢a
cvetova (odeljak 3.14.1.). Pomocéu kolorimetra su odredenjne vrednosti boje kruni¢nih listi¢a
cvetova netransformisanih i transformisanih biljaka i izraZzene u koordinatnom sistemu boja (odeljak
3.14.2)), dok je HPLC metodom identifikovan i kvantifikovan novosintetisani crveni pigment
(odeljak 3.14.3.).

3.14.1. Detekcija novosintetisanog pigmenta

Akumulacija pigmenata u hromoplastima biljnih ¢elija, pracena je u netransformisanim i
transformisanim ¢elijama kalusnog tkiva tokom gajenja u kulturi in vitro, kao i u ¢elijama kruni¢nih
listi¢a cvetova netransformisanih 1 transformisanih aklimatizovanih biljaka.

Mikroskopski preparati su pravljeni ”squash” tehnikom sa svezim biljnim materijalom, tako
Sto je na predmetno staklo u kap glicerola stavljen komadi¢ biljnog tkiva. Pomocu Zileta pravljeni
su popre¢ni i uzduzni preseci stabla, listova i kruni¢nih listica cvetova kao i preseci kalusa.
Lepljivom trakom su odavajane povrSinske celije kruni¢nih listi¢a a svi preparati su zatim
prekriveni pokrovnim staklom uz blago pritiskanje. Svi preparati su analizirani pomocu svetlosnog
mikroskopa Nikon Eclipse E100 i fotografisani kamerom MikroCam SP 5.1 Bresser.

3.14.2. Odredivanje promene hromati¢nosti pomocu CIE L*a*b* koordinatnog sistema

Boja kruni¢nih listi¢a cvetova, netransformisanih i transformisanih aklimatizovanih biljaka
merena je pomoc¢u kolorimetra (Chroma Meter CR-400, Konica Minolta Co. Ltd. Japan). Merenje
je izvrSeno na uzorku od 9-13 biljaka i ponovljeno je dva puta. Boja je izraZzena numericki,
direktnim o¢itavanjem vrednosti u koordinatnom sistemu boja CIE L*a*b* (Slika 8).

Osa L* (eng. lightness) - 100 = bela boja, 0 = crna boja
Osa a* - negativne vrednosti = zelena boja, pozitivne vrednosti = crvena boja

Osa b* - negativne vrednosti = plava boja, pozitivne vrednosti = Zuta boja
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Na osnovu ovih parametara pomocu X,y dijagrama hromati¢nosti odredeni su hromati¢nost,
tj. Cistoca boje (eng. chroma - C*) i nijansa boje (eng. hue - h*) latica, odnosno kruni¢nih listi¢a
cvetova.

-b* I +ax
L*=0

Slika 8. CIE L*a*b* koordinatni sistem (preuzeto iz Liew i sar., 2008 i modifikovano).

3.14.3. HPLC analiza karotenoidnih pigmenata

Identifikacija 1 kvantifikacija karotenoidnih pigmenata uradena je metodom te¢ne
hromatografije pod visokim pritiskom (eng. High Performance Liquid Chromatography - HPLC).
Karotenoidi su ekstrahovani iz 1 g svezih cvetova (kruni¢nih listica) netransformisanih i
transformisanih aklimatizovanih biljaka po modifikovanoj metodi Lee i saradnici (2001). Uzorci su
pomocu te¢nog azota mehanicki samleveni u avanu, a zatim prebaceni u flakon od 50 ml sa 20 ml
ekstrakcionog pufera koji je predstavljao smesu heksana, acetona i 96% etanola (50:25:25, v:v:v).
Uzorci su okretani vi$e puta tokom inkubacije od 15 min na sobnoj temperaturi, a potom je svakom
uzorku dodato po 10 ml 50 mM TRIS-HCI pH 8 sa 1 M NaCl nakon ¢ega su uzorci ponovo okretani
vi$e puta u narednih 15 minuta. Gornja faza je pokupljena i1 prebacena u novu staklenu epruvetu, a
donja faza je reekstrahovana dodavanjem 15 ml rastvora heksan:aceton:96% etanol. Dobijeni
ekstrakt svakog uzorka (heksanska faza) je podeljen na dva jednaka dela. Polovina ekstrakta
karotenoida je odmabh bila uparena pod pritiskom komprimovanog azota (Messer, Messer Tehnogas
AD), dok je drugoj polovini dodato 2 ml dietil-etra i 2 ml 10% KOH u MeOH rastvoru i ona je
ostavljena preko no¢i na sobnoj temperaturi u cilju saponifikacije uzoraka. Sutradan je
saponifikovanim uzorcima dodato po 2 ml dietil-etra i 5 ml dejonizovane H,O, a formirani gornji
sloj je pokupljen, prebacen u novu staklenu epruvetu i uparen pod pritiskom azota do suvog. Svim
uzorcima, nesaponifikovanim i saponifikovanim, dodato je po 2 ml apsolutnog etanola, a kako bi se
talog karotenoida Sto bolje rastvorio u etanolu, uzorci su inkubirani 10 minuta u ultrazvu¢nom
kupatilu (Sonorex, Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Nemacka). Ceo proces ekstrakcije
karotenoida odvijao se u prostoriji slabije osvetljenosti, a flakoni i epruvete sa rastvorima
karotenoida su bili dodatno zaSti¢eni uvijanjem u aluminijumsku foliju kako ne bi doslo do
izomerizacije karotenoida pod uticajem svetlosti. Rastvori karotenoida su profiltrirani kroz 0,45 pum
politetrafluoroetilenski (PTFE) filter i injektovani u HPLC vajle od 1,5 ml pre stavljanja u UHPLC
(Dionex, UltiMate 3000, RS Diode Array Detector).

Za razdvajanje pigmenata je koriS¢ena C18 kolona. Mobilnu fazu su ¢inili voda sa 0,1%
mravljom kiselinom (HCOOH) (A) i acetonitril (CH3CN) (B). Injekciona zapremina uzorka je bila
10 ul dok je za dobijanje odgovarajuceg gradijenta koriS¢ena slede¢a metoda: 0 min 60% B, 7,5
min 80% B, 9 min 100% B, 12 min 80% B i1 15 min 60% B. UV apsorpcija je pracena na 480 nm.

Pomoc¢u standarda kapsantina (Extrasynthese, Lyon, Francuska) napravljena je serija
razblazenja za standardnu krivu 1 na osnovu dobijenih pikova na hromatogramima uradena je
kvantifikacija uzoraka.
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3.15. Analiza fenotipskih karakteristika transformisanih biljaka V. cornuta

Kako bi se utvrdilo da li izmedu netransformisanih 1 transformisanih biljaka postoje
morfoloske i fenotipske razlike, praceni su slede¢i parametri:

Duzina stabla
Broj nodusa na glavnom izdanku
Prec¢nik stabla
Broj novoformiranih bo¢nih izdanaka
DuZina lista
Sirina lista
Broj potpuno otvorenih cvetova po biljci
Broj cvetnih pupoljaka po biljci
% Sirina cveta
¢ DuzZina cveta
Precnik stabla 1 parametri veli€ine listova mereni su u visini 5. nodusa, poc¢ev od vrha biljke.
Karakteristike su pra¢ene na uzorku od 10 biljaka aklimatizovanih u stakleniku, a merenje je
izvrSeno u prolece, kada su sve biljke bile u fazi cvetanja.

/7 X/ /7 X/ /7 X/ /7
LXK X IR X S XS S 4

X/
L X4

3.16. Krioprezervacija vrhova izdanaka V. cornuta

Za krioprezervaciju su kori$¢eni vrhovi izdanaka netransformisanih (K) i transformisanih
biljaka (Llccs- 7 linija i 35S-Llccs 5 linija) V. cornuta.

Kao pocetni materijal su korisceni nodalni segmenti stabla koji su gajeni 3 nedelje na /2MS
hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP kako bi se formirali aksilarni pupoljci.
Formirani aksilarni pupoljci (2 cm) su dalje gajeni 2 nedelje u standardnim uslovima (24 °C) ili na 4
°C kao prekultura pre krioprezervacije. Krioprezervacija vrhova izdanaka obavljena je metodom
vitrifikacije pomoc¢u PVS2 (30% glicerol, 15% etilen glikol, 15% DMSO i 0,4 M saharoza u MS
mineralnom rastvoru) i PVS3 rastvora (50% saharoza, 50% glicerol) kao i vitrifikacije pomocu krio
plocica.

Ispitano je nekoliko parametara da bi se postigao efikasan protokol za krioprezervaciju
vrhova netransformisanih i transformisanih izdanaka V. cornuta:

*  Citotoksi¢nost PVS2 i PVS3 rastvora na vrhove izdanaka netransformisanih i Llccs-
transformisanih linija.

*  Uticaj hladnog pretretmana na prezivljavanje i oporavak netransformisanih linija.

* Uticaj duzine izlaganja PVS3 rastvoru na prezivljavanje i oporavak Llccs-
transformisanih linija.

* Uticaj koncentracije saharoze u pripremnom rastvoru (0-1,6 M) na prezivljavanje i
oporavak Llccs- transformisanih linija.

* Uporedena je efikasnost metode vitrifikacije sa PVS3 rastvorom sa 1 bez krio plo€ica na
krioprezervaciju vrhova izdanaka netransformisanih i transformisanih linija V. cornuta,
Llccs- i 35S-Llccs.

Vrhovi izdanaka (2-3 mm) gajeni su jedan dan na “2MS hraljivoj podlozi sa 0,3 M
saharozom pre izlaganja osmoprotektantima. Zatim su potapani u 1 ml pripremnog rastvora (0,4 M
saharoza i 2 M glicerol) sipanog u kriovajle u trajanju od 30 min. Posle 30 minuta, pripremni
rastvor zamenjen je sa 1,8 ml PVS2 ili PVS3 rastvora. Osmotska dehidratacija tkiva je radena
pomoc¢u PVS2 rastvora u trajanju od 25 minuta ili PVS3 u trajanju od 30, 45 i 60 minuta. Zatim su
kriovajle zatvarane i potapane u tecni azot u trajanju od jednog sata do 6 meseci.
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Za tehniku vitrifikacije sa aluminijumskim plo¢icama (V cryo plate) vrhovi izdanaka su prvo
ispirani u te¢noj MS podlozi bez CaCly, a zatim postavljani na plocice gde je ostavljena kap 3% Na-
alginata (10 vrhova po plocici), a zatim su svi vrhovi preliveni Na-alginatom. Plocice sa vrhovima
prelivane su sa te¢cnom MS podlogom koja je sadrzala 100 mM CaCl,, Posle 15 min krio ploc¢ice su
potapane u PVS3 rastvor u trajanju od 45 min. Posle ovog perioda krioploCice sa vrhovima
izdanaka su postavljane u kriovajle napunjene te¢nim azotom, zatvarane i potapane u te¢ni azot.

Otapanje iz te€nog azota je vrSeno u vodenom kupatilu na 42 °C (vitrifikacija) ili na sobnoj
temperaturi (vitrifikacija sa krio plo€icama), u zavisnosti od metode. Posle otapanja kod metode
vitrifikacije, prvo je izvucen PVS2 ili PVS3 rastvor iz kriovajle, a zatim su svi vrhovi izdanaka
tretirani ¥2MS rastvorom sa 1,2 M saharozom pre postavljanja na hranljivu podlogu za oporavak.
Hranljiva podloga za oporavak je sadrzala modifikovanu 2MS podlogu obogacenu sa 0,1 mg/l
BAP. Prezivljavanje je odredivano posle 7 dana gajenja i predstavljalo je procenat zelenih vrhova
izdanaka, a potpuni oporavak je utvrdivan posle 4 nedelje od odmrzavanja iz te€nog azota, kao
procenat potpuno razvijenih izdanaka.

3.17. Analiza ploidnosti regenerisanih biljaka V. cornuta

Za procenu ploidnosti biljaka in vitro V. cornuta utvrdivan je broj hromozoma. Za analizu su
koriS¢eni vrhovi korenova duzine 10 mm sakupljeni sa klijanaca i oZiljenih biljaka regenerisanih u
kulturi in vitro (netransformisanih, transformisanih, kao i transformisanih posle krioprezervacije).
Vrhovi korenova su pretretirani sa 2 mM hidroksikinolinom na sobnoj temperaturi u trajanju od 4-
Sh, a zatim fiksirani u Carnoy rastvoru (etanol:glacijalna siréetna kiselina, 3:1, v:v) 24h na 4 °C i
ostavljeni u 70% etanolu. Dehidratisani korenovi su hidrolizovani u 1 N HCI 15 minuta na 60 °C, a
potom drzani 10 minuta u 1% aceto-orceinu kako bi se obojili radi laksSe vizuelizacije hromozoma.
Obojeni vrhovi korenova (1-2 mm) su postavljeni na staklene ploCice sa kapljicom 45% siréetne
kiseline i pokriveni pokrovnim staklom. Broj hromozoma je odredivan pregledom c¢elija sa
metafaznim/interfaznim hromozomima pomocu svetlosnog mikroskopa (Carl Zeiss AxioVision
microscope, Zeiss, Nemacka) pri uvecanju od 20x.

3.18. Statisticka obrada podataka

Svi podaci su statisti¢ki obradeni u programu STATISTICA 8.0 i prikazani su kao srednja
vrednost + standardna greska (SE). Statisticka obrada podataka podrazumevala je jednofaktorijalnu
1 dvofaktorijalnu analizu varijanse (ANOVA) i poredenje srednjih vrednosti FiSerovim LSD testom
(eng. Least Significant Differnce) na nivou znacajnosti p<0,05. Graficko predstavljanje rezultata
uradeno je u raCunarskom programu Microsoft Office Excel.
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4. REZULTATI

4.1. Klijanje semena i regeneracija biljaka V. cornuta u kulturi in vitro

Ispitivano je Kklijanje semena V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ u uslovima in vitro (odeljak
4.1.1.). Regeneracija biljaka putem organogeneze ispitivana je na razli¢itim eksplantatima klijanaca
(odeljak 4.2.), i eksplantatima in vitro gajenih biljaka (odeljak 4.3.).

4.1.1. Klijanje semena

Procenat klijalih semena V. cornuta bio je nizak (10%) kada su ona gajena samo na vlaznom
filter-papiru. Zbog toga je ispitana dinamika klijanja semena na ¢etiri ¢vrste MS hranljive podloge
(¥aMS, ¥2MS, MS i MS + 0,1 mg/l GA3) i tri temperature (23, 10 i 4 °C) tokom perioda od 12
nedelja. U intervalu od 4 nedelje zabelezen je broj proklijalih semena (Histogram 1).

100
920
80
70
60
50
40
30
20
10

H23°C

E10°C

o4 °C

Dinamika klijanja semena (%)

4 nedelje 8 nedelja 12 nedelja

Histogram 1. Klijanje semena V. cornuta u kulturi in vitro. Vertikalne linije (barovi) predstavljaju
odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska). Razli¢ita slova u okviru intervala od 4 nedelje,
ukazuju na postojanje statisticki znacajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).

Posle 4 nedelje gajenja na hranljivim podlogama, najvise semena je klijalo pri temperaturi
od 23 °C (Slika 9a). Procenat isklijalih semena kretao se od 30% do 41,25% u zavisnosti od
hranljive podloge i temperature, a bio je znac¢ajno veci na vi$oj temperaturi (23 °C) u odnosu na
semena gajena pri nizoj temperaturi — 10 °C (Slika 9b). Semena V. cornuta gajena 4 nedelje na 4
°C nisu klijala ni na jednoj podlozi (Slika 9c).

Posle 8 nedelja gajenja doslo je do povecéanja broja proklijalih semena V. cornuta na svim
podlogama na kojima su gajena i svim temperaturama na kojima su semena gajena. Klijala su i
semena koja su gajena na najnizoj temperaturi (4 °C), u procentu od 33,75% do 41,25%,. Najveci
procenat proklijalih semena (> 60%) zabelezen je na podlogama sa razblaZzenim mineralnim
rastvorima (*2MS i ¥4MS), kao i na podlozi sa kompletnim MS mineralnim rastvorom uz dodatak
GA:s.
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Slika 9. Klijanje semena V. cornuta na ¥ MS hranljivoj podlozi posle 4 nedelje gajenja. a - na 23
°C;b-nal0°C;c-na4°C.Bar=10 mm.

Posle 12 nedelja gajenja postignut je najveéi procenat Klijanja semena Koji je iznosio
71,25%. Dvofaktorijalnom analizom ANOVA (uticaj sastava hranljive podloge i temperature),
utvrdeno je da temperatura ima znacajan uticaj na finalni procenat klijanja posle 12 nedelja gajenja.
Samo je kod semena koja su klijala na MS podlozi na 23 °C uoceno snizenje procenta klijalih
semena u odnosu na nize temperature. Dinamika klijanja semena V. cornuta u kulturi in vitro zavisi
od temperature.

4.2. Indukcija organogeneze izdanaka na eksplantatima klijanaca V. cornuta

Morfogenetski potencijal V. cornuta ispitan je koriS¢enjem tri tipa eksplantata klijanaca
(odsecci lista, lisne drske i hipokotila) gajenih na 2MS hranljivim podlogama sa i bez biljnih
regulatora rastenja.

Na eksplantatima klijanaca gajenim na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja nije doslo
do formiranja kalusa i izdanaka, ve¢ su oni nekrozirali. Prisustvo biljnih regulatora rastenja u
podlozi bilo je neophodno za formiranje kalusa i indukciju adventivnih izdanaka (Tabela 20).

Tabela 20. Uticaj hranljive podloge i tipa eksplantata na formiranje kalusa i regeneraciju izdanaka
V. cornuta nakon 4 nedelje gajenja u mraku, na temperaturi od 23 £+ 2 °C.

Sl B o Eksplantati sa

. * . L
Hranljiva podloga Tip eksplantata J;LTcljﬁn(l&I) izdancima (%)
odsedak lista 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00°

%MS odsedak lisne drike 0,00 + 0,00? 0,00 + 0,00?

odsecak hipokotila 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

odsecak lista 64,25 + 1,90° 0,00 + 0,00

»MS +0,12,4-D + 2,0 BAP odsecak lisne drske 35,24 +1,14° 12,85 + 5,16°
odsecak hipokotila 97,87 +1,98" 2,01 +1,93°

odsecak lista 59,17 + 1,32 19,32 +0,22°

%MS + 1,0 TDZ odsecak lisne drske 42,97 + 1,34 0,00 + 0,00
odsecak hipokotila 13,30 + 0,12° 0,00 + 0,00

*Koncentracije 2,4-D, BAP i TDZ su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti +
standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste kolone obeleZene razli¢itim slovima se statisticki
znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).

50



Rezultati

Kod sva tri tipa eksplantata, gajenih u mraku na hranljivim podlogama sa regulatorima
rastenja, doSlo je do formiranja kalusnog tkiva (Slika 10a, 10c i 10e). Dvofaktorijalna analiza
(ANOVA) je pokazala da su za formiranje kalusa u kulturi in vitro V. cornuta znacajni i sastav
hranljive podloge i tip eksplantata, kao i njihova interakcija, dok je za indukciju izdanaka vaZzan
samo sastav hranljive podloge. Najveéi procenat indukcije izdanaka (19,32%) dobijen je kod
eksplantata listova gajenih na podlozi sa TDZ (Slika 10b) i kod eksplantata lisnih drski (12,85%)
gajenih na podlozi sa 2,4-D i BAP (Slika 10d). Kod eksplantata hipokotila gajenih na podlozi sa
2,4-D 1 BAP gotovo svi eksplantati su formirali kaluse (97,87%), ali je samo sporadi¢no (2,01%)
doslo do indukcije izdanaka (Slika 10f) iz kalusa.

Slika 10. Formiranje kalusa i izdanaka na eksplantatima poreklom od klijanaca V. cornuta nakon 4
nedelje gajenja u mraku. a, b - formiranje kalusa i izdanaka na odse¢cima listova gajenih na 2MS
hranljivoj podlozi sa 1,0 mg/l TDZ; ¢ - formiranje kalusa na krajevima i srediSnjem delu odsecka
lisne drske gajene na podlozi sa 1,0 mg/l TDZ; d - indukcija izdanaka iz odsecka lisne drske na
podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP; e, f - formiranje kalusa i izdanaka na odsec¢cima
hipokotila gajenim na podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP. Bar =3 mm.
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4.2.1. Uticaj svetlosti na indukciju organogeneze izdanaka na odseccima hipokotila
Uticaj svetlosti na indukciju organogeneze izdanaka ispitan je na odse¢cima hipokotila

gajenjim na ¥2MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP, u uslovima dugog dana (16h
svetlost/8h mrak) i u konstantnom mraku (Tabela 21).

Tabela 21. Uticaj svetlosti na formiranje kalusa i indukciju izdanaka V. cornuta na odseccima
hipokotila in vitro nakon 4 nedelje gajenja.

Svetlosni uslovi _Eks_plantati sa _Ekspla}ntati sa Broj izdanaka po
formiranim kalusom (%) izdancima (%) eksplantatu
16h svetlost/8h mrak 100° 32,50 + 3,43" 4,02 + 0,50
24h mrak 100° 10,83 + 4,79° 2,69 + 0,19

Eksplantati hipokotila su gajeni na ¥2MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP na
temperature od 23 £ 2 °C. *Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti &+ standardna greska.
Srednje vrednosti unutar iste kolone obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju na
osnovu Fiserovog LSD testa (p<0,05).

Posle 4 nedelje gajenja odsecCaka hipokotila u uslovima dugog dana (Slika 11 a) i u
konstantnom mraku (Slika 11b) doslo je do formiranja kalusa kod svih eksplantata (100%). Kalus
je bio po tipu kompaktan, ali se razlikovao po boji, u zavisnosti od svetlosnih uslova u kojima su
eksplantati gajeni. Najcesce je indukovan na krajevima eksplantata, na mestima povrede tkiva, ali se
kod nekih eksplantata formirao i celom duzinom eksplantata hipokotila. U uslovima dugog dana
kalus je bio jarko zelene boje (Slika 11c) i doslo je do razvoja izdanaka uglavnom na krajevima
eksplantata (Slika 11d). Kalus formiran na eksplantatima gajenim u uslovima konstantnog mraka
bio je svetlo Zute boje (Slika 11e), a razvoj izdanaka je indukovan na krajevima eksplantata (Slika
11f).

Statistickom analizom je pokazano da svetlost ima znaajan uticaj na indukciju
organogeneze adventivnih izdanaka na odsec¢cima hipokotila V. cornuta. U uslovima dugog dana
doslo je do indukcije organogeneze izdanaka kod 32,50% eksplantata (Slika 1la), dok je na
eksplantatima hipokotila gajenim u uslovima mraka, u istom vremenskom periodu dobijeno tri puta
manje (10,83%) formiranih izdanaka (Slika 11b). Takode, prosean broj izdanaka po eksplantatu
hipokotila bio je ve¢i kod eksplantata koji su gajeni u uslovima dugog dana (4,02) u odnosu na
eksplantate koji su gajeni sve vreme u mraku (2,69).
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Slika 11. Uticaj svetlosti na indukciju formiranja kalusa i izdanaka na odseccima hipokotila V.
cornuta posle 4 nedelje gajenja na ¥2MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP. a -
odsecci hipokotila gajeni u uslovima dugog dana; b - odsecci hipokotila gajeni 24h u mraku; ¢ -
kalus formiran na odsec¢ku hipokotila u uslovima dugog dana; d - adventivni izdanci formirani u
uslovima dugog dana; e - formirani kalus na odsecku hipokotila gajenom u mraku; f - adventivni
izdanci formirani na eksplantatu hipokotila gajenom u mraku. Bar =5 mm (a, b); bar = 2 mm (c-f).

4.2.2. Uticaj pozicije odsecaka hipokotila na indukciju formiranja izdanaka

Ispitan je uticaj pozicije odsecaka hipokotila na indukciju formiranja izdanaka. Odsecci
hipokotila (hi-gornji, hy-srednji, hs-donji) gajeni su na ¥2MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i
2,0 mg/l BAP. Tokom 8 nedelja u uslovima dugog dana odsec¢ci hipokotila pokazali su razlicit
potencijal za regeneraciju izdanaka (Tabela 22).

Tabela 22. Uticaj pozicije odsecaka hipokotila na regeneraciju izdanaka V. cornuta.

Pozicija odsecka Eksplantati sa izdancima (%) Broj izdanaka po eksplantatu
na hipokotilu 4 nedelje 8 nedelja 4 nedelje 8 nedelja

hy* 4500 +6,31°  50,00+6,94°  422+049 6,07 + 0,66

h, 11,67 + 3,19 25,00 + 9,95 2,86 +0,19° 2,93 +0,32°

hs 8,33 + 6,31° 8,33 + 6,31° 2,00+0,17° 3,10 £0,27%

*Qdsecci hipokotila: hi-gornji, hy-srednji, hs-donji. Eksplantati hipokotila su gajeni na %2MS
hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje
vrednosti * standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste kolone obeleZene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju na osnovu Fiserovog LSD testa (p<0,05).
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Gornji odse¢ak hipokotila (h;) pokazao je znacajno veci potencijal za regeneraciju izdanaka
u odnosu na srednji (hy) i donji (h3) odsecak hipokotila (Slika 12a). Kod gornjeg odsecka, koji je
najblizi epikotilu klijanca, kod 45% eksplantata doslo je do formiranja izdanaka posle 4 nedelje
gajenja (Slika 12b). Srednji (Slika 12c) i donji (Slika 12d) odsecak hipokotila imali su za 3,85 do
5,40 puta manji potencijal za indukciju organogeneze izdanaka (11,67% odnosno 8,33%) od
gornjeg. Takode, prosecen broj adventivnih izdanaka po eksplantatu kod gornjeg odsecka bio je
znacajno veci (4,22) u poredenju sa srednjim (2,86) i donjim (2,00) odseckom hipokotila.

Posle 8 nedelja gajenja kod polovine (50%) gornjih odsecaka hipokotila (h;) doslo je do
indukcije adventivnih izdanaka. Kod srednjih odsecaka hipokotila (h,) 25% eksplantata je pokazalo
sposobnost za indukciju izdanaka. Kod eksplantata hipokotila koji su najdalji od epikotila (h3) nije
doslo do povecanja indukcije izdanaka (8,33%) produzenim gajenjem na istoj hranljivoj podlozi.
Kada se posmatra prosec¢an broj formiranih izdanaka po eksplantatu uocava se isti trend. Najveci
broj izdanaka po eksplantatu (6,07) formiran je kod gornjeg odsecka hipokotila, dok je taj broj kod
srednjeg i donjeg odsecka (2,93 odnosno 3,10) bio znac¢ajno manji.

| II 111 IV \4

Slika 12. Uticaj pozicije odsecka hipokotila na indukciju organogeneze izdanaka V. cornuta, na
¥%MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP. a - hipokotil klijanca podeljen na
odsecke; b - gornji odsecak hipokotila (hy); ¢ - srednji odse¢ak hipokotila (hy); d - donji odsec¢ak
hipokotila (h3). Rimski brojevi | — V predstavljaju odsecke pet razlicitih klijanaca. Bar =5 mm.

Proucavan je i morfogenetski potencijal razli¢itih delova hipokotila poreklom sa istog
klijanca. Gajenjem odsecaka hipokotila razli¢itih klijanaca na podlozi za indukciju izdanaka
utvrdeno je da klijanci imaju nejednaki potencijal za regeneraciju izdanaka (Slika 12). Kod nekih
klijanaca sva tri odsecka su pokazala potencijal za de novo organogenezu izdanaka (Slika 12; V),
dok je kod nekih samo gornji odsecak (h;) imao tu sposobnost (Slika 12; I, 111 i 1VV). Kod pojedinih
klijanaca nijedan od odsecaka hipokotila nije pokazao potencijal za indukciju izdanaka (Slika 12;

).

54



Rezultati

4.2.3. Histoanatomska analiza indukcije organogeneze izdanaka na odse¢ku hipokotila

Pracena je dinamika formiranja izdanaka tokom prvih 30 dana gajenja eksplantata hipokotila
V. cornuta in vitro. Histoanatomskom analizom procesa regeneracije uocena su dva nacina
formiranja izdanaka: putem indirektne i direktne organogeneze de novo (Slika 13).

Kod eksplantata hipokotila neposredno posle izolacije (Slika 13a) na uzduznom preseku
vidljive su epidermalne ¢elije, parenhimske Celije i sprovodni elementi (Slika 13b).

Nakon 10 dana gajenja u kulturi na pojedinim eksplantatima, na mestima preseka i povrede
tkiva uoceno je formiranje kalusa (Slika 13c). Unutar kalusnog tkiva (k, Slika 13d) formirali su se
meristemski centri (mc, Slika 13d) koji su sacinjeni od ¢elija sa izrazenim jedrom i citoplazmom.
Kod nekih eksplantata (Slika 13e) nije bilo vidljivih histoanatomskih promena tokom ovog perioda
(Slika 13f).

Na eksplantatima na kojima je doSlo do formiranja kalusnog tkiva (Slika 13g) uoceno je
dalje formiranje meristemskih centara sa ¢elijama koje odlikuje gusta citoplazma (Slika 13h). Na
popre¢nim presecima pojedinih eksplantata (Slika 13i) 15. dana od pocetka kultivacije je uo¢eno
formiranje apikalnog meristema (am) direktno na eksplantatu, bez formiranja kalusnog tkiva (Slika
13j).

Na eksplantatima na kojima je doSlo do formiranja kalusa 20. dana gajenja uoceno je
formiranje izdanaka (Slika 13k) koji se sastoje od apikalnog meristema i lisnih primordija (Ip, Slika
13l). U isto vreme, na pojedinim eksplantatima gde nije doslo do formiranja kalusnog tkiva (Slika
13m) adventivni izdanaci koji su se direktno formirali na eksplantatu, nastavili su svoje razvice i
bili su jasno diferencirani (Slika 13n).

Daljom histoanatomskom analizom eksplantata do 30. dana gajenja pokazano je da pojedini
adventivni izdanci (Slika 130, 13s) vode poreklo od ¢elija kalusnog tkiva, $to ukazuje na proces
indirektne organogeneze de novo (Slika 13p, 13t). Istovremeno, kod pojedinih eksplantata
adventivni izdanci su nastajali procesom direktne organogeneze de novo (Slika 13q i 13u), od
epidermalnih ili subepidermalnih ¢elija hipokotila (Slika 13r i 13v) bez formiranja kalusnog tkiva.
Prema tome, histoanatomska analiza je pokazala da se u kulturi hipokotila V. cornuta, gajenih na
istoj hranljivoj podlozi, proces indukcije i potpune regeneracije izdanaka moze odvijati 1 direktnom
i indirektnom organogenezom.
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b - eksplantat hipokotila; c-f - indukcija kalusa i formiranje meristemskog centra nakon 10 dana
gajenja; g-j - formiran meristemski centar i apikalni pupoljak nakon 15 dana gajenja; k-n - apikalni
pupoljci nakon 20 dana gajenja; o-r — apikalni pupoljci nakon 25 dana gajenja; s-v - apikalni
pupoljci nakon 30 dana gajenja. k — kalus; mc — meristemski centar; am — apikalni meristem; Ip —
lisna primordija. Leva strana slike prikazuje indukciju adventivnih pupoljaka procesom indirektne
organogeneze, dok desha strana slike prikazuje indukciju izdanaka procesom direktne
organogeneze. Bar =2 mm (a, b, k, m, 0, q); 1 mm(c, e, g,1); 0,2mm(d, f, h,j, I, n,p, 1t Vv); 3
mm (S, u).
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4.3. Indukcija organogeneze izdanaka na eksplantatima in vitro gajenih biljaka V. cornuta

Ispitan je uticaj 29 hranljivih podloga na indukciju organogeneze na odsec¢cima lisne drske i
lista poreklom sa in vitro gajenih biljaka V. cornuta. Pracen je uticaj 4 citokinina (BAP, KIN, TDZ
ili CPPU) dodatih u hranljivu podlogu pojedinacno, tj. kao jedini regulatori rastenja u podlozi
(odeljak 4.3.1.), kao i uticaj auksina, IAA ili NAA, dodatih u hranljivu podlogu u kombinaciji sa
jednim od citokinina, na formiranje kalusa i izdanaka (odeljak 4.3.2.).

4.3.1. Uticaj citokinina na formiranje kalusa i izdanaka

Eksplantati lisnih drski i listova (Slika 14a) in vitro gajenih biljaka V. cornuta gajeni su 4
nedelje na podlogama sa razli¢itim koncentracijama citokinina, gde je doslo do formiranja kalusa i
izdanaka u zavisnosti od tipa eksplantata i hranljive podloge (Tabela 23). Na eksplantatima listova,
kalus je naj¢eSce bio formiran na mestima preseka lista (Slika 14b), po obodu lista, kao i duz lisnih
nerava (Slika 14c). | kod eksplantata lisnih dr$ki kalus je formiran na mestima preseka, odnosno na
mestima povrede biljnog tkiva.

Slika 14. Indukcija formiranja kalusa i izdanaka na eksplantatima poreklom od in vitro gajenih
biljaka V. cornuta. a - izdanci gajeni u kulturi in vitro; b - kalus formiran na eksplantatu lista
okrenutom adaksijalnom stranom ka podlozi (0,1 mg/l TDZ); c - kalus formiran na lisnom nervu
eksplantata lista koji je okrenut abaksijalnom stranom ka podlozi ( 0,1 mg/l TDZ); d - izdanci
formirani na eksplantatu lisne drske gajenom na 2MS podlozi bez regulatora rastenja; e, f - izdanci
formirani na eksplantatu lisne dr$ke gajene na podlozi sa 0,5 mg/l CPPU (e) i 0,5 mg/l IAAi 1,0
mg/l CPPU (f). Bar =5 mm (a); 2 mm (b, ¢); 3 mm (d-f).

Sastav hranljive podloge, tip eksplantata kao i interakcija podloge i tipa eksplantata su znacajni
faktori za formiranje kalusa na hranljivim podlogama sa citokininima kao jedinim regulatorima
rastenja u podlozi (Tabela 26). Najveci procenat eksplantata na kojima se formirao kalus bio je na
podlogama sa TDZ, kod oba tipa eksplantata. Na eksplantatima listova gajenim na hranljivim
podlogama sa TDZ (=0,5 mg/l) doslo je do znacajno veéeg formiranja kalusa (80,06%) u
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Tabela 23. Uticaj citokinina na formiranje kalusa i adventivnih izdanaka iz odsecaka lisnih drski i listova V. cornuta gajene in vitro.

Citokinini* T Eksplantati sa formiranim Eksplantati sa Broj izdanaka
BAP KIN TDZ CPPU kalusom (%) izdancima (%) po eksplantatu
odsedak lisne drike 0,20 + 0,207 21,30 + 0,30° 2,32 +0,45°
) ) ) ) odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
o1 ] ] ] odsecak lisne drgke 0,00 + 0,00° 0,64 + 0,64 0,25 + 0,25
’ odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,32 £0,32° 0,25 +0,25"
05 i i i odsecak lisne drske 0,00 + 0,002 11,20 + 1,60° 1,50 + 0,64
' odsecak lista 5,71 +0,64° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
10 ] ] ] odsedak lisne drike 0,00 + 0,00° 9,06 + 1,40° 1,25+0,63"°
! odsecak lista 0,64 +0,64% 0,31+0,31° 0,25 +0,25%
] 01 ] ] odsecak lisne drike 1,33+1,33" 9,06 + 1,40° 1,25 +0,63"°
’ odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,32+0,32° 0,25 + 0,25
] 05 ] ] odsecak lisne drike 2,56 +0,86™ 4,99 +1,95° 1,00 +0,70*°
! odsedak lista 2,56 +0,86™ 0,32 +0,32° 0,25 +0,25"
] . ] ] odsecak lisne drske 0,64 + 0,64 9,44 +1,19° 1,25 +0,48°°
' odsecak lista 5,71 +0,64° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
] ] 01 ] odsecak lisne drike 0,00 + 0,00° 0,64 + 0,64 0,25 + 0,25
’ odsedak lista 1,33+1,33" 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00*
] ] 05 ] odsecak lisne drike 32,18 +0,28' 2,56 +0,86™ 0,50 +0,29*
! odsecak lista 78,17 + 2,83 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00*
] ] 10 ] odsedak lisne drike 21,07 £0,84° 9,06 + 1,40° 1,25+0,63"°
’ odsedak lista 80,06 +1,98° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
] ] ] 01 odsegak lisne drike 0,00 + 0,00* 10,62 + 1,94° 1,50 0,87
’ odsecak lista 3,80 + 1,36° 2,56 + 0,86™ 1,00 £ 0,58*¢
] ] ] 05 odsecak lisne drike 0,00 +0,00° 24,59 +0,30' 2,50 + 0,50°
! odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00*
) ] ) 10 odsecak lisne drske 4,99 + 1,95% 4,99 +1,95° 1,00 + 0,71*¢
’ odsedak lista 5,27 + 1,33% 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°

*Koncentracije citokinina su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greSka. Srednje vrednosti unutar iste kolone
obeleZene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).
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odnosu na hranljive podloge sa drugim citokininima. Takode, na podlozi sa TDZ (0,5 mg/l) dobijen
je najveci procenat eksplantata lisnih drski sa formiranim kalusom (32,18%).

Za indukciju organogeneze izdanaka na eksplantatima in vitro gajenih biljaka V. cornuta
najvazniji faktor je tip eksplantata, kao i interakcija tipa eksplantata i primenjenog citokinina. Kod
eksplantata lisnih drski postignuta je veca indukcija izdanaka nego kod eksplantata listova. Do
formiranja izdanaka (21,3%) doSlo je i kada su eksplantati lisne drSke gajeni na podlozi bez
regulatora rastenja (Slika 14d). Najveca efikasnost regeneracije izdanaka (24,6%) i ujedno najveci
broj de novo formiranih izdanaka po eksplantatu (2,5) postignuti su na hranljivoj podlozi sa 0,5
mg/l CPPU. lzdanci su nastajali direktno na eksplantatu lisne drske bez formiranja kalusa (Slika
14e). Kod eksplantata listova, najbolja indukcija organogeneze izdanaka (2,56%) postignuta je na
podlozi sa niskom koncentacijom CPPU (0,1 mg/l).

4.3.2. Uticaj kombinacija auksina i citokinina na formiranje kalusa i izdanaka

Ispitan je uticaj razli¢itih koncentracija dva auksina, IAA ili NAA, u kombinacijama sa
jednim od citokinina (BAP, KIN, TDZ ili CPPU) u koncentraciji 1,0 mg/l na formiranje kalusa i
izdanaka na odse¢cima lisnih drski i listova in vitro gajenih biljaka posle 4 nedelje gajenja (Tabele
241 25).

Sastav hranljive podloge, tip eksplantata kao i njihova interakcija su faktori koji uti¢u na
formiranje kalusa na podlogama sa IAA i citokininom (Tabela 24). Na hranljivim podlogama sa
IAA i citokininima adeninskog tipa (BAP ili KIN) ni kod jednog tipa eksplantata nije doslo do
formiranja kalusa, izuzev kod eksplantata lisnih drski na podlozi sa 0,1 mg/l IAA i 1,0 mg/l BAP.
Dodatak IAA hranljivim podlogama sa citokininima koji su derivati feniluree (TDZ ili CPPU)
doveo je do smanjenja broja eksplantata na kojima se formira kalus u odnosu na podlogu bez IAA.

Tip eksplantata je najznacajniji faktor za formiranje izdanaka na podlogama sa IAA i
citokininom. Eksplantati lisne drSke pokazali su veci potencijal za regeneraciju izdanaka u odnosu
na eksplantate listova. Najveci procenat eksplantata sa formiranim izdancima (17,53%), kao i
najveéi broj izdanaka po eksplantatu (2,25), dobijen je kod eksplantata lisnih drSki gajenih na
podlozi sa 0,5 mg/l IAA i 1,0 mg/l CPPU (Slika 14f). Kod eksplantata listova izdanci su formirani
samo na podlozi sa 0,1 mg/l IAA 11,0 mg/l TDZ (0,32%).

Sastav hranljive podloge i interakcija podloge 1 tipa eksplantata znacajni su faktori za
formiranje kalusa na podlogama sa NAA i citokininom (Tabela 25). Nasuprot IAA, NAA u podlozi
sa citokininom pozitivno je uticala na formiranje kalusa, posebno na podlogama sa citokininima
derivatima feniluree (TDZ i CPPU). Kod eksplantata lisnih drski kalus je formiran kod 96,19-100%,
dok je kod eksplantata listova kalus formiran kod 63,40-100% eksplantata, u zavisnosti od
koncentracije NAA u podlozi. Na podlogama sa NAA i citokininima adeninskog tipa (BAP i KIN)
kalusno tkivo je formirano na znatno manjem broju eksplantata, pa je tako kod eksplantata lisnih
drski najveca efikasnost formiranja kalusa (34,65%) bila na podlozi sa 0,5 mg/l NAA 1 1,0 mg/l
KIN, a kod eksplantata listova (29,40%) na podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP.

Na regeneraciju izdanaka iz eksplantata lisnih drski i listova gajenih na podlogama sa NAA i
citokininom najvise utice tip eksplantata. Eksplantati lisne drske su pokazali ve¢i potencijal za
regeneraciju izdanaka u odnosu na eksplantate listova. Indukcija organogeneze izdanaka je bila
najveca (21,07%) kod lisnih drski, kao i broj formiranih izdanaka po eksplantatu (2,25) na podlozi
sa 0,5 mg/l NAA 1 1,0 mg/l KIN. Na ovoj hranljivoj podlozi zabelezen je 1 najveci procenat
formiranih izdanaka kod eksplantata listova (0,31%).
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Tabela 24. Uticaj IAA i citokinina na formiranje kalusa i adventivnih izdanaka iz odsecaka lisnih drski i listova V. cornuta gajene in vitro.

Regulatori rastenja* Eksplantati sa Eksplantati sa Broj izdanaka

Tip eksplantata

IAA BAP KIN TDz CPPU formiranim kalusom (%) izdancima (%) po eksplantatu
] ] ] ] ] odsedak lisne drike 0,20 +0,20"" 21,30 +0,30° 2,32 0,45
odsedak lista 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
] 10 ] ] ] odsecak lisne drske 0,00 + 0,00 9,06 + 1,40° 1,25 +0,63"°
! odsedak lista 0,64 + 0,64 0,31+0,31% 0,25 +0,25”
0.1 10 ] ] ] odsecak lisne drske 0,64 +0,64% 12,91 +2,04% 1,75 +0,85%
! ! odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
05 10 ] ] ] odsedak lisne drske 0,00 + 0,00° 0,64 + 0,64 0,25 + 0,25%
! ' odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
] ] 10 ] ] odsedak lisne drske 0,64 + 0,64 9,44 +1,19° 1,25 +0,48"°
! odsedak lista 5,71 +0,64™ 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
01 ] 10 ] ] odsecak lisne drske 0,00 + 0,00? 7,46 + 0,96 1,00 + 0,417
! ’ odsedak lista 0,00 +0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00*
05 ] 10 ] ] odsecak lisne drske 0,00 + 0,00° 4,99 + 1,95 1,00 +0,71°
’ ’ odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
] ] ] 10 ] odsedak lisne drske 21,07 +0,84° 9,06 + 1,40° 1,25 +0,63°°
! odsedak lista 80,06 +1,97° 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00°
0.1 ] ] 10 ] odsedak lisne drike 0,00 + 0,00* 8,02 + 2,92° 1,50 + 0,95
’ ! odsecak lista 19,18 +0,97° 0,32+0,32% 0,25 +0,25%
05 ) ] 10 ] odsecak lisne drske 2,56 + 0,86" 1,31 +1,31*¢ 0,50 + 0,50*°
’ ! odsedak lista 8,01 +2,92° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°
] ] ] ] 10 odsedak lisne drske 4,99 +1,99% 4,99 +1,95% 1,00 +0,71°°
’ odsedak lista 5,27 + 1,78 0,00 + 0,00? 0,00 + 0,00?
01 ] ] ] 10 odsedak lisne drike 0,64 +0,64% 1,33+1,33*° 0,50 + 0,50*°
’ ’ odsedak lista 0,64 + 0,64 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00°
0.5 ] ] ] 10 odsedak lisne drske 1,33+1,33% 17,53 + 2,26° 2,25 +0,85°
’ ’ odsedak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°

*Koncentracije regulatora rastenja su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).
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Tabela 25. Uticaj NAA i citokinina na formiranje kalusa i adventivnih izdanaka iz odsecaka lisnih drski i listova V. cornuta gajene in vitro.

Regulatori rastenja* Eksplantati sa formiranim Eksplantati sa Broj izdanaka

Tip eksplantata

NAA BAP KIN TDZ CPPU kalusom (%) izdancima (%) po eksplantatu
odsecak lisne drike 0,20 £ 0,207 21,30 + 0,30° 2,32 + 0,45°
i i i i i odsecak lista 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
] 10 ] ] ] odsecak lisne drske 0,00 + 0,00 9,06 + 1,40° 1,25 +0,63%
' odsecak lista 0,64 + 0,647 0,31 +0,31% 0,25 + 0,25%
01 10 ] ] ] odsecak lisne drske 29,75 + 0,20; 3,81 + 1,36 0,75 + 0,48%°
’ ' odsecak lista 3,81+ 1,36 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
05 10 ] ] ] odsecak lisne drike 16,75 + 0,38’ 13,09 +1,88' 1,75+0,75"
’ ’ odsecak lista 29,40 + 0,57 0,00 + 0,00 0,00 + 0,007
] ] 10 ] ] odsecak lisne drske 0,64 + 0,64 9,43 +1,19° 1,25 +0,48%
’ odsecak lista 5,71 + 0,64° 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00°
0.1 ] 10 ] ] odsecak lisne drske 26,31 +0,79" 0,00 + 0,00° 1,00 +0,00”°
’ : odsecak lista 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
05 ] P ] ] odsecak lisne drike 34,65 + 0,30’ 21,07 £ 0,85° 2,25 + 0,75°
’ ; odsecak lista 11,20 + 1,56° 0,31 +0,31%® 0,25 + 0,25%
) ) ) 10 ) odsecak lisne drske 21,07 + 0,84? 9,06 + 1,40° 1,25 + 0,63
’ odsecak lista 80,06 + 1,97 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
01 ] ] 10 ] odsecak lisn§ drske 96,19 + 1,36;Tm 2,56 + 0,86:1 1,50 + 0,95:"C
’ : odsecak lista 100,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
05 ] ] 10 ] odsecak lisn§ drske 99,35 + 0,64':n 1,33 1,33:'C 0,50 + 0,50:"C
’ : odsecak lista 94,28 + 0,64 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
] ] ] ] 10 odsecak lisne drske 4,99 + 1,99 4,99 +1,95%° 1,00 +0,71>°
’ odsecak lista 5,27 +1,78° 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00*
01 ] ] ] 10 odsecak lisne drske 97,91 +2,08™ 3,80 +1,36% 0,75 +0,47**
’ ' odsecak lista 63,40 + 1,19% 0,31 +0,31% 0,25 + 0,25%
05 ] ] ] 10 odsecak lisne drske 100,00 + 0,00" 7,46 + 0,96° 1,00 + 0,41
’ ’ odsecak lista 94,72 +1,78" 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00°

*Koncentracije regulatora rastenja su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greSka. Srednje vrednosti unutar iste

kolone obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).
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4.4. UmnoZavanje izdanaka V. cornuta

Proucavano je umnoZavanje izdanaka dobijenih od eksplantata klijanaca (odeljak 4.4.1.),
kao i umnozavanje izdanaka poreklom od eksplantata in vitro gajenih biljaka (odeljak 4.4.2.).

4.4.1. UmnoZavanje izdanaka dobijenih regeneracijom na eksplantatima klijanaca

Praceno je umnozavanje izdanaka koji su dobijeni od razlicitih eksplantata klijanaca
(odsecaka lista, lisne drske i hipokotila) na dve hranljive podloge kojima su dodati NAA i BAP
(Tabela 26). Na obe hranljive podloge do umnozavanja izdanaka je doslo aktiviranjem aksilarnih
pupoljaka (Slika 15a i 15b).

Tabela 26. Umnozavanje izdanaka V. cornuta na razli¢itim hranljivim podlogama nakon 4 nedelje
gajenja in vitro u uslovima dugog dana.

Hranljiva podloga* Tip eksplantata Broj aksilarnih izdanaka
odsegak lista 1,85+0,19""
MS + 0,1 NAA + 1,0 BAP odsecak lisne drske 1,72 £ 0,163b
odsecak hipokotila 1,75 + 0,05%
odsegak lista 1,98 £0,27°
%MS + 0,5 NAA + 1,0 BAP odsec¢ak lisne drske 1,33 +0,12°
odsecak hipokotila 1,80 + 0,05%

*Koncentracije NAA i BAP su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti +
standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki
znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).

Najveci broj novoformiranih aksilarnih izdanaka po biljci (1,85-1,98) dobijen je kod
izdanaka koji vode poreklo od odsecaka listova klijanaca, na obe hranljive podloge (Slika 15c).
Pokazano je da nema statisti¢ki znaajnih razlika u broju novoformiranih aksilarnih izdanaka
izmedu ove dve hranljive podloge. Najvece umnozavanje izdanaka postignuto je kada su odsecci
listova (1,98) gajeni na hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP S§to je bilo statisticki
znacajno vise u odnosu na izdanke dobijene na odse¢cima lisnih drski (1,33).

Slika 15. Umnozavanje izdanaka V. cornuta na hranljivim podlogama sa NAA i BAP posle 4
nedelje gajenja u uslovima dugog dana. a - izdanak gajen na podlozi sa 0,1 mg/l NAA i 1,0 mg/l
BAP; b - izdanak gajen na podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP; ¢ - in vitro kultura izdanaka.
Bar =5 mm (a, b); 10 mm (c).

62



Rezultati

4.4.2. UmnoZavanje i izduZivanje izdanaka dobijenih od eksplantata in vitro gajenih biljaka

Proucavano je umnoZavanje i izduzivanje izdanaka koji su dobijeni od eksplantata in vitro
gajenih biljaka V. cornuta na podlozi sa NAA i BAP, kao i na podlogama sa TDZ ili CPPU (Tabela
27). Broj novoformiranih izdanaka bio je znacajno ve¢i (7,1-7,6) kada su izdanci gajeni na
podlogama sa citokininima derivatima feniluree (TDZ ili CPPU) u odnosu na broj izdanaka (2,9)
koji je formiran na podlozi sa NAA i BAP. Najveca prosecna duzina izdanka (82,2 mm) zabelezena
je na podlozi sa 0,5 mg/l CPPU.

Tabela 27. Umnozavanje i izduzivanje izdanaka V. cornuta na razli¢itim hranljivim podlogama
nakon 6 nedelja gajenja u kulturi in vitro u uslovima dugog dana.

Umnozavanje izdanaka Izduzivanje izdanaka
Hranljiva podloga* }_)rose_ca_n broj vt it (i)
aksilarnih izdanaka
14MS + 0,5 NAA + 1,0 BAP 29+13° 75,0 + 5,4%
1LMS + 0,1 TDZ 7,6+0,5" 63,5+ 2,9°
1%MS + 0,5 CPPU 71+04° 82,2+7,0°

*Koncentracije NAA, BAP, TDZ i CPPU su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje
vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste kolone obelezene razli¢itim slovima se
statisti¢ki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).

4.5. Oziljavanje izdanaka V. cornuta

Ispitan je uticaj Cetiri hranljive podloge na oziljavanje izdanaka V. cornuta (Histogram 2 i
2). lzdanci su gajeni na podlozi bez regulatora rastenja i podlogama sa niskom koncentracijom (0,1
mg/l) auksina (1IAA, IBA ili NAA).

Nakon 8 nedelja gajenja na podlozi bez dodatih auksina primeéeno je spontano oziljavanje
izdanaka (Histogram 2). Na hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l NAA dobijen je najveci procenat
oziljenih izdanaka (Histogram 2a), broj korenova po izdanku (Histogram 2b) i duZina najduzeg
korena (Histogram 2c).

Kod oziljenih biljaka broj formiranih boc¢nih grana po biljci se nije razlikovao kod biljaka
gajenih na razli¢itim podlogama (Histogram 3a). Prosecan broj nodusa po biljci (Histogram 3b) i
prosecna visina biljke (Histogram 3c) bili su znacajno ve¢i na podlozi sa NAA nego na drugim
hranljivim podlogama na kojima su izdanci oZiljavani.

Pored toga, praceno je oziljvanje izdanaka koji su prethodno umnozavani na razli¢tim
hranljivim podlogama (NAA i BAP, TDZ ili CPPU). lzdanci sa ovih podloga su oziljavani na
podlozi bez regulatora rastenja (Tabela 28). Posle 4 nedelje gajenja svi izdanci su bili oziljeni
(100%) 1 imali su sli¢an broj formiranih korenova i duzinu najduzeg korena, bez obzira na podlogu
na kojoj su umnozavani.
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Histogram 2. Oziljavanje izdanaka V. cornuta nakon 8 nedelja gajenja. a - procenat oziljenih
biljaka; b - broj korenova po oziljenoj biljci; ¢ - duzina najduzeg korena. Vertikalne linije (barovi)
predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (standardna greSka). Razlic¢ita slova na istom
histogramu ukazuju na postojanje statisticki znacajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD testa

(p<0,05).
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Tabela 28. Oziljavanje izdanaka i morfoloske karakteristike V. cornuta na hranljivoj podlozi bez
regulatora rastenja, nakon 4 nedelje gajenja u uslovima dugog dana.

Hranljiva podloga Oziljavanje Morfoloske karakteristike
umnozavanja Broj Duzina Broj bo¢nih Visina
izdanaka* korenova korena (mm) grana biljke (mm)
05NAA+10BAP 58+03" 10,0+0,8° 3,4+0,2° 66,6 + 3,4°
0,1 TDZ 6,2 +0,4° 11,1 +1,1° 34+0,1° 68,3 +2,7°
0,5 CPPU 52+0,3" 11,8 +1,4° 35+0,2° 74,8 +35°

*Koncentracije NAA, BAP, TDZ i CPPU su u mg/l. **Podaci u tabeli predstavljaju srednje
vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste kolone obelezene razli¢itim slovima se
statisticki znacajno razlikuju na osnovu Fiserovog LSD testa (p<0,05).

Izmedu oziljenih biljaka nisu postojale znacajne razlike za posmatrane morfoloSke
karakteristike. Visina oZiljenih biljaka se kretala od 66,6 do 74,8 mm, i formirano je prose¢no od
3,4-3,5 bocnih grana po biljci.

4.6. Aklimatizacija biljaka V. cornuta

Biljke oziljene u kulturi in vitro (Slika 16a) su uspes$no aklimatizovane (96%) u stakleniku,
u periodu od jula do novembra, a narednog proleéa su cvetale (Slika 16b). Tokom gajenja u
uslovima staklenika doslo je do oplodenja (Slika 16c) kada su se formirali plodovi tipa ¢aure sa
semenima (Slika 16d). Caure su pucale po Savovima (Slika 16e) i tako omogudéile rasejavanje
semena (Slika 16f).

Slika 16. Aklimatizacija biljaka V. cornuta u uslovima staklenika. a - potpuno formirana in vitro
oziljena biljka; b - aklimatizovane biljke u fazi cvetanja u stakleniku; ¢ - plod ¢aura; d - pucanje
Caure; € - otvorena ¢aura sa zrelim semenima; f - ¢aura nakon oslobadanja semena. Bar = 5 mm (a,
c-f); 10 mm (b).
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4.7. Geneti¢ka transformacija V. cornuta

Na osnovu rezultata o indukciji izdanaka V. cornuta u kulturi in vitro izabrani su odsecci
hipokotila kao pocetni eksplantati za geneticku transformaciju. Takode, odsecci hipokotila su se u
preliminarnim eksperimentima transformacije pokazali kao podesniji tip eksplantata za
transformaciju pomoc¢u A. tumefaciens u odnosu na odsecke listova i lisnih drskih in vitro gajenih
biljaka. Usled osetljivosti na infekciju agrobakterijama, visoki procenat eksplantata listova i lisnih
drski je brzo propadao nakon inokulacije, i nije dolazilo do regeneracije izdanaka.

4.7.1. Selektivna koncentracija higromicina

Za geneticku transformaciju V. cornuta koriséeni su vektori koji kao selektivni marker
sadrze gen za higromicin-fosfotransferazu. Zbog toga je najpre ispitana osetljivost eksplantata
hipokotila na antibiotik higromicin kako bi se odredila njegova optimalna koncentracija za selekciju
transformisanih od netransformisnih biljnih ¢elija. Ispitan je regenerativni potencijal eksplantata
hipokotila V. cornuta na razli¢itim koncentracijama higromicina u hranljivoj podlozi za indukciju
izdanaka, sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2,0 mg/l BAP (Histogram 4, Slika 18). Eksplantati hipokotila su
gajeni 2, odnosno 7 dana na podlozi bez higromicina kao predtretman, a zatim na podlogama sa
rastu¢im koncentracijama ovog antibiotika (0-10 mg/l). Posle 4 nedelje odreden je procenat
eksplantata sa formiranim kalusom (Histogram 4a), procenat eksplantata sa regenerisanim
izdancima (Histogram 4b), kao i prose¢an broj izdanaka po eksplantatu hipokotila (Histogram 4c).

Kada su eksplantati hipokotila gajeni na predtretmanu 2 dana, podloga sa najniZom
koncentracijom higromicina (1,0 mg/l) nije uticala na efikasnost formiranja kalusa, ali je
regeneracija izdanaka bila znac¢ajno smanjena u odnosu na kontrolu bez higromicina. Na podlozi sa
2,5 mg/l higromicina procenat formiranja kalusa je bio znacajno smanjen u odnosu na kontrolu, a
do regeneracije izdanaka nije do$lo. Na podlogama sa vis§im koncentracijama higromicina (> 5
mg/l) svi eksplantati su nekrozirali (Slika 17a).

Sa druge strane, predtretman od 7 dana omogucio je prezivljavanje eksplantata hipokotila i
na podlogama sa vi§im koncentracijama higromicina (2,5 i 5,0 mg/l). Kao i u slucaju kraceg trajanja
predtretmana, na podlozi sa najnizom koncentracijom higromicina (1,0 mg/l) visok procenat
eksplantata je formirao kalus dok je regeneracija izdanaka bila znafajno smanjenja u odnosu na
kontrolu. Sa porastom koncentracije higromicina (2,5 i 5,0 mg/l) doSlo je do daljeg smanjenja
efikasnosti formiranja kalusa i regeneracije izdanaka, bez uticaja na proseCan broj izdanaka po
eksplantatu. Na podlogama sa viSim koncentracijama higromicina (= 7,5 mg/l) svi eksplantati su
nekrozirali (Slika 17Db).

Slika 17. Efekat rastucih koncentracija higromicina (mg/l) na formiranje kalusa i izdanaka u kulturi
hipokotila V. cornuta. a - predtretman 2 dana; b - predtretman 7 dana. Bar = 10 mm.
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eksplantati sa regenerisanim izdancima (%); ¢ - prosecan broj izdanaka po eksplantatu. Vertikalne
linije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska). Razlicita slova na
jednom histogramu, ukazuju na postojanje statisticki znacajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD

testa (p<0,05).
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Duze trajanje predtretmana (7 dana) uticalo je na smanjenje osetljivosti eksplantata
hipokotila prema higromicinu. Na podlogama sa istim koncentracijama higromicina, eksplantati
koji su gajeni na predtretmanu 7 dana na podlogama bez higromicina, imali su vecu efikasnost
formiranja kalusa i regeneracije izdanaka u odnosu na eksplantate gajene na predtretmanu 2 dana.
Za predtretman od 2 dana kao selektivna izabrana je koncentracija higromicina od 2,5 mg/l, dok je
za predtretman 7 dana ona iznosila 7,5 mg/I.

4.8. Transformacija genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs)

Geneticka transformacija eksplantata hipokotila V. cornuta uradena je koriS¢enjem dva
vektora koji nose gen za kapsantin-kapsorubin-sintazu (ccs) pod kontrolom razli¢itih promotora:
pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos (35S-Llccs) i pwBVeclOa/PchsA-Llces::TNos (PchsA-
Llccs). ”Prazan vektor” (pWBVecl10a) predstavljao je kontrolu transformacije (Llccs-).

Do formiranja kalusa i regeneracije izdanaka kod eksplantata hipokotila inokulisanih u
bakterijskoj suspenziji dolazilo je kasnije u odnosu na kontrolne eksplantate hipokotila koji su
potapani u tecni YEP medijum bez bakterija. Netransformisani eksplantati hipokotila su u
potpunosti nekrozirali na podlozi sa selektivnom koncentracijom higromicina.

Kalusno tkivo kontrolnih netransformisanih eksplantata hipokotila pocelo je da se formira
ve¢ posle par dana od izolacije eksplantata hipokotila i bilo je kompaktno i zelene boje (Slika 18a).
Indukcija adventivnih izdanaka kod netransformisanih eksplantata hipokotila uocena je oko petnaest
dana od izolacije, a zatim su izdanci potpuno formirani posle mesec dana (Slika 18b) dok je
umnozavanje izdanaka postignuto posle dva meseca (Slika 18c).

Eksplantati hipokotila prethodno gajeni 2 dana na predtretmanu koji su inokulirani
agrobakterijumom sa “’praznim vektorom” (Llccs-) formirali su kompaktno kalusno tkivo zelene
boje (Slika 18d), a zatim je krenula regeneracija izdanaka iz kalusnog tkiva nakon tri nedelje od
inokulacije (Slika 18e). Dva meseca posle inokulacije formirana je kultura potencijalno
transformisanih izdanaka (Slika 18f).

Eksplantati hipokotila gajeni na predtretmanu 2 dana i transformisani vektorom kod koga je
Llccs gen pod kontrolom konstitutivnog 35S promotora su formirali kalus (35S-Llccs) na kome su
pored zelene bili uo€ljivi i delovi kalusa narandzaste i zute boje (Slika 18g). Iz ovog kalusa
regenerisani su izdanci nakon tri nedelje od inokulacije. lako je 35S-Llccs kalusno tkivo imalo
GUS pozitivnu reakciju, regenerisani izdanci su bili GUS negativni. 35S-Llccs kalusno tkivo je
dalje gajeno duze od godinu dana na podlozi za regeneraciju izdanaka, a zatim su vraceni antibiotici
u hranljivu podlogu (cefotaksim 200 mg/l i higromicin 2,5 mg/l). Ponovna regeneracija izdanaka
krenula je nakon dva meseca gajenja kalusa na ovoj podlozi (Slika 18h). Novoformirani izdanci su
pokazivali GUS pozitivnu reakciju i uspostavljena je kultura izdanaka (Slika 18i).

Eksplantati hipokotila gajeni 7 dana na predtretmanu i potom transformisani sa
pWBVecl0a/PchsA-Llccs::TNos vektorom (PchsA-Llccs) formirali su samo kalusno tkivo (Slika
18j). Gajenjem PchsA-Llccs kalusa u uslovima razli¢ite osvetljenosti uo¢ena je promena u njegovoj
boji. U uslovima dugog dana pored kalusa zelene uocen je i kalus tamno narandzaste boje (Slika
18k). Kalus koji je gajen u mraku bio je svetlo roze boje (Slika 18l). Kalus je bio rastresitog tipa
bez obzira na svetlosne uslove gajenja. Do trenutka pisanja ove disertacije nisu regenerisani izdanci
iz GUS pozitinog PchsA-Llccs kalusa.

Svi dobro razvijeni, potencijalno transformisani izdanci, izolovani su i dalje gajeni kao
zasebne linije na hranljivoj podlozi za umnozavanje izdanaka sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP.
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Slika 18. Geneticka transformacija V. cornuta genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs). a-c -
formiranje kalusa i regeneracija izdanaka iz netransformisanog eksplantata hipokotila; d-f -
formiranje kalusa i regeneracija izdanaka iz eksplantata hipokotila transformisanog sa “’praznim
vektorom”; g-i - formiranje kalusa i regeneracija izdanaka iz eksplantata hipokotila transformisanog
sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom; j-I - formiranje kalusa iz eksplantata hipokotila
transformisanog sa pWBVec10a/PchsA-Llccs:: TNos vektorom. Bar =3 mm (a, b, ¢, d, e, f, J); 5
mm (g); 10 mm (h, k, 1.

Efikasnost formiranja kalusa i izdanaka procenjena je dva meseca nakon transformacije
(Tabela 29). Kod eksplantata hipokotila nakon inokulacije sa A. tumefaciens (Llccs-, 35S-Llccs i
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PchsA-Llccs) efikasnost formiranja kalusa bila je znacajno manja (15,40-21,11%) nego kod
neinokulisanih eksplantata hipokotila (100%). | regeneracija izdanaka iz eksplantata hipokotila
inokulisanih u bakterijskoj suspenziji (Llccs- 1 35S-Llccs) bila je znacajno niza (0,2-2%) u
poredenju sa regeneracijom izdanaka iz neinokulisanih eksplantata hipokotila (32%). Efikasnost
geneticke transformacije za Llccs- iznosila je 2%, za 35S-Llccs 0,3%, dok je za PchsA-Llccs ona
iznosila 2,22%.

Tabela 29. Efikasnost geneticke transformacije V. cornuta pomoc¢u A. tumefaciens LBA4404
(pWBVecl0a).

Broj Eksplantati sa Efikasnost .

: T . . Eksplantati sa

Tretman inokulisanih formiranim geneticke izdancima (%)
eksplantata kalusom (%) transformacije (%)* :

K** 50 100,00 +0,00° - 32,00 + 4,90
Llccs- 100 21,00 + 1,00 2,00 2,00 + 1,15
35S-Llccs 300 15,40 + 2,35° 0,33 0,20 + 0,20
PchsA-Llccs 90 21,11 + 4,84° 2,22 0,00 + 0,00

*Efikasnost geneticke transformacije je predstavljena kao broj eksplantata sa izdancima (Llccs- i
35S-Llccs)/kalusom (PchsA-Llccs) kod kojih je PCR analizom potvrdeno prisustvo transgena u
odnosu na ukupan broj inokulisanih eksplantata.

**K: netransformisani eksplantati hipokotila; Llccs-: eksplantati hipokotila transformisani sa
“praznim vektorom”; 35S-Llccs: eksplantati hipokotila transformisani pWBVecl0a/CaMV
35S::Llccs::TNos vektorom; PchsA-Llccs: eksplantati hipokotila transformisani
pWBVecl0a/PchsA::Llccs:: TNos vektorom.

***Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greSka. Srednje vrednosti unutar
iste kolone obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD
testa (p=<0,05).

4.8.1. Potvrda geneticke transformacije

Uspesnost geneticke transformacije V. cornuta najpre je potvrdena histohemijskim GUS
testom koji je predstavljao prvi, preliminarni dokaz o transformaciji (odeljak 4.8.1.1.). Potom je
PCR analizom genomske DNK izolovane iz GUS pozitivnih linija kalusnog tkiva i listova
regenerisanih izdanaka pokazano prisustvo transgena u genomu V. cornuta (odeljak 4.8.1.2.)

4.8.1.1. Histohemijski GUS test

Test je uraden na uzorcima koji su dobijeni transformacijom eksplantata hipokotila sa
”praznim vektorom” (Llccs-), sa pWBVecl10a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom (35S-Llccs) i sa
pWBVecl0a/PchsA-Llccs:: TNos vektorom (PchsA-Llccs). Prvo su testirani uzorci kalusnog tkiva, a
potom i uzorci listova regenerisanih izdanaka. Netransformisani kalus (Slika 19a) i list (Slika 19e)
ostali su neobojeni usled odsustva uidA gena. Kao posledica integracije i ekspresije uidA gena,
transformisani komadi¢i kalusnog tkiva Llccs- (Slika 19b), 35S-Llccs (Slika 19c) i PchsA-Llccs
(Slika 19d) bili su obojeni u plavo, u potpunosti ili delimi¢no. Isto tako, i listovi Llccs- (Slika 19f) i
35S-Llccs (Slika 199) potencijalno transformisanih izdanaka bili su intenzivno obojeni u plavo kao
rezultat ekspresije uidA gena.
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Slika 19. Ekspresija uidA gena u kalusu i listovima nakon transformacije. a - netransformisani
kalus; b - kalus transformisan sa ”praznim vektorom”; ¢ - kalus transformisan pWBVec10a/CaMV
35S::Llccs::TNos vektorom; d - kalus transformisan pWBVec10a/PchsA-Llccs:: TNos vektorom; e -
list netransformisane biljke, f - list biljke transformisane sa ’praznim vektorom”; g - list biljke
transformisane sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Bar = 3 mm.

4.8.1.2. PCR

PCR analizom genomske DNK izolovane iz listova potencijalno transformisanih linija koje
su dobijene transformacijom “praznim vektorom” potvrdeno je prisustvo produkata amplifikacije
marker gena za selekciju (hpt) kao i reporter gena (gus) kod svih 7 ispitivanih transformisanih linija.
Produkti amplifikacije odgovarajuce veli¢ine od 238 bp (hpt) i 395 bp (uidA) potvrdeni su i kod
bakterijske DNK koja je predstavljala pozitivnu kontrolu. U uzorku negativne kontrole, odnosnho
DNK izolovane iz lista netransformisane biljke produkti amplifikacije nisu detektovani (Slika 20).

LB1 234 567K At

a h
Dl
238 bp
b uidA
395 bp

Slika 20. PCR analiza potencijalno transformisanih linija koje su dobijene transformacijom sa
”praznim vektorom”. a - amplifikacija fragmenta hpt gena duzine 238 bp; b - amplifikacija
fragmenta uidA gena duzine 395 bp. L: DNK standard (100 bp DNA ladder); B: negativna kontrola
PCR reakcije (blank); 1-7: potencijalno transformisane linije; K: negativna kontrola (list
netransformisane biljke); At: pozitivna kontrola (A. tumefaciens).

PCR analizom genomske DNK izolovane iz listova potencijalno transformisanih linija koje
su dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom, potvrdeno je
prisustvo produkta amplifikacije gena za kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs) veli¢ine 463 bp, kod

72



Rezultati

29 od 30 linija. Kod istog broja uzoraka detektovani su i produkti amplifikacije hpt odnosno uidA
gena. Prisustvo sva tri transgena potvrdeno je 1 u pozitivnoj kontroli, dok u negativnoj kontroli
produkti amplifikacije nisu detektovani (Slika 21).

LB12345¢6 728 91011121314 1516 K At

Liccs
463 bp

hpt
238 bp

uidA
395 bp

Slika 21. PCR analiza potencijalno transformisanih linija koje su dobijene transformacijom sa
pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. a - amplifikacija fragmenta Llccs gena duzine 463
bp; b - amplifikacija fragmenta hpt gena duzine 238 bp; ¢ - amplifikacija fragmenta uidA gena
duzine 395 bp. L: DNK standard (100 bp DNA ladder); B: negativna kontrola PCR reakcije (blank);
1-16: potencijalno transformisane linije; K: negativna kontrola (list netransformisane biljke); At:
pozitivna kontrola (A. tumefaciens).

PCR analizom DNK izolovane iz kalusnog tkiva dobijenog transformacijom eksplantata
hipokotila sa pWBVecl0a/PchsA-Llccs::TNos vektorom detektovani su produkti amplifikacije
odgovarajuc¢ih veli¢ina, 463 bp (Llccs), 238 bp (hpt) i 395 bp (uidA), i kod dva testirana
potencijalno transformisana uzorka (Slika 22).

L B1 2 K 4t

Llccs

463 bp

hpt
238 bp
uidA
395 bp

—

<

Slika 22. PCR analiza kalusa dobijenog transformacijom sa pWBVecl0a/PchsA-Llccs:: TNos
vektorom. a - amplifikacija fragmenta Llccs gena duzine 463 bp; b - amplifikacija fragmenta hpt
gena duzine 238 bp; ¢ - amplifikacija fragmenta uidA gena duzine 395 bp. L: DNK standard (100 bp
DNA ladder); B: negativna kontrola PCR reakcije (blank); 1, 2: potencijalno transformisane linije;
K: negativna kontrola (netransformisani kalus); At: pozitivna kontrola (A. tumefaciens).
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4.9. UmnoZavanje izdanaka transformisanih linija V. cornuta

Za sva dalja ispitivanja nasumi¢no su odabrane po tri linije izdanaka transformisane sa
”praznim vektorom” (Llccs-), kao i vektorom koji nosi Llccs gen pod kontrolom konstitutivnog
promotora (35S-Llccs). Transformisane linije i netransformisana kontrola umnoZavane su na
hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1,0 mg/l BAP u uslovima dugog dana. Posle 4 nedelje gajenja
u kulturi in vitro, postojale su znac¢ajne razlike u broju de novo formiranih aksilarnih izdanaka po
biljci, broju nodusa po biljci kao i srednjoj visini biljaka izmedu netransformisane i transformisanih
linija (Tabela 30).

Tabela 30. Umnozavanje i izduzivanje izdanaka 6 transformisanih linija V. cornuta na %2MS
hranljivoj podlozi sa 0,5 mg/l NAA i 1 mg/l BAP nakon 4 nedelje gajenja u kulturi in vitro.

UmnoZavanje IzduZivanje

Linija Broj Broj Prosec¢na visina
aksilarnih izdanaka nodusa po biljci izdanka (mm)
K* 1,95+ 0,17° 5,62 +0,33° 44,05 + 1,76"
Liccs- 1 1,05 + 0,22% 5,35 + 0,27% 46,25 + 3,35"
Llccs- 2 1,05 + 0,18% 5,40 + 0,31% 32,60 £2,17°
Liccs- 3 2,45 +0,18° 6,45 + 0,40° 32,35+ 1,53
35S-Llces 1 1,25 + 0,19% 5,40 + 0,207 29,00 + 1,00°
35S-Llccs 2 1,20 + 0,27® 4,30 + 0,29° 32,35+ 1,29°
35S-Llces 3 0,65 + 0,22° 4,75+ 0,23° 32,75 + 1,69°

*K: netransformisana kontrola; Llccs- 1-3: linije dobijene transformacijom sa “’praznim vektorom”;
35S-Llccs 1-3: linije dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p<0,05).

U poredenju sa netransformisanom kontrolom, Llccs- transformisana linija 3 imala je
znafajno veci broj formiranih aksilarnih izdanaka po biljci (2,45). U okviru grupe Llccs-
transformisanih linija jedino je linija 3 formirala veci broj izdanaka u odnosu na kontrolu. Znacajno
manji broj aksilarnih izdanaka u poredenju sa netransformisanom kontrolom, formiran kod 35S-
Llccs transformisane linije 3 (0,65). Broj aksilarnih izdanaka kod 35S-Llccs 3 nije se znacajno
razlikovao od broja izdanaka formiranih kod druge dve linije, 35S-Llccs 1 i 35S-Llccs 2. Srednji
broj nodusa po biljci bio je najveci kod Llccs- transformisane linije 3 (6,45). Znacajno manji broj
nodusa u odnosu na netransformisanu kontrolu formiran je kod 35S-Llccs transformisanih linija 2 i
3 (4,30 odnosno 4,75). Kod ostalih testiranih transformisanih linija srednji broj nodusa po biljci nije
se razlikovao od broja nodusa kod netrasformisanih biljaka. Osim linije Llccs- 1, sve druge Llccs- i
35S-Llccs transformisane linije su bile nize (29-32,75 mm) u odnosu na netransformisanu kontrolu
(44,05 mm).

4.10. Oziljavanje izdanaka transformisanih linija V. cornuta

Netransformisani izdanci i izdanci transformisanih linija oziljavani su na podlozi sa 0,1 mg/I
NAA u uslovima dugog dana in vitro. Posle 7 nedelja gajenja izdanci 35S-Llccs transformisanih
linija oziljeni su u znacajno manjem procentu (12,42-57,35%) u odnosu na izdanke linija
transformisanih “’praznim vektorom” (82,2-100%) i netransformisanu kontrolu (100%) (Histogram
5). U okviru 35S-Llccs grupe, transformisana linija 1 imala je znacajno veci broj oziljenih izdanaka
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od linija 35S-Llccs 2 i 3. Izmedu netransformisane kontrole (K) i linija transformisanih ”praznim
vektorom” (Llccs-), nije bilo znacajnih razlika u procentu oziljenih izdanaka.
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Histogram 5. Oziljavanje netransformisane i transgenih linija V. cornuta. K: netransformisana
kontrola; Llccs- 1-3: linije dobijene transformacijom sa ”praznim vektorom”; 35S-Llccs 1-3: linije
dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Vertikalne linije
(barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska). Razlicita slova ukazuju
na postojanje statisti¢ki znacajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).

Llccs- transformisana linija 3 odlikovala se najve¢im brojem korenova po oziljenoj biljci
(13,30). Ona je imala znacajno veci broj korenova od netransformisane kontrole, kao i od svih
drugih transformisanih linija. Sve tri 35S-Llccs transformisane linije formirale su znacajno manji
broj korenova po oziljenoj biljci (1,3-3), u odnosu na netransformisanu kontrolu (5,55) i Llccs-
transformisane linije (7,25-13,35) (Histogram 6a). Duzina najduzeg korena kod Llccs-
transformisanih linija (6,85-11,25 mm) bila je znacajno veta u odnosu na duZinu korena
netransformisane kontrole (2,75 mm) i 35S-Llccs transformisanih linija (0,2-1,55 mm). Llccs-
transformisana linija 3 imala je najduze korenove (11,25 mm). Nasuprot tome, korenovi 35S-Llccs
transformisanih linija bili su zna¢ajno kraéi (0,2-1,55 mm) od korenova netransformisane kontrole
(2,75 mm) i Llccs- transformisanih linija (6,85-11,25 mm) (Histogram 6b).
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Histogram 6. Parametri oziljavanja V. cornuta nakon 7 nedelja gajenja na podlozi sa 0,1 mg/l NAA
in vitro. a - broj korenova; b - duzina korena. K: netransformisana kontrola; Llccs- 1-3: linije
dobijene transformacijom sa “praznim vektorom”; 35S-Llccs 1-3: linije dobijene transformacijom
sa pWBVeclOa/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Vertikalne linije (barovi) predstavljaju
odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska). Razli¢ita slova na istom histogramu ukazuju
na postojanje statisticki znacajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,05).

Znacajne razlike u srednjem broju nodusa po oziljenoj biljci izmedu transformisanih linija i
netransformisane kontrole nisu postojale. Jedino je Llccs- transformisana linija 3 imala veci broj
nodusa od 35S-Llccs transformisanih linija 1 i 2 (Histogram 7a). Posle 4 nedelje gajenja na podlozi
za oziljavanje izdanaka zabelezena je i razlika u visini oziljenih biljaka. Biljke sve tri Llccs-
transformisane linije bile su znacajno vise (51,7-59,3 mm) u odnosu na biljke netransformisane
kontrole (39,6 mm) i 35S-Llccs transformisanih linija (32,3-40,4 mm). Srednja visina biljaka 35S-
Llccs transformisanih linija nije se znacajno razlikovala od netransformisane kontrole, ali je okviru
35S-Llccs grupe transformisanih linija postojala znacajna razlika u visini biljaka izmedu linija 35S-
Llccs 2 i 35S-Llccs 3 (Histogram 7b).
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Histogram 7. Parametri rastenja oziljenih biljaka V. cornuta posle 7 nedelja gajenja na podlozi sa
0,1 mg/l NAA in vitro. a - broj nodusa po biljci; b - prose¢na visina biljke. K: netransformisana
kontrola; Llccs- 1-3: linije dobijene transformacijom sa ”praznim vektorom™; 35S-Llccs 1-3: linije
dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Vertikalne linije
(barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska). RazliCita slova na istom
histogramu ukazuju na postojanje statisti¢ki znacajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD testa
(p<0,05).

4.11. Aklimatizacija biljaka transformisanih linija V. cornuta

Procenat aklimatizovanih netransformisanih biljaka iznosio je 66,67% (Slika 23a), Llccs-
transformisanih biljaka 79,18% (Slika 23b), a 35S-Llccs transformisanih biljaka 59,93% (Slika
230).
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3SS-Llccs 7

Slika 23. Aklimatizacija i cvetanje V. cornuta. a-c - aklimatizacija netransformisanih (K) i
transformisanih biljaka (Llccs- i 35S-Llccs); d-f - umnozavanje i formiranje cvetnih pupoljaka
netransformisanih (K) i transformisanih biljaka (Llccs- i 35S-Llccs); g-h - cvetni pupoljci
netransformisane (K) i transformisanih biljaka (Llccs- i 35S-Llccs); j-I - potpuno otvoreni cvet
netransformisane (K) i transformisanih biljaka (Llccs- i 35S-Llccs). Bar = 20 mm (a-c); 10 mm (d-

).
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Aklimatizovane biljke su uspe$no umnoZene tokom zime u stakleniku (Slika 23d-f), a
krajem zime poceli su da se formiraju cvetni pupoljci (Slika 23g-i). Cvetanje biljaka se odvijalo
tokom proleca i leta (Slika 23j-1).

4.12. Ekspresija Llccs gena

Potvrda ekspresije Llccs gena metodom RT-PCR izvrsena je kod tri linije koje su dobijene
transformacijom sa pWBVec10a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom, kao i tri linije transformisane
“praznim vektorom” koji je sluzio kao kontrola transformacije. Analizirana je RNK izolovana iz
listova i kruni¢nih listica potpuno otvorenih cvetova aklimatizovanih transformisanih biljaka V.
cornuta. Produkt amplifikacije transkripta veli¢ine 164 bp iz kodirajuceg regiona Llccs gena
detektovan je kod sva tri uzorka lista i dva uzorka cveta 35S-Llccs transformisanih biljaka (Slika
24). Odgovaraju¢i produkt nije amplifikovan u uzorcima listova i cvetova netransformisane
kontrole i Llccs- transformisanih biljaka.

LKI1T1234 56 /Kc7 89101112 / B At

Llces
164 bp

Slika 24. Ekspresija Llccs gena u listovima i cvetovima biljaka transformisanih linija. L: DNK
standard (100 bp DNA ladder); KI: list netransformisane biljke (negativna kontrola); 1-3: listovi
biljaka dobijeni transformacijom sa praznim vektorom; 4-6: listovi biljaka dobijeni transformacijom
sa pWBVecl10a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom; Kc: cvet netransformisane biljke (negativna
kontrola); 7-9: cvetovi biljaka dobijeni transformacijom sa “praznim vektorom”; 10-12: cvetovi
biljaka dobijeni transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom; B: negativna
kontrola PCR reakcije (blank); At: pozitivna kontrola (A. tumefaciens).

Nivo ekspresije gena za kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs) odreden je metodom
kvantitativnog PCR-a. cDNK fragment Llccs gena duzine 164 bp odabranih netransformisanih i
transformisanih uzoraka listova i kruni¢nih listica cvetova amplifikovan je na temperaturi od 56 °C.

Specificnost amplifikacije Llccs gena proverena je analizom krive topljenja ¢iji je maksimum
iznosio oko 91,5 °C (Slika 25a).
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Slika 25. Primer specifi¢ne i efikasne amplifikacije Llccs gena. a - zbirne krive topljenja; b -
standardna kriva. IK-: listovi netransformisanih biljkaka; cK-: cvetovi netransformisanih biljaka;
IK1-3+: listovi biljaka dobijeni transformacijom sa ”praznim vektorom”; cK1-3+: cvetovi biljaka
dobijeni transformacijom sa praznim vektorom; IL1-3: listovi biljaka dobijeni transformacijom sa
pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom; cL1-3: cvetovi biljaka dobijeni transformacijom
sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom.

Ujednacena kolicina ukupne cDNK na pocetku qPCR reakcije potvrdena je paralelnom
amplifikacijom referentnog gena za 18S rRNK (Histogram 8).

16

14

| I I I I
IK- IK1+ IK2+ IL1 L2

Histogram 8. Ct vrednosti gena za 18S rRNK za odabrane netransformisane i transformisane
uzorke listova. IK- - list netransformisane kontrole; IK1+i IK2+ - listovi transformisane kontrole;
IL1 i IL2 - transformisani listovi. Vertikalne linije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje
vrednosti (standardna greska).
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gPCR analilza je pokazala nejednak nivo ekspresije Llccs gena u listovima i kruni¢nim
listicima cvetova biljaka transformisanih linija. Broj kopija transkripata Llccs gena po ng RNK u
listovima transformisanih biljaka varirao je od 76 do 420, dok je u cvetovima broj kopija
transkripata po ng RNK varirao od 8 do 192 (Histogram 9).
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Broj kopija transkripata
Llces gena/ng RNK

C

Histogram 9. Broj kopija transkripata Llccs gena u listovima (I) i kruni¢nim listi¢cima cvetova (C)
biljaka netransformirane kontrole (IK-, cK-), linija dobijenih transformacijom sa ”praznim
vektorom” (IK1-3+, cK1-3+) i linija dobijenih transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV
35S::Llccs::TNos vektorom (IL1-3, cL1-3). Broj kopija je izrazen po nanogramu ukupne RNK.
Vertikalne linije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska).

4.13. Akumulacija karotenoida u kalusu i cvetovima V. cornuta

Nakon analize ekspresije Llccs gena uradene su analize pomocu kojih je pokazano da se u
¢elijama transformisanih cvetova V. cornuta sintetiSe i akumulira novi pigment kao rezultat
aktivnosti kapsantin-kapsorubin-sintaze (CCS), enzima koji kodira ovaj gen.

4.13.1. Detekcija novosintetisanog pigmenta

Akumulacija pigmenata u ¢elijama kalusnog tkiva gajenog u in vitro uslovima vizuelizovana
je svetlosnom mikroskopijom. Kod netransformisanog kalusa (Slika 26a) i Llccs- transformisanog
kalusa (Slika 26b), pod svetlosnim mikroskopom bile su vidljive ¢elije kalusnog tkiva sa velikim
brojem hloroplasta ispunjenih hlorofilom, koji je dao zelenu boju tkivu. U ¢éelijama transformisanog
kalusa 35S-Llccs (Slika 26¢) i PchsA-Llccs (Slika 26d) mogli su se uociti hromoplasti ispunjeni
novosintetisanim crvenim pigmentima.
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Slika 26. Presek kalusa V. cornuta. a - netransformisani kalus; b - kalus dobijen transformacijom
sa “praznim vektorom”; ¢ - kalus dobijen transformacijom sa pWBVec10a/CaMV 35S::Llccs::TNos
vektorom; d - kalus dobijen transformacijom sa pWBVecl10a/PchsA-Llccs::TNos vektorom. Bar =
50 pm.
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Pored analize kalusa uradena je analiza akumulacije pigmenata u stablu, listu i kruni¢nim
listicima netransformisanih i transformisanih biljaka (Slika 27). Na uzduznim presecima stabla
netransformisanih (K, Slika 27a) i transformisanih biljaka (Llccs-, Slika 27d i 35S-Llccs, Slika
279) bile su vidljive parenhimske celije bogate hloroplastima sa hlorofilom, kao i sprovodni
elementi. Na poprecnim presecima listova netransformisanin (K, Slika 27b) i transformisanih
biljaka (Llccs-, Slika 27e i 35S-Llccs, Slika 27h) bile su vidljive ¢elije epidermisa, kao i Celije
palisadnog i sunderastog tkiva koje grade tkivo lista. Na presecima stabla i listova svih analiziranih
biljaka nisu uoc¢ene promene u boji tkiva.

sablo list | cvet

Llccs-

35S-Llccs

Slika 27. Uzduzni i poprecni preseci stabla, lista i kruni¢nih listiCa cvetova netransformisanih i
transformisanih biljaka V. cornuta. a - stablo netransformisane biljke; b - list netransformisane
biljke; ¢ - epidermalni sloj kruni¢nog listica cveta netransformisane biljke; d - stablo Llccs-
transformisane biljke; e - list Llccs- transformisane biljke; f - epidermalni sloj kruni¢nog listi¢a
cveta Llccs- transformisane biljke; g - stablo 35S-Llccs transformisane biljke; h - list 35S-Llccs
transformisane biljke; i - epidermalni sloj kruni¢nog listi¢a cveta 35S-Llccs transformisane biljke.
K: netransformisane biljke; Llccs-: biljke dobijene transformacijom sa “’praznim vektorom”; 35S-
Llccs: biljke dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Bar =
200 um (a, d, g); 100 um (b, e, h); 30 um (c, f, 1).
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Nasuprot tome, epidermalne ¢elije kruni¢nih listi¢a cvetova su se razlikovale po boji. U
cvetovima kontrolnih biljaka (K, Slika 27c i Llccs-, Slika 27f) uo¢eni su hromoplasti u kojima je
akumuliran pigment koji daje Zutu boju cvetu. Epidermalne ¢elije 35S-Llccs transformisanih
cvetova (Slika 27i) bile su bogate hromoplastima sa akumuliranim crvenim pigmentom, koji je
kruni¢nim listi¢ima dao razli¢ite nijanse narandzaste boje.

U populaciji 35S-Llccs transformisanih linija (Slika 28a i 28b) uoceni su i cvetovi koji su
bili himeri¢ni. Pojedini cvetovi ovih biljaka su imali narandzastu boju, ali je na kruni¢nim listi¢ima
bila vidljiva i zuta pruga (Slika 28c). Cvetovi su analizirani svetlosnom mikroskopijom gde se
mogla jasno uociti granica epidermalnih ¢elija u ¢ijim hromoplastima su akumulirani zuti odnosno
crveni pigmenti (Slika 28d).

Slika 28. Cvetovi transformisanih biljaka V. cornuta dobijeni transformacijom pomocéu
pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektora. a - cvet transformisane biljke; b - uzduzni presek
kroz kruni¢ni listi¢ transformisanog cveta; ¢ - himerni transformisani cvet; d - presek kroz kruniéni
listi¢ transformisanog himernog cveta. Bar = 10 mm (a, ¢); 0,2 mm (b, d).

4.13.2. Promene hromatiénosti u CIE L*a*b* sistemu kod transformisanih cvetova

Merenjem hromati¢nosti kruni¢nih listica cvetova aklimatizovanih netransformisanih,
Llccs- i 35S-Llccs transformisanih biljaka pokazano da postoje statisti¢ki znacajne razlike u udelu
zute i crvene boje u cvetovima kontrolnih i transformisanih biljaka V. cornuta. Vrednosti svetloce
boje (L*), udeo Zute boje (b*) i nijansa boje (h*) bile su znacajno nize kod cvetova 35S-Llccs
transformisanih biljaka nego kod cvetova kontrolnih biljaka (K i Llccs-). Udeo crvene boje (a*) bio
je znacajno veci u cvetovima 35S-Llccs transformisanih biljaka u odnosu na kontrolne cvetove.
Vrednosti Cistoce boje (C*) nisu se znacajno razlikovale izmedu ispitivanih cvetova (Tabela 31).

Tabela 31. Promene pokazatelja hromati¢nosti u CIE L*a*b* koordinatnom sistemu boja kruni¢nih
listi¢a cvetova netransformisanih i transformisanih biljaka V. cornuta.

Linija L* a* b* C* h*
K* 78,32 +0,51° -4,02+0,83* 71,06+2,73"° 71,38+2,71° 93,83+0,74°
Llccs-  78,54+0,51° -415+1,07° 70,88+2,40° 71,35+2,34% 94,26+ 1,03
35S-Llccs 69,26 +0,29°  13,22+0,98° 64,66 +0,65° 66,40+ 0,58 78,34 +0,89°

*K: cvetovi netransformisanih biljaka; Llccs-: cvetovi biljaka dobijeni transformacijom sa ”’praznim
vektorom”; 35S-Llccs:  cvetovi biljaka dobijeni transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV
35S::Llccs:: TNos vektorom.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p<0,05).
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Promena u boji cvetova uocena je samo kod 35S-Llccs transformisanih biljaka V. cornuta
(Slika 29). Cvetovi netransformisanih biljaka i biljaka dobijenih transformacijom sa “praznim
vektorom” (LIccs-) imali su istu, zutu boju cvetova (Slika 29a i 29b). Razlike u intenzitetu boje bile
su najizraZzenije u donjim kruni¢nim listi¢ima (Slika 29c i 29d).

Slika 29. Cvetovi V. cornuta. a - zuti cvetovi kontrolnih (K i Llccs-) biljaka i narandzasti cvetovi
35S-Llccs transformisanih biljaka; b - netransformisani cvet (K) Zute boje (donji) i 35S-Llccs
transformisani cvet narandzaste boje (gornji); ¢ - donji kruniéni listi¢ Zutog cveta netransformisane
biljke; d - donji kruni¢ni listi¢ narandZastog cveta 35S-Llccs transformisane biljke. Bar = 20 mm
(@); 10 mm (b); 3 mm (c, d).

4.13.3. HPLC analiza sadrzZaja ksantofila

Identifikacija i kvantifikacija novosintetisanog ksantofila uradena je pomo¢u HPLC metode.
Pigmenti su ekstrahovani iz kruni¢nih listica potpuno otvorenih cvetova netransformisanih i
transformisanih aklimatizovanih biljaka V. cornuta. Uz koris¢enje odgovarajué¢eg standarda, u
uzorcima 35S-Llccs transformisanih cvetova (35S-Llccs 1, 35S-Lices 2, 35S-Llccs 3) identifikovan
je pigment kapsantin ¢ije je retenciono vreme bilo na 6,05 minuta (Slika 30).

Sadrzaj kapsantina u testiranim uzorcima 35S-Llccs transformisanih cvetova kretao se od
1,31-1,76 ng/g sveze mase (Tabela 32). U cvetovima netransformisanih biljaka, kao i u cvetovima
Llccs- transformisanih biljaka, kapsantin nije identifikovan. Pigment kapsorubin nije identifikovan
ni u jednom od testiranih uzoraka transformisanih cvetova.

Tabela 32. Sadrzaj kapsantina (ug/g sveze mase biljnog tkiva) u saponifikovanim ekstraktima iz
cvetova netransformisanih i transformisanih biljaka (35S-Llccs), odreden na osnovu HPLC analize i
poredenjem sa odgovaraju¢im standardom.

Linija Kapsantin (1g/g)

K* Nije detektovan

Liccs- Nije detektovan
35S-Llccs 1 1,31
35S-Llccs 2 1,76
35S-Llccs 3 1,62

*K: netransformisana kontrola; Llccs-: linija dobijena transformacijom sa “praznim vektorom”;
35S-Llccs 1-3: linije dobijene transformacijom sa pWBVec10a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom.
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Slika 30. HPLC hromatogrami saponifikovanih ekstrakata kruni¢nih listica cvetova V. cornuta. a -
netransformisani cvetovi (K); b - cvetovi dobijeni transformacijom sa ”’praznim vektorom” (Llccs-);
c-e - cvetovi dobijeni transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom (35S-
Llccs 1-3); f - standard kapsantina. Crna strelica na hromatogramima c, d i e predstavlja maksimum
koji odgovara kapsantinu.

4.14. Fenotipske karakteristike transformisanih biljaka V. cornuta

Parametri morfoloskih i fenotipskih karakteristika netransformisanih i transformisanih
aklimatizovanih biljaka su mereni kod biljaka u fazi cvetanja (Slika 31a-c).
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C

Slika 31. Cvetanje aklimatizovanih transformisanih biljaka V. cornuta. a - netransformisana biljka;
b - biljka dobijena transformacijom sa ”praznim vektorom”; ¢ - biljka dobijena transformacijom sa
pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Bar = 20 mm.

Uporedene su fenotipske karateristike biljaka (duzina i pre¢nik stabla, broj nodusa i bo¢nih
grana, kao i duZina i Sirina listova) tri LIccs- i tri 35S-Llccs transformisane linije i netransformisanih
biljaka (Tabela 36).

Duzina stabla transformisanih linija Llccs- 1 i Llccs- 2, i transformisanih linija 35S-Llccs 2 i
35S-Llccs 3 bila je znacajno veéa (36,28-42,33 mm) nego kod biljaka netransformisane kontrole
(28,43 mm). Duzina stabla dve preostale transformisane linije (LIccs- 3 1 35S-Llccs 1) nije znacajno
odstupala od duZine stabla kontrolnih biljaka (Tabela 33).

Srednji broj nodusa po biljci bio je znacajno veci kod Llccs- transformisanih linija 2 (11,86)
i 3(11,30), kao i kod 35S-Llccs transformisane linije 2 (10,68), u poredenju sa netransformisanom
kontrolom (8,80). Medu 35S-Llccs transformisanim linijama, linija 1 je imala manji broj nodusa od
druge dve transformisane linije, 35S-Llccs 2 i 3.

Pre¢nik stabla sve tri 35S-Llccs transformisane linije (1,64-2,59 mm) i Llccs-
transformisane linije 3 (1,54 mm) bio je znacajno veci u odnosu na preénik stabla netransformisanih
biljaka (1,23 mm). Kod 35S-Llccs transformisanih linija postojale su znacajne razlike u pre¢niku
stabla izmedu sve tri linije. 35S-Llccs transformisana linija 1 odlikovala se najmanjim preénikom
stabla (1,64 mm), dok je stablo 35S-Llccs transformisane linije 3 bilo najdeblje (2,59 mm).

Srednji broj formiranih bo¢nih grana odnosno aksilarnih izdanaka bio je izrazito varijabilan
izmedu ispitivanih linija i kretao se od 1,5 do 6,57 grana po biljci. U odnosu na netransformisanu
kontrolu (2,40), Llccs- transformisane linije 2 i 3 (6,57 odnosno 6,40) imale su veci broj bo¢nih
grana po biljci, kao i linija 35S-Llccs 2 (5,54). Izmedu 35S-Llccs transformisanih linija, takode je
postojala razlika u broju formiranih bo¢nih grana. Linija 35S-Llccs 2 imala je veci broj bo¢nih
grana (5,54) od transformisane linije 35S-Llccs 1 (1,50).
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Tabela 33. Fenotipske karakteristike aklimatizovanih biljaka transformisanih linija V. cornuta.

Liniia DuzZina Broj Precnik Broj bo¢nih DuZina Sirina
J stabla (mm) nodusa stabla (mm) izdanaka lista (mm) lista (mm)
K* 2843 + 1,64 8,80 + 0,39% 1,23 + 0,05° 2,40 + 0,40% 28,20 + 0,94°™ 12,31 + 0,43%
Llccs- 1 42,33 +1,18° 10,00 + 0,62°° 1,36 + 0,067 4,89 + 0,54 27,55 + 0,94% 10,44 + 0,58°
Llccs- 2 36,28 + 1,02% 11,86 +0,77¢ 1,33+ 0,07® 6,57 +1,13° 27,43 +1,54%® 11,00 £ 0,72%
Llccs- 3 33,65 + 0,62 11,30 + 0,58° 1,54 +0,08° 6,40 + 0,91¢ 24,10 + 0,95 12,50 + 0,79%
35S-Llces 1 23,94 + 2 97° 7,87 +0,58° 1,64 +0,10° 1,50 + 0,50° 23,87 + 1,35° 12,00 + 0,82%°
35S-Llces 2 40,54 + 0,89° 10,68 + 0,30° 1,97 + 0,05° 5,54 + 0,59 28,27 + 0,61° 13,79 + 0,40°
35S-Llces 3 37,14 + 2,79 10,43 + 0,37 2,59 + 0,10° 3,14 + 0,63%° 27,86 + 0,88% 16,57 + 0,61°

*K: netransformisana kontrola; Llccs- 1-3: linije dobijene transformacijom sa ”’praznim vektorom”; 35S-Llccs 1-3: linije dobijene transformacijom sa
pWBVecl10a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste kolone obeleZene razli€itim slovima se statisticki
znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa (p<0,01).
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Duzina lista kod transformisanih linija Llccs-3 (24,10 mm) i 35S-Liccs 1 (23,87 mm) bila je
manja od duzine lista netransformisanih biljaka (28,20 mm). Znacajna razlika u duzini lista
postojala je 1 izmedu 35S-Llccs transformisanih linija. Linija 35S-Llccs 2 imala je duze listove od
linije 35S-Llccs 1.

Sirina lista je kod dve 35S-Llccs transformisane linije, 35S-Llccs 2 i 3 (13,79 odnosno 16,57
mm), bila znacajno veca nego kod netransformisane kontrole (12,31 mm). Takode, Sirina lista se
medu 35S-Llccs transformisanim linijama znacajno razlikovala, pri ¢emu je linija 35S-Llccs 3 imala
najsire listove (16,57 mm).

Pored fenotipskih karakteristika biljaka, uradena je uporedna analiza broja potpuno
otvorenih cvetova i cvetnih pupoljaka, kao i veli¢ine cvetova, tri Llccs- i tri 35S-Llccs
transformisane linije sa netransformisanim biljkama (Tabela 34).

Tabela 34. Karakteristike cvetova kod transformisanih linija V. cornuta.

Linija Broj cvetova Broj cvetnih pupoljaka

K* 3,33 +0,70° 4,60 + 0,93
Llccs- 1 1,44 £ 0,24 2,33+0,73°
Llccs- 2 1,00 + 0,31%° 1,28 +0,28°
Llccs- 3 1,80 +0,36™ 2,50 + 0,56
35S-Llces 1 0,00 + 0,00 0,87 +0,51°
35S-Llccs 2 0,18 +0,12° 1,59 + 0,42°
35S-Llccs 3 3,28+1,11° 6,71 +0,94°

*K: netransformisana kontrola; Llccs- 1-3: linije dobijene transformacijom sa “’praznim vektorom”;
35S-Llccs 1-3: linije dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obeleZene razlic¢itim slovima se statisticki znac¢ajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p=0,01).

Broj cvetova i broj cvetnih pupoljaka kod aklimatizovanih netransformisanih biljaka i
biljaka transformisanih linija V. cornuta bio je razli¢it. Medu biljkama transformisanim “praznim
vektorom”, dve transformisane linije, Llccs- 1 i 2, imale su zna¢ajno manji broj cvetova (1,00
odnosno 1,80) od netransformisane kontrole (3,33). Takode, kod linija transformisanih ccs genom,
linija 35S-Llccs 2 je imala manji broj otvorenih cvetova od netransformisane kontrole, a kod linije
35S-Llccs 1 otvorenih cvetova nije bilo. U okviru ove gupe, 35S-Llccs transformisana linija 3 imala
je najve¢i broj otvorenih cvetova (3,28), koji se nije znacajno razlikovao od broja cvetova
netransformisanih biljaka (3,33).

Broj cvetnih pupoljaka kod linije Llccs- 2 (1,28), kao i kod 35S-Llccs transformisanih linija
1 (0,87) 12 (1,59) bio je znaCajno manji nego kod netransformisanih biljaka (4,60). Medu svim
transformisanim linijama, linija 35S-Llccs 3 imala je najveci broj pupoljaka (6,71) (Tabela 37).

Merenje dimenzija cvetova (njihove Sirine i duZine) ukazalo je i na postojanje statisticki
znaCajnih razlika u veli¢ini cvetova netransformisanih i transformisanih biljaka (Histogram 10).
35S-Llccs transformisane linije imale su cvetove najmanje S$irine (18,33-18,85 mm). Llccs-
transformisani cvetovi bili su veéi od cvetova 35S-Llccs transformisanih linija, ali istovremeno
manje Sirine (24,25-24,48 mm) od cvetova netransformisanih biljaka (26,08 mm) (Histogram 10a).
I duzina cvetova 35S-Llccs transformisanih linija (20,30-20,72 mm) je bila najmanja u poredenju
sa cvetovima Llccs- transformisanih linija (26,11-26,96 mm) i netransformisane kontrole (29,92
mm). Takode, kao i kod Sirine cveta, duzina cvetova Llccs- transformisanih linija bila je veca od
duzine cvetova 35S-Llccs linija, ali manja od netransformisanih cvetova (Histogram 10b).
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Histogram 10. Dimenzije cvetova V. cornuta. a - Sirina cveta; b - duzina cveta. K:
netransformisana kontrola; Llccs- 1-3: linije dobijene transformacijom sa “praznim vektorom”; 35S-
Llccs 1-3: linije dobijene transformacijom sa pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom.
Vertikalne linije (barovi) predstavljaju odstupanja od srednje vrednosti (standardna greska).
Razli¢ita slova ukazuju na postojanje statisti¢ki znaCajnih razlika na osnovu FiSerovog LSD testa,
na nivou znacajnosti p<0,05.

Ve¢ sa pojavom cvetnih pupoljaka zapazeno je da ¢e izmedu buducih cvetova
netransformisanih biljaka i 35S-Llccs transformisanih biljaka postojati razlika u boji (Slika 32a).
Krunicni listi¢i cvetnih pupoljaka netransformisanih biljaka bili su svetle zuto-zelene dok su 35S-
Llccs transformisani cvetni pupoljci imali kruni¢ne listi¢e jarko zute boje (Slika 32b). Kada su se
cvetovi u potpunosti otvorili razlika u boji bila je najuocljivija. Cvetovi netransformisanih biljaka su
bili zute boje, dok su 35S-Llccs transformisane biljke imale cvetove u razli¢itim nijansama
narandzaste (Slika 32c i 32d). Od cvetnih delova, zig tucka je, takode, promenio boju iz svetlo
zelene u svetlu narandzasto-braon boju (Slika 32e-g).
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Slika 32. Cvetovi aklimatizovanih biljaka V. cornuta. a - cvetni pupoljci; b - potpuno otvoreni
cvetovi; ¢ - zadnja strana cvetova; d - cvetovi oslobodeni od kruni¢nih listi¢a; e - izolovani
kruni¢ni listi¢i cvetnih pupoljaka; f - tukovi; g - uzduzni presek kroz tuckove. Na svakoj
pojedinac¢noj slici, levo su cvetovi netransformisanih biljaka a desno cvetovi 35S-Llccs
transformisanih biljaka. Bar =1 mm (a, ¢, f, g); 3 mm (b, c, d).

4.15. Krioprezervacija vrhova izdanaka netransformisanih i transformisanih linija V. cornuta

Moguénost dugotrajnog Cuvanja netransformisanih i transformisanih linija V. cornuta
ispitana je metodama za krioprezervaciju vrhova izdanaka. Primenjena je metoda vitrifikacije koja
podrazumeva hemijsku dehidrataciju vrhova izdanaka pre potapanja u te¢ni azot. Najpre je
analizirana citotoksi¢nost rastvora za vitrifikaciju (PVS2 1 PVS3), koji se najCeS¢e koriste za
osmotsku dehidrataciju tkiva pre zamrzavanja (Tabela 35). Vrhovi izdanaka netransformisanih
(Slika 33a i 33b) i Llccs- transformisanih biljaka V. cornuta su pokazali razli¢itu osetljivost na
PVS2 i PVS3 rastvore za vitrifikaciju. Kada su vrhovi izdanaka izlagani PVS2 rastvoru pre
zamrzavanja u te¢nom azotu, svi Llccs- transformisani vrhovi izdanaka su preziveli (100%) za
razliku od vrhova izdanaka netransformisane kontrole (73,45%). lako su Llccs- transformisane
linije dobro podnosile izlaganje PVS2 rastvoru i brzo se oporavljale, njihovo prezivljavanje je bilo
drasti¢no smanjeno posle izlaganja tecnom azotu kada je samo 8,58% vrhova izdanaka prezivelo.
Sa druge strane, prezivljavanje vrhova netransformisanih (Slika 33c) i Llccs- transformisanih
izdanaka je bilo vece kada su oni tretirani PVS3 rastvorom pre potapanja u tecni azot. Svi
eksplantati su preZiveli izlaganje PVS3 rastvoru pre izlaganja tenom azotu (100%), kako
netransformisani tako i transformisani sa ”praznim vektorom” (Llccs-). Nakon otapanja iz te¢nog
azota prezivljavanje vrhova se kretalo od 36,06% za Llccs- transformisane vrhove izdanaka, pa do
43,33% za vrhove izdanaka netransformisane kontrole (Tabela 35). lzdanci su se formirali iz
apikalnih meristema bez kalusne faze (Slika 33d i 33e). Rastenje i razvoj vrhova izdanaka u
izdanke obezbedilo je potpuni oporavak i ponovno uspostavljanje kultura izdanaka posle 8 nedelja
gajenja. Na osnovu ovih preliminarnih istrazivanja je zakljuceno da se PVS3 rastvor moZe uspesno
primenjivati za krioprezervaciju kako netransformisanih tako i transformisanih linija V. cornuta.
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Slika 33. Krioprezervacija vrhova izdanaka pomoc¢u PVS3 rastvora V. cornuta. a - apikalni
pupoljak; b - vrh apikalnog pupoljka koji se koristi za krioprezervaciju; c¢ - vrh izdanka 7 dana
nakon otapanja iz LN; d - oporavak izdanka posle 2 nedelje od otapanja; e, f - umnozavanje
regenerisanih izdanaka. Bar =5 mm (a, e, f); 3mm (b, c, d).

Tabela 35. Prezivljavanje vrhova izdanaka V. cornuta posle izlaganja PVVS2 i PVS3 rastvoru.

Prezivljavanje (%)

Linija PVS2 PVS3
LN- LN+ LN- LN+
K* 73,45+ 9577 22,72 +1,93° 100° 43,33 +12,01°
Llccs- 100° 8,58 + 4,10° 100° 36,06 + 9,39°

*K: netransformisani vrhovi izdanaka; Llccs-: vrhovi izdanaka dobijeni transformacijom sa
”praznim vektorom”. LN-: pre izlaganja te¢nom azotu; LN+: posle izlaganja teCcnom azotu.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju na osnovu Fiserovog LSD testa
(p<0,05).

U cilju poboljsanja osnovnog protokola, ispitan je uticaj hladnog pretretmana na
prezivljavanje i dalje rastenje vrhova izdanaka posle krioprezervacije. Vrhovi izdanaka su gajeni 2
nedelje na temperaturi od 4 °C pre vitrifikacije. 1zdanci koji su bili na hladnom pretretmanu, nakon
otapanja iz te€nog azota imali su dva puta vece prezivljavanje (86,67%) u odnosu na netretirane
izdanke (43,33%) (Tabela 36). Takode, posle mesec dana od otapanja iz teCnog azota, regeneracija
je bila za 1,6 puta veca kod prethodno hladenih izdanaka.
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Tabela 36. Uticaj hladnog pretretmana na prezivljavanje i oporavak netransformisanih vrhova
izdanaka V. cornuta izlaganih PVS3 rastvoru pre (LN-) i posle (LN+) krioprezervacije.

Hladni Prezivljavanje (%) Oporavak (%)
pretretman LN-* LN+ LN- LN+
- 100*" 43,33 + 12,01° 100° 39,72 +1,21°
2 nedelje 100° 86,67 + 6,67 95,83 + 4,16° 64,08 + 3,02°

*LN-: pre izlaganja teCnom azotu; LN+: posle izlaganja tecnom azotu.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti & standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p<0,05).

Dalja optimizacija protokola za krioprezervaciju transformisanih linija je bila u pravcu
ispitivanja uticaja duzine izlaganja PVS3 rastvoru (Tabela 37) kao i uticaj koncentracije saharoze u
pripremnom rastvoru (Tabela 38) na prezivljavanje (1 nedelja) i oporavak vrhova izdanaka (4
nedelje) posle krioprezervacije.

Uticaj duzine trajanja izlaganja vrhova izdanaka PVS3 rastvoru praéena je kod 7
transformisanih linija koje su dobijene transformacijom sa ”’praznim vektorom”. Vrhovi izdanaka
Llccs- transformisanih linija dobro su podnosili izlaganje PVS3 rastvoru do 60 min, lako su se
oporavljali i nije bilo negativnih efekata na dalje rastenje i gajenje. Prezivljavanje izdanaka se nije
razlikovalo sedam dana posle otapanja iz te¢nog azota, ali su znacajne razlike uoc¢ene u sposobnosti
potpunog oporavka i regeneracije izdanaka posle 4 nedelje gajenja. Najveéi oporavak vrhova
izdanaka nakon krioprezervacije (70,83%) bio je kada su vrhovi izdanaka izlagani PVS3 rastvoru u
trajanju od 45 minuta (Slika 34a).

Tabela 37. Uticaj duzine izlaganja PVS3 rastvoru na prezivljavanje (1 nedelja) i dalji oporavak
vrhova izdanaka (4 nedelje) Llccs- transformisanih linija V. cornuta pre (LN-) i posle (LN+)
krioprezervacije.

Trajanje LN- LN+
tretmana  PreZivljavanje Oporavak Prezivljavanje Oporavak
(min) (%) (%) (%) (%)
30 100,00 + 0,00* 91,66 + 8,33 49,70 + 11,31° 44,80 + 2,89°
45 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 74,00 + 9,78 70,83 + 5,06
60 96,67 + 3,33 100,00 + 0,00° 63,13 + 9,47° 63,73 + 11,107

*Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p<0,05).

Povecanje koncentracije saharoze u pripremnom rastvoru dovelo je do smanjenja
prezivljavanja i oporavka izdanaka posle otapanja iz te¢nog azota (Tabela 38). Pri koncentraciji
saharoze od 0,4 M u pripremnom rastvoru, koja se naj¢e$ce i koristi u pripremnim rastvorima,
nakon otapanja iz teCnog azota dobijen je najve¢i procenat prezivljavanja 1 regeneracije
krioprezerviranih vrhova Llccs- transformisanih izdanaka.
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Na osnovu dobijenih rezultata testiranjem razli¢itih parametara uspostavljen je protokol za
krioprezervaciju vrhova izdanaka V. cornuta tehnikom vitrifikacije sa PVS3. Protokol je potom
optimizovan sa metodom vitrifikacije sa PVS3 sa krio plo¢icama (Slika 34b).

45 min .
Slika 34. Krioprezervacija Llccs- transformisanih biljaka V. cornuta tehnikom V krio plocica. a -
tretman PVS3 rastvorom; b - vrhovi izdanaka na alumunijumskim plo¢icama. Bar = 20 mm (a, b).

Tabela 38. Uticaj sadrzaja saharoze u pripremnom rastvoru na prezivljanjanje (1 nedelja) i
oporavak (4 nedelje) vrhova izdanaka Llccs- transformisanih linija V. cornuta pre (LN-) i posle
(LN+) krioprezervacije.

Koncentracija LN LN
saharoze (M) Prezivljavanje Oporavak Prezivljavanje Oporavak
(%) (%) (%) (%)
0 100,00 +0,00° 100,00 + 0,00° 15,50 + 8,67" 0,00 + 0,00°

0,4 05,83 +4,16%° 9583 +4,16% 80,50 + 4,229 5250 + 9,46°
0,6 94,43 +556% 100,00 + 0,00° 35,00 + 8,66 26,66 + 13,33*¢
0,8 91,66 + 8,33° 77,14 +11,89° 3980+ 7,57 35,00+ 7,65"°
1,0 90,47 +16,50* 90,00 + 10,00 56,54 +7,95° 49,81 + 8,43
1,2 90,00 + 10,000 88,56 + 5,94%° 41,10 £ 10,91% 15,10 + 2,65%°
1.4 88,90 +11,10° 72,50 + 6,11 30,93 +1,36®° 23,80+ 12,59
1,6 86,66 + 13,33 65,71 + 3,29° 27,75+ 320" 16,20 +11,12%

*Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste
kolone obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p=0,05).

Primenom obe metode (vitrifikacija sa PVS3 rastvorom i V krio plo¢ica), oporavak vrhova
izdanaka kod Llccs- i 35S-Llccs transformisanih biljaka bio je zna¢ajno manji nego kod biljaka
netransformisane kontrole, kako pre, tako i posle izlaganja tecnom azotu (Tabela 39). Najmanji
oporavak izdanaka je postignut kod 35S-Llccs transformisanih biljaka kod kojih je integrisan gen za
kapsantin-kapsorubin-sintazu i iznosio je 21,85% kada je primenjena metoda vitrifikacije sa PVS3,
odnosno 21,78% kada su kori§¢ene krio plocice.
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Tabela 39. Oporavak biljaka posle krioprezervacije vrhova izdanaka netransformisanih i
transformisanih linija V. cornuta vitrifikacijom sa PVS3 rastvorom i PVS3 rastvorom i krio
ploc¢icama.

Metod krioprezervacije

Linija PVS3 PVS3 i krio plocice
LN- LN+ LN- LN+
K> 94,00 + 2,32°" 64,53 + 1,77° 97,16 + 2,00° 77,12 +551°
Llccs- 86,77 + 3,40° 51,57 + 6,28° 61,62 + 8,55° 56,27 + 3,97°
35S-Llccs 26,77 +2,32° 21,85+ 2,66° 25,82 + 1,47° 21,78 + 4,34

*K: netransformisani izdanci; Llccs-: izdanci transformisani sa ”’praznim vektorom™; 35S-Llccs:
izdanci transformisani sa pWBVec10a/CaMV 35S::Llccs:: TNos vektorom.

LN-: pre izlaganja te¢cnom azotu, LN+: posle izlaganja te¢nom azotu.

**Podaci u tabeli predstavljaju srednje vrednosti & standardna greska. Srednje vrednosti unutar iste

kolone obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju na osnovu FiSerovog LSD testa
(p=<0,05).

Obe grupe transformisanih biljaka (Llccs- i 35S-Llccs) regenerisanih posle krioprezervacije
bile su podvrgnute histohemijskom GUS bojenju radi potvrde prisustva transgena. U svim

testiranim uzorcima je bila uocena plava boja tkiva lista kao rezultat ekspresije UidA reporterskog
gena (Slika 35).

Slika 35. Ekspresija uidA gena u transformisanih listovima V. cornuta. a - ekspresija uidA gena u
Llccs- transformisanih listovima pre krioprezervacije; b - ekspresija uidA gena u Llccs-
transformisanih listovima posle krioprezervacije (1: list netransformisane biljke, 2-8: listovi
razli¢itih transformisanih linija); ¢ - ekspresija uidA gena u 35S-Llccs transformisanim listovima
nakon krioprezervacije (1: list netransformisane biljke, 2-6: listovi razli¢itih transformisanih linija).
Llccs-: listovi biljaka dobijeni transformacijom sa ”praznim vektorom”; 35S-Llccs: listovi biljaka
dobijeni transformacijom sa pWBVec10a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom. Bar = 5 mm (a-c).

4.16. Analiza nivoa ploidnosti regenerisanih biljaka V. cornuta

Nivo ploidnosti regenerisanih biljaka V. cornuta utvrden je uporedivanjem broja
hromozoma u ¢elijama vrha korena biljaka dobijenih iz semena (Slika 36a) i biljaka regenerisanih u
kulturi in vitro (Slika 36b). Uporedena je ploidnost regenerisanih netransformisanih biljaka posle
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krioprezervacije (Slika 36c¢), kao i transformisanih biljaka pre (Slika 36d i 36e) i posle
krioprezervacije (Slika 36f) sa . Kod svih ispitivanih biljaka utvrden je isti broj hromozoma u
¢elijama vrha korena (2n=2x=22).
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Slika 36. Celije korenske kape netransformisanih i transformisanih biljaka V. cornuta sa vidljivim
hromozomima u razli¢itim fazama. a - metafazni hromozomi celija klijanaca; b - metafazni
hromozomi biljaka regenerisanih u kulturi in vitro; ¢ - metafazni hromozomi biljaka regenerisanih
nakon krioprezervacije; d - metafazni hromozomi celija Llccs- transformisanih biljaka pre
krioprezervacije; e - metafazni hromozomi ¢elija 35S-Llccs transformisanih biljaka pre
krioprezervacije; f - interfazni hromozomi celija Llccs- transformisanih  biljaka posle
krioprezervacije. Bar = 40 um (a, b); 20 um (c¢); 100 um (d, e, f).

Uspostavljeni protokol za regeneraciju, genetiCku transformaciju i krioprezervaciju V.
cornuta cv. ‘Lutea Splendens’ omogucio je dobijanje biljaka sa stabilnim nivoom ploidnosti. Proces
geneticke transformacije i Cuvanje na ultra niskoj temperaturi (-196 °C) nisu izazvali promene u
broju hormozoma.
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5. DISKUSIJA

Primena razli¢itih tehnika kulture in vitro moze doprineti efikasnijem razmnoZavanju
ukrasnih, lekovitih, retkih i ugrozenih biljnih vrsta, kao i ocuvanju njihovog genskog fonda. Vazan
preduslov za aplikaciju brojnih savremenih biotehnoloskih postupaka za oplemenjivanje biljaka je
upravo razvoj efikasnog protokola za regeneraciju biljaka u kulturi in vitro (Chandana i sar., 2018).
U ovoj doktorskoj disertaciji prvi put je uspostavljen protokol za regeneraciju biljaka V. cornuta L.
‘Lutea Splendens’ koji je, istovremeno, bio i neophodan za njenu uspesnu geneti¢ku transformaciju.

5.1. Klijanje semena V. cornuta

Vrste roda Viola sp. pokazuju razli¢ite zahteve za klijanje semena u kulturi in vitro (Mitchell
I sar., 2000; Li i sar., 2010; Mokhtari i sar., 2016), tako da semena nekih vrsta lako klijaju i na
vlaznom filter papiru dok je kod drugih neophodna ¢vrsta hranljiva podloga (Li i sar., 2010; Blidar 1
llea, 2014). Pored toga, i kultivari iste vrste mogu pokazivati razli¢itu sposobnost klijanja pri istim
uslovima. Na primer, dok je u nasim preliminarnim eksperimentima posle 4 nedelje gajenja na
vlaznom filter papiru dobijen nizak stepen klijanja semena V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ (10%),
semena V. cornuta cv. "Perfection’ su klijala u znatno ve¢em procentu (87,6%) pri istim uslovima i
za isto vreme (Mitchell i sar., 2000).

Znacajno povecanje klijanja V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ u kulturi in vitro postignuto je
gajenjem semena na C¢vrstim MS hranljivim podlogama. Posle 4 nedelje gajenja na sobnoj
temperaturi klijalo je od 30% do 41,25% semena, u zavisnosti od hranljive podloge (Histogram 1).
Za isti vremenski period i pri istim uslovima semena V. wittrockiana su pokazala znatno vecu
sposobnost Klijanja, kada je za prvih deset dana klijalo 80% (Blidar i sar., 2016). Medutim, neke
vrste roda Viola kao sto je V. baoshanensis su pokazale nizi stepen klijanja (21%) nakon iste duzine
gajenja na ¢vrstoj hranljivoj podlozi (Li i sar., 2010). U nedavnim istrazivanjima Veliki procenat
(85%) klijanja semena dva kultivara Viola wittrockiana, Matrix F1 ’Red Blotch’ i ’Blue Blotch’,
postignut je gajenjem i na te¢noj MS podlozi sa sterilnim filter papirom. Procenat klijanja semena
nije se znacajno razlikovao pri gajenju na ¢vrstim podlogama, ali je pokazan pozitivan efekat na
izduZivanje korena 1 hipokotila, §to je vazno kod pripreme biljaka za subkultivaciju ili eventualnu
aklimatizaciju u stakleniku (Blidar i llea, 2014; Blidar i sar., 2016).

Koncentracija mineralnih soli u MS podlogama moze imati uticaja na klijanje semena u
kulturi in vitro, tako da semena nekih biljnih vrsta bolje klijaju na podlogama sa smanjenom
koncentracijom mineralnih soli (Huh i sar., 2016). Nasi rezultati su pokazali da i kod V. cornuta cv.
’Lutea Splendens’ posle 12 nedelja gajenja, smanjenje koncentracije mineralnih soli u MS podlozi
ima znacajan uticaj na klijanje semena ovog kultivara. Nije uocen pozitivan efekat GA3 na klijanje
semena V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’. Giberelini uti¢u na klijanje semena i smatra se da mogu
zameniti stratifikaciju niskom ili visokom temperaturom u cilju prekida dormancije (Gupta i
Chakrabarty, 2013; Miransari 1 Smith, 2014; FiSer Pe¢nikar 1 sar., 2018). Procenat klijanja semena
V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ na MS podlozi bez regulatora rastenja i MS podlozi obogacenoj sa
GAg; nije se znacajno razlikovao. Moguc¢i razlog izostanka pozitvnog efekta GA3 na klijanje semena
V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ moze biti relativno niska koncentacija ovog regulatora rastenja
(0,1 mg/l) u MS hranljivoj podlozi. Biljne vrste mogu biti razli¢ito osetljive prema GAj, tako
semena nekih biljaka klijaju na hranljivim podlogama pri koncentraciji GAs; od 1 mg/l dok druge
zahtevaju i do sto puta ve¢u koncentraciju ovog regulatora ratenja (Cerabolini i sar., 2004).

Za razliku od hranljive podloge, temperatura uti¢e na klijanje semena V. cornuta cv. ’Lutea
Splendens’ u kulturi in vitro. Semena V. cornuta ’Lutea Splendens’ ne klijaju posle 4 nedelje
gajenja na niskoj temperaturi (4°C) (Slika 9). Sli¢ni rezultati dobijeni su za V. cornuta cv.
"Perfection’ gde je izlaganje niskoj temperaturi imalo negativan efekat na klijanje semena (Mitchell
i sar., 2000). Ipak, sa produZenim gajenjem od 8 i 12 nedelja dolazi do znacajnog povecanja klijanja
semena V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ na nizim temperaturama. Najvece povecanje (40-44%) u
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odnosu na period od 4 nedelje je detektovano kada su semena gajena na temperaturi od 10 °C 8
nedelja. Istovremeno, doSlo je i do znacajnog poveéanja (33-41%) klijanja semena pri niskoj
temperaturi od 4°C. Visi procenat klijanja semena V. cornuta cv. ’Lutea Splendens’ na 10°C nije
neocekivan rezultat posto je ova temperatura prisutna u regionima gde ova biljna vrsta prirodno
raste. Slican pozitivan efekat temperature od 10°C na klijanje semena u uslovima in vitro zapazen je
i kod drugih biljnih vrsta koje su porekom iz Mediteranske oblasti (EI Aou-ouad i sar., 2014).

5.2. Uticaj tipa eksplantata i hranljive podloge na regeneraciju biljaka

Tip pocetnog eksplantata je jedan od najznacajnijih faktora koji utie na efikasnost
organogeneze izdanaka i regeneraciju cele biljke (Sheeja i sar., 2004; Smith, 2013). Na osnovu
dosadasnjih istrazivanja kod drugih vrsta roda Viola najéesce koriséeni eksplantati za indukciju
regeneracije izdanaka bili su odsecci lisnih drski i listova, bilo poreklom sa klijanaca (Wang i Bao,
2007; Li i sar., 2010; Mokhtari i sar., 2015) ili sa ex vitro gajenih biljaka (Naeem i sar., 2013;
Vishwakarma i sar., 2013; Slazak i sar., 2015; Khajuria i sar., 2017; Narayani i sar., 2018; ZabicKi i
sar., 2019).

Morfogenetski potencijal eksplantata poreklom od klijanaca do sada je proucavan kod
nekoliko hortikulturno ili farmaceutski znacajnih vrsta roda Viola, kao §to su V. baoshanensis (Li i
sar., 2010), V. odorata (Mokhtari i sar., 2016), V. tricolor (Babber i Sharma, 1991) i V. wittrockiana
‘Caidie’ (Wang i Bao, 2007). Kod eksplantata lisne drske V. wittrockiana ‘Caidie’ je pokazano da
dolazi samo do formiranja kalusa, dok je za regeneraciju izdanaka neophodna smena nekoliko
hranljivih podloga (Wang i Bao, 2007). Vecéa efikasnost regeneracije izdanaka kod drugih vrsta
Viola dobijena je kod eksplantata listova nego kod eksplantata lisnih drski (Li i sar., 2010; Mokhtari
i sar., 2016).

Regeneracija izdanaka u kulturi in vitro postignuta je kod eksplantata poreklom od ex vitro
gajenih biljaka nekoliko Viola sp.: V. canescens (Khajuria i sar., 2017), V. odorata (Kaloo i sar.,
2013; Haralkar i Biradar, 2016; Narayani i sar., 2017), V. patrinii (Sato i sar., 1995), V. pilosa (Soni
i Kaur, 2014), V. serpens (Vishwakarma i sar., 2013), V. stagnina (Zabicki i sar., 2019) i V.
uliginosa (Slazak i sar., 2015). I u ovim eksperimentima dominira tip eksplantata kao jedan od
najznacajnijih faktora koji uti€u na regeneraciju izdanaka. Tako, na primer, veca efikasnost
regeneracije izdanaka dobijena je na odse¢cima lisnih drski u odnosu na odsecke listova kod V.
stagnina (Zabicki i sar., 2019), dok je, nasuprot tome, najveca efikasnost regeneracije izdanaka
zabelezena kod odsecaka listova V. uliginosa (Slazak i sar., 2015).

Kod V. cornuta po prvi put je proucCavana regeneracija izdanaka iz delova klijanaca i
eksplantata poreklom od biljaka gajenih u kulturi in vitro. Eksplantati V. cornuta gajeni su na
hranljivim podlogama sa razli¢itim koncentracijama i kombinacijama biljnih regulatora rastenja, pri
¢emu je pokazano da je 1 kod V. cornuta tip eksplantata najznacajniji faktor za regeneraciju
izdanaka.

Za uspostavljanje kulture izdanaka vaZzno je odabrati tip eksplantata sa najveéim
organogenim potencijalom (Khaliluev i sar., 2014). U kulturi V. cornuta eksplantati poreklom od
klijanaca i in vitro gajenih biljaka imali su razlicit potencijal za formiranje kalusa i regeneraciju
izdanaka. FizioloSki mlade tkivo ima veci potencijal za regeneraciju izdanaka u kulturi in vitro
(Cardoso i Habermann, 2014). U zavisnosti od pozicije na majci biljci eksplantati mogu imati
nejednak nivo endogenih regulatora rastenja, $to na istoj hranljivoj podlozi moze dovesti do i
njihovog razlicitog morfogenetskog odgovora tokom kulture in vitro (Lim i sar., 2012; Smith,
2013). Kod eksplantata poreklom od klijanaca, eksplantati hipokotila odlikovali su se najve¢im
regenerativnim potencijalom, dok su se kod eksplantata poreklom od in vitro gajenih biljaka
najvecim potencijalom za regeneraciju izdanaka odlikovali eksplantati lisnih drski.

U kulturi in vitro Cesto se koristi samo jedan tip hranljivog mineralnog rastvora, pri ¢emu
koncentracija mineralnih soli ne mora biti optimalna za sve faze u procesu mikropropagacije biljaka
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(Ramage i Williams, 2002). Za regeneraciju izdanaka Viola sp. uglavnhom se koristi hranljiva
podloga po Murashige i Skoog-u (1962). Medutim, neke vrste Viola sp. su osetljive na sadrzaj
mineralnih soli pa je za pravilno rastenje i razvic¢e izdanaka Viola sp. naj¢es¢e neophodno smanjiti
njihovu koncentraciju u hranljivoj podlozi (Sato i sar., 1995; Chalageri i Babu, 2012; Naeem i sar.,
2013). Znacajno bolji rezultati su postignuti kada je koris¢ena MS hranljiva podloga sa dva puta
manjim sadrzajem mineralnih soli, a pri istim koncentracijama regulatora rastenja (Naeem i sar.,
2013). Takode, Sato i saradnici (1995) i Mokhtari i saradnici (2016) su pokazali da je razblazenje
MS mineralnih soli vrlo vazno i za postizanje visoke stope regeneracije izdanaka iz kalusnog tkiva.
Najbolja regeneracija izdanaka dobijena je na podlozi sa dva puta razblazenim MS rastvorom (Sato
i sar., 1995). Pored toga, regeneracija izdanaka iz kalusa V. patrinii bila je znac¢ajno bolja na 2MS
hranljivoj podlozi naro¢ito sa smanjenim sadrzajem KH,PO, (Sato i sar., 1995; Chalageri i Babu,
2012). U naSim preliminarnim istrazivanjima hranljiva podloga sa upola razblazenim MS
mineralnim rastvorom uz dodatak pune koncentracije kompleksa gvozda i vitamina (2MS) bila je
podesnija za rastenje i razvi¢e izdanaka V. cornuta u odnosu na MS podlogu sa punim
koncentracijama mineralnih soli. Isto tako, MS hranljive podloge sa nizim koncentracijama
mineralnih soli kod V. cornuta omogucile su uspesniju regeneraciju izdanka u kulturi in vitro.

Kod vrsta roda Viola za formiranje kalusa i regeneraciju izdanaka koris¢eni su regulatori
rastenja tipa auksina 1 citokinina u razli¢itim koncentracijama i kombinacijama. Kako kod
eksplantata poreklom od klijanaca, tako i kod eksplantata poreklom od ex vitro biljaka Viola sp.
utvrdeno je da su auksini u hranljivoj podlozi neophodni za formiranje kalusa. Kod nekoliko vrsta
Viola sp. kalus je uspesno dobijen na podlozi sa 2,4-D kao jedinim regulatorom rastenja (Shabena i
sar., 2010; Vishwakarma i sar., 2013; Khajuria i sar., 2017; Narayani i sar., 2017). 2,4-D je auksin
koji podstice deobu ¢elija i njihovo izduzivanje, $to je karakteristi¢no za formiranje kalusnog tkiva
(Phua i sar., 2016). Koris¢eni su i drugi auksini kao $to su NAA i IBA, ali je njihova efikasnost u
formiranju kalusa bila znatno manja od efekta 2,4-D (Kaloo i sar., 2013). Visoka efikasnost
formiranja kalusa moze biti postignuta i kombinovanjem razli¢itih auksina, npr. NAA i 2,4-D, kao
Sto je dokumentovano kod V. odorata (Mokhtari i sar., 2015). U radovima je pokazano da 2,4-D u
kombinaciji sa citokininima, BAP ili KIN, moZe pozitivno uticati na formiranje kalusnog tkiva
(Wijowska i sar., 1999; Naeem i sar., 2013; Haralkar i Biradar, 2016). U odnosu na KIN, BAP u
kombinaciji sa 2,4-D se pokazao efikasnijim za formiranje kalusa (Slazak i sar., 2015; Khajuria i
Bisht, 2018), dok samo BAP ili KIN dodati u hranljivu podlogu nisu bili dovoljni za formiranje
kalusa V. canescens (Khajuria i sar., 2017). Kod eksplantata poreklom od klijanaca V. cornuta
najveci procenat eksplantata koji su formirali kalus dobijen je na odse¢cima hipokotila, na podlozi
sa 2,4-D i BAP (97,87% u mraku i 100% u uslovima dugog dana) (Tabela 20 i 21).

Za organogenezu izdanaka, kod nekih Viola sp., pored citokinina potrebni su i auksini.
Samo KIN u hranljivoj podlozi nije bio dovoljan za indukciju adventivnih pupoljaka kod V.
baoshanensis (Li i sar., 2010). Sa druge strane, kod V. serpens Wall. izdanci su indukovani na
podlozi koja je sadrzala samo BAP ili KIN, pri ¢emu je BAP bio efikasniji od KIN (Vishwakarma i
sar., 2013; Khajuria i sar., 2017). Kod ostalih vrsta Viola uspesna indukcija organogeneze izdanaka
dobijena je na podlogama sa BAP uz prisustvo auksina, IBA ili NAA (Li i sar., 2010; Kaloo i sar.,
2013; Mokhtari i sar., 2016). Kombinacija KIN i NAA u hranljivoj podlozi se pokazala pogodnom
za uspostavljanje kulture izdanaka V. patrinii (Sato i sar., 1995). Na podlozi istog sastava postignuta
je 1 uspesna indukcija organogeneze izdanaka iz eksplantata lisnih drski in vitro gajenih biljaka V.
cornuta. Podloga sa NAA i BAP bila je takode uspesna za regeneraciju izdanaka iz eksplantata
lisnih drski V. cornuta. Na hranljivim podlogama gde su BAP ili KIN kombinovani sa IAA (Tabela
24) efikasnost indukcije izdanaka bila je manja u odnosu na iste citokinine u kombinaciji sa NAA
(Tabela 25).

Za ispitivanje organogeneze izdanaka kod V. cornuta pored citokinina adeninskog tipa
koriS¢eni su i citokinini derivati feniluree, pojedina¢no ili u kombinaciji sa auksinima, [IAA ili
NAA. Tidiazuron je sinteticki biljni regulator rastenja koji u uslovima in vitro obezbeduje brzu i
efikasnu propagaciju biljaka (Guo i sar., 2011). On pokazuje visi stepen bioloSke aktivnosti u
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odnosu na druge regulatore rastenja prilikom regeneracije izdanaka (Murthy i sar., 1998). TDZ
stimuliSe procese oraganogeneze, ali i somatske embriogeneze, vezivanjem za iste citokininske
receptore kao i citokinini adeninskog tipa. Kao rezultat toga dolazi do povecanja koncentracije
endogenih citokinina i do pojacanog odgovora biljaka na njihov signal (Nisler, 2018). Tako je kod
A. thaliana identifikovan receptor citokinina (CRE1) koji se aktivira vezivanjem TDZ-a (Inoue i
sar., 2001). Za inicijaciju diferencijacije izdanaka dovoljne su niske koncentracije TDZ (do 1 mg/l)
u hranljivim podlogama. Pri vis$im koncentracijama (>1 mg/l) dolazi do formiranja somatskih
embriona (Mithila i sar., 2003). Kod eksplantata lisnih drski i listova V. stagnina izdanci su
regenerisani samo na podlozi sa 1 mg/l TDZ, dok je na nizoj koncentraciji TDZ (<1 mg/l)
formirano samo kompaktno kalusno tkivo sa krupnim celijama delimicno prekrivenim
ekstracelularnim matriksom (Zabicki i sar., 2019). U kulturi V. odorata na hranljivim podlogama sa
TDZ u koncentraciji od 0,5 do 1 mg/l indukovani su somatski embrioni, dok je na vi§im
koncentracijama ovog regulatora rastenja njihovo formiranje bilo inhibirano (Narayani i sar., 2018).
U literaturi nema podataka o regeneraciji izdanaka Viola sp. iz eksplantata poreklom od klijanaca
koji su gajeni na podlogama samo sa TDZ. U ovom radu, TDZ je kao jedini regulator rastenja u
hranljivoj podlozi pokazao znaCajan potencijal za indukciju formiranja i kalusa i izdanaka kod V.
cornuta. UspeSna regeneracija izdanaka V. cornuta postignuta je na podlozi sa 1 mg/l TDZ na
odsec¢cima listova klijanaca (Tabela 20), kao i na odse¢cima lisnih drski in vitro gajenih biljaka
(Tabela 23). Na eksplantatima gajenim na podlozi sa TDZ regeneracija izdanaka V. cornuta
dobijena je putem indirektne organogeneze, kao i kod V. uliginosa (Slazak i sar., 2015).

Regeneracija izdanaka V. cornuta bila je efikasnija na podlogama sa citokininima derivatima
feniluree (TDZ ili CPPU) nego na podlogama sa citokininima derivatima adenina (BAP ili KIN). U
ovoj disertaciji je pokazano da je na niskim koncentracijama TDZ ili CPPU broj indukovanih
aksilarnih izdanaka kod V. cornuta bio do 2,5 puta ve¢i nego na podlogama sa NAA i BAP. Jak
efekat citokinina derivata feniluree je povezan sa njihovom sposobno$¢u da aktiviraju receptore
citokinina i, istovremeno, nemogucénosti da se razgrade dejstvom citokinin oksidaze/dehidrogenaze
(Nisler, 2018).

Kod nekih vrsta Viola sp. regeneracija izdanaka je postignuta na podlozi koja je pored TDZ
sadrzala bar jo§ dva regulatora rastenja. Sinergisti¢ki efekat nekoliko regulatora rastenja kod ovih
vrsta roda Viola pokazao se vrlo uspe$nim za dobijanje efikasne regeneracije izdanaka. Tako je
regeneracija izdanaka V. wittrockiana cv. ’Caidie’ dobijena na hranljivoj podlozi koja je sadrzala
TDZ, GAs, AgNOs i aktivni ugalj (Wang i Bao, 2007), dok su kod V. odorata izdanci regenerisani
u visokom procentu na podlozi koja je pored TDZ, GA3, AgNOj3 sadrzala i NAA (Naeem i sar.,
2013). Takode, kombinacija regulatora rastenja TDZ 1 GA3 uz dodatak BAP bila je uspesna i kod V.
pilosa gde je regeneracija izdanka dobijena u velikom procentu (Soni i Kaur, 2014). Prisustvo GA3
u ovim hranljivim podlogama je bilo znacajno za indukciju i izduZivanje novoformiranih izdanaka
V. odorata (Naeem i sar., 2013; Mokhtari i sar., 2015), V. pilosa (Soni i Kaur, 2014) i V.
wittrockiana (Wang i Bao, 2007), s obzirom da pod uticajem TDZ rastenje i izduzivanje izdanaka
moze biti usporeno (Taiz i Zeiger, 2006). TDZ dodat u hranljivu podlogu u visokim
koncentracijama (>4 mg/l) moze dovesti do morfoloskih abnormalnosti kod listova i srastanja
izdanaka (Dewir 1 sar., 2018). Ova odstupanja od normalnog fenotipa se mogu pojaviti ve¢ tokom
prve subkulture, dok kod nekih vrsta biljaka kontinualna kultura izdanaka na podlozi sa TDZ
spreCava normalan razvoj pupoljaka (Akasaka i sar., 2000). lzdanci V. cornuta su gajeni na
koncentraciji TDZ od 0,1-1 mg/l koja je bila dovoljno visoka da dovede do indukcije organogeneze
izdanaka, a ujedno i dovoljno niska da bi se izbegle abnormalnosti kod regenerisanih izdanaka
(Tabela 27 i 28). Hiperhidri¢nost je jos§ jedan od nezeljenih efekata koji se moze ispoljiti prilikom
indukcije i gajenja izdanaka na podlozi sa TDZ. Listovi izdanaka mogu postati prozirni, a stablo
voluminozno i deformisano (Dewir i sar., 2018). Ovakve abnormalnosti mogu za posledicu imati
smanjenje biomase regenerisanih izdanaka (Coste i sar., 2011). I u kulturi Viola sp. je uocen ovaj
negativni efekat TDZ, gde je ¢ak i pri nizoj koncentraciji TDZ (0,5 mg/l) doslo do pojave
hiprehidri¢nosti izdanaka. Daljom subkultivacijom regenerisanih izdanaka na podlogu bez TDZ,
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najcesc¢e na podlogu koja sadrzi BAP ili KIN, izdanci se mogu normalno razvijati i umnozavati
(Soni i Kaur, 2014).

Prema dostupnim literaturnim podacima o regeneraciji vrsta roda Viola, nema podataka o
regeneraciji izdanaka na podlozi koja je sadrzala CPPU. Kao i TDZ, ovaj regulator rastenja je
sinteticki citokinin derivat feniluree, koji podstic¢e deobu ¢elija, sintezu hlorofila i odlikuje se ve¢om
citokininskom aktivno$¢u u odnosu na citokinine adeninskog tipa (Huetteman i Preece, 1993).
Pored indukcije adventivnih izdanaka CPPU uti¢e i na proces formiranja kalusa i somatskih
embriona (Murthy i Saxena, 1994). Tako je na primer, kod pet kultivara Pisum sativum L.
regeneracija izdanaka bila najefikasnija na hranljivoj podlozi sa CPPU, dok je prisustvo BAP u
podlozi imalo znatno manji efekat (Tulac i sar., 2002). CPPU u kombinaciji sa IAA kod Citrus
auratum L. dovelo je do visoko efikasne regeneracije izdanaka procesom direktne organogeneze
(Roussos i sar., 2011). Ova dva citokinina tipa uree se mogu Koristiti i kratkotrajno, samo
potapanjem bazalnih delova izdanaka u koncentrovani rastvor TDZ ili CPPU. Kod dva kultivara
Rosa hybrida L. ovakav nacin upotrebe TDZ ili CPPU doveo je do visoke multiplikacije izdanaka
(Singh i Syamal, 2001). Citokinini derivati feniluree (TDZ i CPPU) su se kod V. cornuta pokazali
superiornijim i prilikom umnoZzavanja izdanaka u odnosu na citokinine derivate adenina. U
poredenju sa njima, iste koncentracije citokinina derivate feniluree bile su efikasnije pri
umnozavanju izdanaka i1 kod drugih biljnih vrsta (Dinani i sar., 2018). Pretpostavlja se da oni uti¢u
na nivo endogenih regulatora rastenja u biljnom tkivu i tako dovode do vece regeneracije izdanaka
(Visser i sar., 1992). Efekat TDZ na proliferaciju aksilarnih izdanaka Malus domestica bio je 5-10
puta veéi u poredenju sa efektom adeninskih citokinina (Dinani i sar., 2018). Efikasnost CPPU je
pokazana i kod Actinidia chinensis kod koje je ista efikasnost umnozavanja izdanaka dobijena sa
dva puta manjom koncentracijom CPPU u odnosu na BAP u hranljivoj podlozi (Caboni i sar.,
2009). Takode, TDZ i CPPU bili su efikasniji i kod umnozavanja aksilarnih izdanaka Phaseolus
vulgaris L. (Mohamed i sar., 1992). CPPU se kao i TDZ odlikuje visokom citokininskom
aktivno$¢u (Sunagawa 1 sar., 2007). Kod nekih biljnih vrsta efekat CPPU na indukciju i
proliferaciju izdanaka bio je slabiji u odnosu na TDZ (Singh i Syamal, 2001; Sunagawa i sar.,
2007). Kod V. cornuta prosecan broj formiranih aksilarnih izdanaka bio je sli¢an na podlozi sa 0,1
mg/l TDZ 1 podlozi sa 0,5 mg/l CPPU. Medutim, izdanci koji su umnozavani na podlozi sa 0,5 mg/1
CPPU bili su znacajno duzi od izdanaka gajenih na podlozi sa 0,1 mg/l TDZ, Sto ukazuje da je
aktivnost CPPU u inhibiciji izduzivanja bila manja od aktivnosti TDZ, iako je CPPU bio primenjen
u vecoj koncentraciji od TDZ.

TDZ deluje tako Sto inhibira aktivnost endogene citokinin oksidaze/dehidrogenaze koja
katalizuje degradaciju citokinina (Nisler, 2018), tako da se ovaj regulator rastenja u biljnom tkivu
moze zadrzati ¢ak i nakon subkultivacije na drugu hranljivu podlogu (Guo i sar., 2011). Njegov
efekat moZe biti vidiljiv narocito daljim gajenjem izdanaka na hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja, na kojoj izdanci nastavljaju da se umnozavaju (Makara i sar., 2010). Gajenje eksplantata
Curcuma longa na visokoj koncentraciji TDZ (4 mg/l) dovelo je do intenzivne proliferacije
izdanaka i nakon subkultivacije na podlogu bez regulatora rastenja (Prathanturarug i sar., 2003).
Takode, izdanci Phaseolus vulgaris L. prethodno gajeni na podlogama sa TDZ ili CPPU nastavili
su da se umnoZavaju na podlozi bez regulatora rastenja (Mohamed i sar., 1992). I kod V. cornuta je
bio prisutan ovaj efekat produzenog dejstva TDZ kada su izdanci subkultivisani na podlozi bez
regulatora rastenja nastavili da rastu, formiraju aksilarne izdanke i spontano se oziljavaju (Tabela
28). Prema literaturnim podacima gajenje izdanaka na podlozi sa TDZ moze negativno uticati na
kasnije oziljavanje izdanaka (Guo i sar., 2011). Takvog inhibitornog efekta TDZ na formiranje
korenova V. cornuta na podlozi bez regulatora rastenja nije bilo, $to je u saglasnosti sa rezultatima
De Hsie i saradnika (2019) koji su izdanke Lippia rotundifolia Cham prethodno gajene na podlozi
sa TDZ, uspesno ozilili na podlozi bez regulatora rastenja.

Auksini su glavni regulatori rastenja koji indukuju pojavu, odnosno organogenezu
adventivnih korenova kod biljaka (Jarvis i Yasmin, 1987). lako izdanci nekih Viola sp. mogu
spontano formirati adventivne korenove na podlozi bez regulatora rastenja (Li i sar., 2010), najveci
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broj vrsta Viola je uspesno oziljavan na podlogama sa IBA u rasponu koncentracija od 0,5 do 2 mg/1
(Chalageri i Babu, 2012; Vishwakarma i sar., 2013; Soni i Kaur, 2014; Slazak i sar., 2015;
Mokhtari i sar., 2016; Khajuria i Bisht, 2018). Takode, visok procenat oziljenih biljaka (94%)
dobijen je gajenjem izdanaka na podlozi sa 0,5 mg/l IAA (Zabicki i sar., 2019). Pored toga, i
smanjenje sadrzaja mineralnih soli u hranljivoj podlozi pokazalo se vrlo znacajnim za oziljavanje
izdanaka Viola sp. (Chalageri i Babu, 2012; Soni i Kaur, 2014; Slazak i sar., 2015; Khajuria i Bisht,
2018; Zabicki i sar., 2019). Na primer, na 2MS hranljivoj podlozi kod izdanaka V. canescens
formiran je veci broj korenova koji su bili duzi u odnosu na izdanke koji su oziljavani na MS
hranljivoj podlozi (Khajuria i Bisht, 2018). Za oziljavanje V. cornuta koris¢ene su niske (0,1 mg/l)
koncentracije auksina, (IAA, IBA ili NAA), s obzirom da visoke koncentracije mogu inhibitorno
delovati na broj formiranih korenova (Khan i Bi, 2012; Da Costa Melo i sar., 2016). Nasuprot IAA i
IBA, koji nisu imali znacajan uticaj na indukciju adventivnih korenova kod V. cornuta, NAA je
pozitivno uticao na ovaj process (Histogram 2). Na podlozi sa NAA dobijeni su najveéi procenat
oziljenih biljaka, najveci broj korenova po biljci 1 najveca prose¢na duzina formiranih korenova.

5.2.1. Odsecak hipokotila kao pocetni eksplantat za regeneraciju i geneticku transformaciju
V. cornuta

Prema literaturnim podacima, eksplantati hipokotila nisu ¢esto koriS¢eni kao pocetni
eksplantati za uspostavljanje in vitro kultura Viola sp. U istrazivanjima drugih autora dobijeno je
samo kalusno tkivo iz eksplantata hipokotila V. tricolor, dok kultura izdanaka nije uspostavljena
(Babber 1 Sharma, 1991). U ovom radu su prvi put dobijeni podaci o faktorima koji uti¢u na
regeneraciju izdanaka V. cornuta iz eksplantata hipokotila.

U cilju poboljsanja protokola za regeneraciju biljaka V. cornuta iz eksplantata hipokotila,
ispitano je nekoliko faktora koji uticu na formiranje kalusa i indukciju izdanaka. Pracen je uticaj
svetlosnog rezima tokom indukcije organogeneze izdanaka i uticaj pozicije odsecka hipokotila i
genotipa na regeneraciju izdanaka.

Temperatura i svetlosni uslovi klijanja semena mogu uticati na kasniju regeneraciju
izdanaka u kulturi in vitro (El Aou-ouad i sar., 2014). Klijanje semena na niskoj temperaturi dovodi
do vece indukcije organogeneze izdanaka u kulturi Trapa japonica Flerov (Hoque i sar., 2001).
Proucavanjem morfogenetskog potencijala u prisustvu i odsustvu svetlosti kod drugih biljnih vrsta
ustanovljeno je da svetlosni uslovi tokom klijanja semena imaju znacajnog uticaja na proces
regeneracije izdanaka iz eksplantata hipokotila, kao sto je i pokazano kod L. usitatissimum (Siegien
i sar., 2013). Kod V. cornuta uocena je znacajna razlika u morfogenetskom odgovoru eksplantata
hipokotila gajenih u mraku na istoj hranljivoj podlozi poreklom od semena koja su klijala na 4 °C
(Tabela 20) i semena koja su klijala na 10 °C (Tabela 21). Eksplantati hipokotila klijanaca
dobijenih iz semena koja su klijala na 10 °C imala su ve¢i regenerativni potencijal od onih
poreklom od semena koja su klijala na 4 °C.

Svetlost je vazan sredinski faktor koji kontroliSe razliCite fizioloske procese rastenja i
razvica biljaka (Reed 1 Preece, 2003). Talasna duZina svetlosti, gustina svetlosnog fluksa i trajanje
fotoperioda u velikoj meri uticu na morfogenezu biljaka u kulturi in vitro (Dou i sar., 2017).
Kompletan mehanizam procesa organogeneze koji je indukovan odsustvom svetlosti tokom klijanja
semena jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen, ali se smatra da gajenje biljnih tkiva u mraku $titi
endogene regulatore rastenja koji su osetljivi na prisustvo svetlosti (Yalcin i sar., 2010). Sa druge
strane, svetlost ima pozitivan efekat na formiranje kalusa i doprinosi povecanju njegove mase
(Afshari 1 sar., 2011). Svetlosni uslovi kontroliSu sintezu hlorofila koji kalusu daje zelenu boju
(Zhong 1 sar., 1991). U ¢elijama kalusnog tkiva u uslovima svetlosti sintetiSu se metaboliti koji ¢e
im omoguciti bolje rastenje nego u uslovima mraka (Siddique i Islam, 2015). Kalusi V. cornuta
takode gajeni u uslovima svetlosti bili su zelene boje za razliku od kalusa gajenih u mraku koji su
bili zute boje. Gajenje eksplantata hipokotila Linum usitatissimum L. u uslovima svetlosti
omogucilo je za 30% vecu regeneraciju izdanaka i korenova u odnosu na eksplantate hipokotila koji
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su gajeni u mraku (Siegien i sar., 2013). U ovom radu je pokazano da je i kod V. cornuta gajenje
eksplantata hipokotila na svetlosti imalo pozitivan efekat na regeneraciju izdanaka (Slika 12).
Efikasnost regeneracije izdanaka i broj izdanaka po eksplantatu hipokotila V. cornuta bili su
znaCajno veci kada su eksplantati hipokotila gajeni u uslovima dugog dana nego u konstantnom
mraku.

Kod veceg broja biljnih vrsta ispitivanjem regenerativnog potencijala razli¢itih segmenata
hipokotila utvrdeno je da postoji znacajna razlika u efikasnosti regeneracije izdanaka izmedu
odsecaka Koji su blizi epikotilu klijanca i onih koji su blizi korenu (Yoshida, 2002; Xi-Ling i sar.,
2011; Sharma i sar., 2011). Ju i saradnici (2012) smatraju da je gornji odsecak hipokotila koji
predstavlja mlade tkivo bolji izbor eksplantata za regeneraciju izdanaka u odnosu na odsecak
hipokotila koji je blizi korenu. Kod V. cornuta gornji odsecak hipokotila koji je najblizi epikotilu
klijanca imao je najveci regenerativni potencijal, gde je 1 dobijen najveci prosecan broj izdanaka po
eksplantatu (Tabela 22). Srednji i donji odsecak hipokotila imali su manji potencijal za regeneraciju
izdanaka koji se ogledao i u znafajno manjem broju izdanaka po eksplantatu. Razlic¢it
morfogenetski odgovor eksplantata hipokotila moze biti posledica variranja koncentracije
endogenih regulatora rastenja u majci biljci (George, 1993; Debnath, 2003).

U kulturi in vitro regenerativni potencijal se naj¢eS¢e proucava na nivou kultivara sa ciljem
razvijanja protokola koji bi bio primenljiv kod §to veceg broja genotipova (Wang 1 Bao, 2007). U
literaturi ima malo podataka o uticaju genotipa na regenerativni potencijal jediniki u okviru
populacije istog kultivara (Chen i sar., 1987; Molina i Nuez, 1995; Mishra i sar., 2003). Molina i Nuez
(1995) su pokazali da kod dinje postoje znacajne razlike u ucestalosti regeneracije izdanaka iz
eksplantata listova biljaka koje vode poreklo iz iste populacije semena. Prisustvo varijabilnosti u
potencijalu za regeneraciju biljaka dokumentovano je kod spanaca (Milojevi¢ i sar., 2011) 1 luka
Salota (Tubic¢ 1 sar., 2014). Genotip je najznacajniji faktor za regenerciju ovih biljnih vrsta, pri cemu
se ulestalost regeneracije izdanaka i broj pupoljaka po eksplantatu znacajno razlikuju izmedu
pojedinacnih linija (Tubié i sar., 2014). Utvrdeno je da i klijanci V. cornuta imaju razli¢it potencijal
za regeneraciju izdanaka. Kod nekih klijanaca svi ispitivani segmenti hipokotila su regenerisali
izdanke de novo, dok je kod pojedinih klijanaca na svim segmentima hipokotila regeneracija
izdanaka izostala (Slika 12), sto ukazuje da je kod V. cornuta efikasnost regeneracije izdanaka
zavisi 1 od genotipa klijanaca. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da individualna
varijabilnost u regenerativnom potencijalu izmedu klijanaca moZe znaCajno uticati na ukupnu
efikasnost regeneracije izdanaka kod V. cornuta. Te razlike mogu predstavljati veliki problem u
procesu mikropropagacije 1 geneticke transformacije biljnih vrsta (Hill 1 Schaller, 2002). Unutar
svake biljke, ¢elije mogu imati razli¢it nivo endogenih hormona, pa usled toga morfogenetski
odgovor u kulturi in vitro varira u okviru jednog genotipa (Bhaskaran i Smith, 1990). Izmedu
jedinki postoje prirodne razlike u sposobnosti sinteze citokinina i sposobnosti biljnih ¢elija da
odgovore na njihovo dejstvo, tako da jedinke koje akumuliraju vise endogenih citokinina imaju i
veci potencijal za regeneraciju izdanaka in vitro (Catterou i sar., 2002). Smatra se da razlike u
genotipu mogu biti posledica kvantitativnih i kvalitativnih geneti¢kih razlika (Henry i sar., 1994), a
da je regenerativni potencijal geneticki determinisana osobina koja se moze preneti sa roditelja na
potomstvo (Milojevic i sar., 2011).

Prema dosadasnjim literaturnim podacima u vezi regeneracije izdanaka u kulturi in vitro,
vrste roda Viola su najcesce regenerisane procesom organogeneze, a izdanci su formirani procesima
direktne i/ili indirektne organogeneze de novo (Slazak i sar., 2015; Zabicki i sar., 2019). Formiranje
izdanaka putem organogeneze u znacajnoj meri zavisi od prisustva regulatora rastenja u hranljivoj
podlozi, a njihova koncentracija umnogome moze uticati na na¢in formiranja izdanaka. HistoloSka
analiza indukcije adventivnih pupoljaka u kulturi Viola sp. do sada je radena iz odseCaka lisnih
drski V. uliginosa (Slazak i sar., 2015) i listova V. stagnina (Zabicki i sar., 2019) tokom gajenja na
podlozi sa TDZ. Utvrdeno je da se kod V. uliginosa izdanci mogu formirati na oba nacina, u
zavisnosti od koncentracije TDZ u hranljivoj podlozi i tipa kulture. Tako je pokazano da se pri
gajenju eksplantata lisnih drski V. uliginosa na nizoj koncentraciji TDZ (0,5 mg/1) izdanci formiraju
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direktnom organogenezom iz meristemskih centara poreklom iz subepidermalnog parenhima. Kod
eksplantata listova iste vrste gajenih na viSim koncentracijama TDZ (1,0 mg/l) izdanci su
regenerisani iz kalusa procesom indirektne organogeneze (Slazak i sar., 2015). Za razliku od V.
uliginosa kod V. stagnina pokazano je da kod eksplantata listova gajenih na podlozi sa 0,5-1,0 mg/I
TDZ adventivni izdanci formirani direktno iz eksplantata lista (Zabicki i sar., 2019). U ovoj
disertaciji je histoanatomskom analizom po prvi put pokazano poreklo adventivnih izdanaka
regenerisanih iz eksplantata hipokotila (Slika 13) kod vrste iz roda Viola.

Kod V. cornuta, nezavisno od svetlosnih uslova u kojima se eksplantati hipokotila gaje,
kalusno tkivo se formira na mestima preseka odnosno ozlede biljnog tkiva. Prilikom izolacije
eksplantata hipokotila dolazi do povrede tkiva koja indukuje ekspresiju specificnih gena, WOUND
INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1) gena kao $to je pokazano kod Arabidopsis
thaliana. Epidermalne ¢elije eksplantata hipokotila tada pocinju intenzivno da proliferisu i stvaraju
masu pluripotentnih ¢elija koja ¢ini kalusno tkivo (Iwase i sar., 2011). Praéenjem porekla izdanaka
formiranih tokom prvih 30 dana gajenja eksplantata hipokotila V. cornuta na hranljivoj podlozi sa
2,4-D i BAP, pokazano je da se kod V. cornuta izdanci mogu formirati paralelno i putem direktne i
putem indirektne organogeneze de novo. lzdanci se formiraju uglavnom na krajevima hipokaotila,
gde su mesta preseka odnosno povrede, nakon deset do petnaest dana gajenja, direktno na
eksplantatu ili indirektno na kalusu.

5.3. Geneti¢ka transformacija V. cornuta

Sa razvojem biotehnoloskih postupaka u protekle Cetiri decenije stvoreni su uslovi za
manipulaciju genetickim materijalom u cilju poboljSanja postojec¢ih ili uvodenja novih Zeljenih
osobina kod biljaka (Verma, 2013). U oblasti hortikulture vazan segment ¢ine ukrasne biljne vrste,
gde postoji stalna potreba za novim kultivarima sa izmenjenim karakteristikama (Azadi i sar., 2016;
Noman i sar., 2017). Boja cveta se metodama geneti¢kog inzenjerstva modifikuje preko 30 godina.
Geneticke transformacije posredovane agrobakterijama i dalje predstavljaju najjednostavniju i
najkoriS¢eniju metodu za transformaciju biljaka. Drugacije, odnosno nove boje cvetova mogu se
dobiti genetickim manipulacijama uvodenjem gena koji kodiraju enzime kojih prirodno nema u
genomu biljke, kao i preusmeravanjem biosintetskog puta biljnih pigmenata bilo povecanjem ili
snizavanjem ekspresije gena koji u njemu ucestvuju (Chandler 1 Brugliera, 2011).

U cilju promene boje cveta, najces¢e je modifikovan put biosinteze antocijanina zbog toga
Sto su ovi pigmenti najrasprostranjeniji (Suzuki i sar., 2000; Davies i sar., 2003; Boase i sar., 2010;
He 1 sar., 2013; Nakamura 1 sar., 2015). Transgene linije karanfila 1 ruza sa promenjenom bojom
cveta, koje se mogu naci u slobodnoj prodaji, dobijene su genetickom modifikacijom biosinteze
antocijanina (Holton, 1996; Katsumoto i sar., 2007).

Karotenoidi su pigmenti koji takode odreduju boju cvetova kod biljaka, ali su mnogo manje
zastupljeni u odnosu na antocijanine (Ohmiya, 2011). Geneticka modifikacija biosinteze
karotenoida do sada je postignuta uvodenjem gena kojih prirodno nema u genomu biljke-domacina
(Mann 1 sar., 2000; Jekni¢ 1 sar., 2014). Pored toga, promena boje ne samo cvetova ve¢ i1 drugih
biljnih organa postignuta je povecanjem ili sniZenjem ekspresije postoje¢ih gena ili njihovim
utiSavanjem. Povecana ekspresija crtB gena dovela do promene boje ne samo cvetova ve¢ i drugih
biljnih organa Fortunella hindsii Swingle kao §to su listovi i korenovi (Cao i sar., 2015). Sa druge
strane, snizavanjm ekspresije gena za B-karoten hidroksilazu jarko Zuta boja cvetova Oncidium
promenjena je u svetlo Zutu i belo Zutu boju (Wang i sar., 2016). U cilju promene boje cveta
endogeni karotenoidi, B-karoten i zeaksantin, su konvertovani u ketohidroksilne karotenoide, kao
Sto su ehinenon 1 njegovi derivati, kantaksantin, 4-ketozeaksantin i astaksantin, nakon ¢ega su
cvetovi Nicotiana glauca promenili boju iz Zute u crvenu (Mortimer i sar., 2017).

Prema dostupnim literaturnim podacima o genetickoj transformaciji vrsta roda Viola do
sada je transformisana samo Viola diffusa Ging. (Dai i sar., 2009). UspeS$no su dobijene
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transformisane biljke V. diffusa koje su eksprimirale gen za resveratrol sintazu koja ima klju¢nu
ulogu u biosintezi resveratrola, polifenolnog jedinjenja koje se odlikuje brojnim bioloskim
aktivnostima (Zheng i sar., 2015). U ovoj disertaciji po prvi put su prikazani rezultati o genetickoj
transformaciji V. cornuta, koja je transformisana genom za kapsantin-kapsorubin-sintazu (ccs),
poreklom iz perijanta tigrastog ljiljana. Kapsantin-kapsorubin-sintaza (CCS) je enzim Kkoji
katalizuje sintezu dva crvena pigmenta, kapsantina i1 kapsorubina, iz zutih pigmenata,
anteraksantina, odnosno violaksantina, koji daju Zutu boju cvetovima V. cornuta. U disertaciji prvi
put su predstavljeni rezultati o uspeSnoj transformaciji Kkultivara sa Zzutim cvetovima ‘Lutea
Splendens’, genom za CCS i dobijene transformisane biljke sa promenjenom bojom cvetova (Slika
18) (Trajkovi¢ i sar., 2018).

Za transformaciju ukrasnih biljnih vrsta do sada su koriSc¢eni: listovi (Kishimoto i sar.,
2002), lisne drske (Orlikowska 1 Nowak, 1997), stablo (Zuker i sar., 1999), hipokotil (Payne 1
Lloyd, 1998), kotiledoni (Hirose i sar., 2002), ¢elijske suspenzije (Jekni¢ i sar., 1999), kao i kalusi
dobijeni iz razli¢itih tipova eksplantata (ovula, odsecaka listova, cvetnih drski, listica lukovica i
lisnih drski) (Chandler i Lu, 2005).

Za genetiCku transformaciju V. cornuta pomoc¢u A. tumefaciens najbolji rezultati su
postignuti kada su koriSéeni eksplantati hipokotila. Oni su bili pocetni eksplantati i prilikom
transformacije brojnih biljnih vrsta, kao $to su Antirrhinum (Cui i sar., 2004), Campanula carpatica
(Sriskandarajah i sar., 2004), Cyclamen persicum (Boase i sar., 2002), Delphinium (Hirose i sar.,
2002), Mimulus aurantiacus (Susi¢ i sar., 2014) i Euonymus alatus (Chen i sar., 2006).

Pri genetickoj transformaciji posredsvom A. tumefaciens inokulacija i kokultivacija
eksplantata hipokotila neposredno nakon izolacije, cesto dovode do nekroze eksplantata. U literaturi
je opisano da je gajenje eksplantata na podlozi za indukciju organogeneze izdanaka pre inokulacije
sa agrobakterijama, kod mnogih biljaka imalo pozitivan uticaj na prezivljavanje eksplantata nakon
infekcije (Cortina i Culianez-Macia, 2004; Kumar i sar., 2010, Wu i sar., 2015; Maheshwari i
Kovalchuk, 2016; Yan i sar., 2019). Prisustvo biljnih regulatora rastenja u podlozi za predtretman
eksplantata podstice deobe Celija, a ¢elije u fazi deobe su najpodloznije infekciji agrobakterijama
(Mayavan i sar., 2013). Isto tako, gajenjem eksplantata pre inokulacije stvaraju se uslovi za bolju
adheziju agrobakterija tokom kokultivacije (Piqueras i sar., 2010). Ispitivanjem duzine trajanja
predtretmana, do 7 dana kod nekih biljnih vrsta, doslo se do podataka da se najvece prezivljavanje
eksplantata i potom najbolja efikasnost transformacije postizu kada se eksplantati gaje na podlozi za
predtretman ¢etiri dana pre inokulacije sa Agrobacterium-om (Kumar i sar., 2010; Maheshwari i
Kovalchuk, 2016). Krace trajanje predtretmana moze dovesti do slabije regeneracije izdanaka, dok
duze trajanje predtretmana moze dovesti do regeneracije netransformisanih izdanaka (Kumar i sar.,
2010). Kod pojedinih biljnih vrsta je otkriveno da su potrebne ¢ak 2 nedelje predtretmana da bi se
dobilo uspesno prezivljavanje eksplantata nakon infekcije (Hayta i sar., 2018). Predtretman
eksplantata hipokotila doprinosi vecoj ucestalosti regeneracije izdanaka 1 moze povecati efikasnost
transformacije, kao §to je pokazano kod Brassica rapa (Baskar i sar., 2016). Sli¢ni rezultati dobijeni
su kod Solanum sp. i Vigna radiata (Chakravarty i sar., 2010; Rai i sar., 2012; Yadav i sar., 2012).
Predtretmanom se takode prevazilaze stresni uslovi kojima su eksplantati izlozeni tokom
kokultivacije (Arcos-Ortega i sar., 2010). Eksplantati hipokotila V. cornuta koji su neposredno
nakon izolacije inokulisani sa agrobakterijama i potom kokultivisani, uglavhom su nekrozirali.
Gajenje hipokotila na predtretmanu u trajanju od 2, odnosno 7 dana povecalo je prezivljavanje
eksplantata, a iz kalusnog tkiva Cija je inicijacija zapoCeta tokom pretretmana regenerisani su
izdanci (Histogram 4).

Pored predtretmana i drugi faktori, kao Sto su gustina bakterijske suspenzije, vreme
inokulacije, prisustvo fenolnih jedinjenja u podlozi ili duZina trajanja faze kokultivacije, u znacajnoj
meri mogu uticati na uspesnost geneticke transformacije (Rout i sar., 2006; Kishi-Kaboshi i sar.,
2018). Acetosiringon (AS) aktivira vir gene sa Ti plazimda Agrobacterium-a i posredno uti¢e na
povecéanje infekcije (Baker i sar., 2005). Najveca efikasnost transformacije dobijena je kada je AS
primenjen u koncentraciji od 100 uM, kao $to je to pokazano kod Triticum aestivum (Rashid i sar.,
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2010) i Pinus massoniana (Maleki i sar., 2018). Obi¢no se AS dodaje u bakterijsku suspenziju,
medutim kod Eustoma grandiflorum je pokazano da se dodavanjem AS i u podlogu za kokultivaciju
broj transformisanih kalusa znacajno povecava (Nakano, 2017). Biotehnologija biljaka se bazira na
prenoSenju, integraciji i ekspresiji gena u biljnoj ¢eliji iz koje ¢e se formirati kompletna
transformisana biljka. Efikasnost prenosa gena tokom transformacije nije visoka Cak ni kod
najuspesnijih sistema transfera. Najces¢e, samo mali broj biljnih ¢elija izlozenih agrobakterijama
bude zaista transformisan, integracijom transgena u genom domacina (Sundar i Sakthiveli, 2008). U
cilju razdvajanja transformisanih od netransformisanih biljnih ¢elija, tkiva i organa, neophodni su
selektivni marker-geni (Ramessar i sar., 2007). U tu svrhu najéescée se koriste geni koji obezbeduju
rezistenciju na antibiotik (Waldron i sar., 1985) i na taj nafin omogucavaju transformisanim
¢elijama da prezive na podlozi koja sadrzi u svom sastavu selektivni agens dok netransformisane
Celije 1 tkiva nekroziraju (Brasiliero, 1998; Sundar i Sakthiveli, 2008). Higromicin je
aminoglikozidni antibiotik koji produkuje Streptomyces hygroscopicus (Mann i Bromer, 1958).
Higromicin inhibira sintezu proteina mitohondrija i hloroplasta (Brasiliero, 1998; Sundar i
Sakthiveli, 2008), §to za posledicu ima toksi¢an efekat na rastenje i razvice biljaka (Koetle i sar.,
2015; Oung 1 sar., 2015). Za selekciju pri geneti¢koj transformaciji biljaka, higromicin je
najznacajniji agens posle kanamicina (Olhoft, 2003). Najces¢e je koriS¢en za selekciju kod
monokotiledonih vrsta, kao $to su Alstromeria (Hoshino i sar., 2001), Agapanthus (Suzuki i sar.,
2001), Dendrobium (Men i sar., 2003), Oncidium (Liau i sar., 2003) i Phalenopsis (Belarmino i
Mii, 2000) (Tanaka i sar., 2005). Pored toga, njegova efikasnost pokazana je i kod dikotiledonih
vrsta kao §to su Begonia semperflorens (Hoshi i sar., 2003), Arabidopsis thaliana (Duan i Ding,
2007) i Arachis hypogaea (Amareshwari i sar., 2019). Biljne vrste su razli¢ito osetljive prema
higromicinu, pa je za svaku od njih ponaosob neophodno utvrditi optimalnu koncentraciju za
selekciju. Selektivne koncentracije higromicina se kre¢u u rasponu od 3 mg/l, kao §to je na primer
kod Brassica (Liu i sar., 2011), pa do 100 mg/1 kao $to je sluc¢aj kod Allium (Eady i Lister, 1998).
Relativno niske koncentracije higromicina (2,5 mg/l odnosno 7,5 mg/l), u zavisnosti od duZzine
trajanja predtretmana, bile su dovoljne za selekciju kod V. cornuta (Slika 17). Dai i saradnici (2009)
su utvrdili da je za selekciju transformisanih od netransformisanih eksplantata lisnih dr$ki V. diffusa
Ging. potrebna koncentracija od 3 mg/l higromicina, $to odgovara vrednostima higromicina
utvrdenim za V. cornuta.

Selektivne koncentracije antibiotika mogu biti suviSe jake 1 spreCiti regeneraciju
transformanata (Boszoradova i sar., 2011). 1z tog razloga, kod pojedinih biljnih vrsta je pokazano
da, bilo postupnim povecanjem ili smanjenjem koncentracije higromicina u podlozi moze do¢i do
povecanja efikasnosti selekcije (Metz i sar., 1995; Boszoradova i sar., 2011; Abou-Alaiwi i sar.,
2012). Primena nizih koncentracija selektivnog agensa nakon transformacije ili ¢ak odlaganje
njegove primene za par dana omogucava transformisanim c¢elijama da se dele, rastu i razvijaju se
(Boszoradova i sar., 2011), sto moze znacajno povecati efikasnost transformacije (Visser i sar.,
1989). Ovakav nacin selekcije je pogodan za kulture koje se u uslovima in vitro veoma brzo
regeneriSu (Li 1 sar., 2013). Medutim, postoji verovatno¢a da ¢e netransformisane celije usled
niskog selekcionog pritiska biti u moguénosti da kompetiraju sa transformisanim ¢elijama, pri ¢emu
rast transformisanih ¢elija moze biti otezan ili ¢ak eliminisan (Li 1 sar., 2013). Sa druge strane,
visoke koncentracije higromicina pored eliminacije netransformisanih c¢elija, mogu spreciti
regeneraciju izdanaka iz transformisanih ¢elija sa niskom ekspresijom selektivnog marker gena, §to
za posledicu ima nisku efikasnost transformacije. Takode, na taj na¢in se favorizuje regeneracija iz
¢elija u kojima je integrisano vise kopija transgena, Sto moze dovesti do utiSavanje gena. Selekcija
kod V. cornuta zapoceta je sa nizom koncentracijom higromicina kako bi bilo omoguéeno
prezivljavanje i regeneracija izdanaka iz potencijalno transformisanih éelija. Zatim je ona postepeno
povecavana do koncentracije higromicina za koju je utvrdeno da inhibira regeneraciju izdanaka.
Ovaj pristup se pokazao adekvatnim pri transformaciji V. cornuta jer je PCR analizom kod svih
Llccs- potencijalno transformisanih linija potvrdeno prisustvo transgena, kao i kod 29 od 30 35S-
Llccs potencijalno transformisanih linija.
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Kod netransformisanih eksplantata hipokotila V. cornuta nakon 4 nedelje gajenja efikasnost
regeneracije izdanaka dostigla je oko 30%, a izdanci su se pojavili oko petnaestog dana gajenja.
Efikasnost regeneracije izdanaka iz inokuliranih eksplantata hipokotila V. cornuta nakon
transformacije bila je drasticno smanjena u odnosu na netransformisane eksplantate. Kod
inokuliranih eksplantata hipokotila V. cornuta regeneracija izdanaka je bila redak dogadaj do koga
je dolazilo tek izmedu 15. i 20. dana od transformacije. Posle 2 meseca, efikasnost transformacije
iznosila je od 0,3-2%, u zavisnosti od vektora koji je kori§¢en za transformaciju. Kod eksplantata
lisnih drski V. diffusa Ging. efikasnost transformacije je iznosila 0,98% (Dai i sar., 2009), §to na
neki nacin predstavlja odraz sposobnosti vrsta roda Viola za transformaciju ovom metodom.

Pred wuticaja genotipa 1 infekcije agrobakterijama, ne treba iskljuCiti ni uticaj
novosintetisanog pigmenta na smanjenje regenerativne sposobnosti transformisanog kalusa V.
cornuta. Oko 10 puta manja efikasnost regeneracija izdanaka iz 35S-Llccs kalusa u odnosu na
regeneraciju pri transformaciji sa ’praznim vektorom”, kao i izostanak regeneracije izdanaka kada
su eksplantati transformisani vektorom gde je Llccs pod kontrolom ”’pojacanog” himernog
promotora (PchsA-Llccs), upuéuju na ovu mogucnost. Poznato je da introdukcija, ekspresija i
produkt transgena mogu izazvati brojne, neocekivane promene, bilo na nivou ekspresije gena ili
metabolizma biljke domacina (Cellini i sar., 2004; Simo6 i sar., 2014; Ladics i sar., 2015). Ovaj
plejotropni efekat transgena moze se odraziti 1 na efikasnost regeneracije izdanaka iz
transformisanog tkiva (Agarwal i sar., 2016). Pored toga, karotenoidi poseduju brojne bioloske
funkcije (Vershinin, 1999), od kojih je jedna od najvaznijih pravilno formiranje i funkcionisanje
fotosintetickog sistema (Domonkos i sar., 2013). Svetlost je faktor koji moze znacCajno uticati na
efikasnost regeneracije izdanaka, a potencijalni mehanizmi uklju¢uju promene na nivou endogenih
auksina (Nishimura i sar., 2006) i citokinina (Smets i sar., 2005), fotoaktivaciju crvenim delom
spektra (Qin i sar., 2005) ili fotooksidativna oSte¢enja (Dong i sar., 2006). Tako, na primer,
mutacija enzima violaksantin-de-epoksidaze, koja dovodi do smanjene koli¢ine zeaksantina, za
rezultat ima dramati¢an pad regenerativne sposobnosti kod A. thaliana (Nameth i sar., 2013).

Izdanci koji su prvobitno indukovani na eksplantatima hipokotila V. cornuta nakon
transformacije sa pWBVecl10a/CaMV 35S::Llccs::TNos vektorom nisu pokazivali pozitivhu GUS
reakciju, iako je kalus bio GUS pozitivan. Razlog tome moze biti to §to su izdanci regenerisani iz
kalusnog himernog tkiva koje se sastojalo od transformisanih i netransformisanih ¢éelija. Postepenim
povecanjem koncentracije higromicina za selekciju omogucéena je regeneracija izdanaka iz
netransformisanih ¢elija, Sto predstavlja jednu od mana ovakvog nacina selekcije. Tek sa
dodavanjem antibiotika u hranljivu podlogu, higromicina za selekciju (2,5 mg/l) i cefotaksima (200
mg/1), nakon dva meseca doslo je do ponovne indukcije izdanaka iz GUS pozitivnog kalusa. Pojava
regeneracije nakon dodavanja higromicina i cefotaksima ukazuje da je bar jedan od ova dva
antibiotika mogao imati induktivan efekat na regeneraciju izdanaka V. cornuta nakon
transformacije.

Dve vrste induktivnih uslova koji dovode do morfogenetskog odgovora biljnih tkiva su
regulatori rastenja (njihov endogeni nivo ili egzogena primena) 1 razliciti stresni faktori kao $to su
dehidratacija, tretman poviSenom ili niskom temperaturom, osmotski stres ili antibiotici (Coll i sar.,
1998; Zavattieri i sar., 2010; Lee i sar., 2014; Haque i sar., 2017). Na molekularnom nivou, pokazno
je da indukcija organogeneze izdanaka ukljucije znacajne promene transkriptoma, gde sticanje
kompetentnosti Celija kalusa za regeneraciju ukljuCuje 1 poviSenu ekspresiju gena koji se
eksprimiraju u odgovoru na stres (Che i sar., 2006). Morfogenetski odgovor biljne ¢elije indukovan
stresom podrzumeva inhibiciju njenog izduZzivanja, lokalizovanu stimulaciju ¢elijskih deoba i
promene statusa diferencijacije, pri ¢emu ovi odgovori biljne ¢elije ne zavise od vrste stresa (Potters
i sar., 2007). Tako su, na primer, osmotski stres ili higromicin u koncentraciji 5-10 mg/l odgovorni
za diferencijaciju kalusnog tkiva Camellia sinensis (Aoshima, 2005). Sa druge strane, cefotaksim
pripada grupi cefalosporina, koji su poznati kao B-laktamski antibiotici koji sluze prvenstveno za
eliminaciju Agrobacterium-a iz transformisanog tkiva (Liu i sar., 2011). Cefotaksim deluje tako Sto
interaguje sa penicilin vezuju¢im proteinima u periplazmi bakterijske ¢elije pri ¢emu dolazi do
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inhibicije biosinteze peptidoglikana, specificne komponente celijskog zida bakterija, Sto za
posledicu ima lizu bakterijske ¢elije i njenu smrt (Nauerby i sar., 1997). Cefotaksim ne inhibira rast
biljaka jer biljni Celijski zid ne sadrzi peptidoglikan (Shaikh i sar., 2015). U kulturi biljnih tkiva je
pokazano da [-laktamski antibiotici mogu imati i pozitivan i negativan efekat na procese
kalusogeneze, organogeneze i embriogeneze (Grzebelus i Skop, 2014; Wu i sar., 2015; Naderi i sar.,
2016; Shahi i sar., 2017; Li i sar., 2019). Prema dostupnim literaturnim podacima cefotaksim moze
pozitivno uticati na indukciju izdanaka kada se primeni u niskim koncentracijama, od 100-300 mg/I
(Liu i sar.,, 2011; Bernal i sar., 2013). U podlozi za regeneraciju izdanaka Saccharum spp.
cefotaksim povecava ucestalost formiranja zelenih i fizioloski zdravih izdanaka, zbog ¢ega Kaur i
saradnici (2008) smatraju da cefotaksim u somatskim celijama biljnog tkiva deluje na nivou
biosinteze hlorofila. Pozitivan efekat na rastenje izdanaka u kulturi in vitro ogleda se u konverziji
cefotaksima u jedinjenje koje ispoljava aktivnost auksina, biljnog regulatora rastenja (Ogawa i Mii,
2007; Mahadev i sar., 2014). Swanberg i Dai (2008) su primetili da cefotaksim u koncentraciji 250
mg/l povecava ucestalost regeneracije izdanaka Catharanthus roseus cv. "Pacific Coral’ sa 44% na
54,5%, dok kod kultivara C. Roseus, ’Sunstorm Rose’, u€estalost regeneracije izdanaka opada, sa
29% na 20%. Sliéni rezultati dobijeni su na odse¢cima hipokotila Cucucmis melo L., gde je
pokazano da cefotaksim i egzogeno primenjeni regulatori rastenja kao $to su BAP i IAA, imaju
pozitivan sinergisti¢ki efekat na regeneraciju izdanaka i korenova, izduzivanje izdanaka i rastenje
kalusa (Naderi i sar., 2016).

Listovi izdanaka (35S-Llccs) koji su regenerisani nakon vracanja antibiotika u hranljivu
podlogu pokazivali su GUS pozitivnu reakciju (Slika 19). Nakon toga je i PCR metodom potvrdena
integracija transgena - Llccs, hpt i uidA u listovima izdanaka V. cornuta (Slika 21). Jekni¢ i
saradnici (2012) su isti ovaj vektor koristili za transformaciju Iris germanica cv. "Hot Property’,
medutim, dobili su samo transformisano kalusno tkivo iz kog nije dobijena regeneracija izdanaka.
Transformisani kalusi su promenili boju iz Zute u razli¢ite nijanse narandzaste i crvene boje, a
UHPLC metodom identifikovani su novosintetisani pigmenti kapsantin i kapsorubin (Jekni¢ i sar.,
2012).

Transformacijom hipokotila V. cornuta sa pWBVec10a/E35S-PchsA::Llccs:: TNos vektorom
dobijeno je kalusno tkivo (PchsA-Llccs) koje je pokazivalo ekspresiju uidA gena. PCR analizom
potvrdena je integracija Llccs, hpt i uidA gena, kod dve transformisane linije kalusa (Slika 22).
Transformisani kalus je u uslovima dugog dana bio u razli¢itim nijansama zelene, braon i
narandzaste boje, ali kada je gajen u uslovima konstantnog mraka, odnosno odsustva svetlosti,
uocena je promena u boji kalusa. On je dobio svetlo roze boju, Sto je verovatno posledica
akumulacije novosintetisanog pigmenata koji daje crvenu boju, kao $to je opisano u radu Jeknica i
saradnika (2012). Istim vektorom transformisani su hipokotili Solanum lycopersicum L. cv.
"Moneymaker’ (Jekni¢, 2015), iz kojih su uspe$no regenerisane transformisane biljke u ¢ijim
cvetovima su akumulirani kapsantin i kapsantinu-sli¢an pigment koji su cvetovima dali razlicite
nijanse narandzaste boje.

5.3.1. Ekspresija Llccs gena u transformisanim biljkama

Potpuna regeneracija transformisanih biljaka V. cornuta postignuta je pri transformaciji sa
vektorom kod koga je Llccs gen bio pod kontrolom CaMV 35S, konstitutivnog promotora. CaMV
35S je najceS¢e koriS¢en promotor za transformaciju biljnih vrsta jer obezbeduje visok nivo
konstitutivne ekspresije transgena u razli¢itim tkivima (Dutt i sar., 2014). Medutim, pokazano je da
se ekspresija transgena pod kontrolom 35S promotora moze razlikovati izmedu transformanata
odredene populacije transgenih biljaka koje nose isti vektor (De Buck i sar., 2013). Tako je kod A.
thaliana pokazano da GUS gen pod kontrolom 35S kod 80% nezavisnih transformanata ima nisku
ekspresiju, a kod 20% transformanata visoku ekspresiju (De Bolle i sar., 2003). Nivo ekspresije
transgena regulisan 35S promotorom moze varirati od tkiva do tkiva, uglavnom kao posledica
pozicionog efekta (van Leeuwen i sar., 2001). T-DNK se nasumi¢no ugraduje u biljni genom pri
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¢emu svaki transformant sadrzi isti transgen, ali se on integriSe na razli¢itim mestima na
hromozomu 1 u razli¢itom broju kopija (Windels 1 sar., 2008). Na jednom mestu na hromozomu
moze biti insertovan veci broj kopija transgena pod kontrolom 35S. Visestruke kopije T-DNK se
tada mogu insertovati u vidu direktnih ili invertovanih ponovaka. Insercijom T-DNK u invertovanoj
formi (glava-glava ili rep-rep) moze do¢i do smanjene ekspresije transgena (Muskens i sar., 2000).
Posto T-DNK ponovci nisu pronadeni u bakterijama, smatra se da se orijentacija kopija T-DNK
uspostavlja u biljnoj ¢eliji pre ili tokom integracije T-DNK u biljni genom (De Buck i sar., 2001).

RT-PCR analizom je pokazano da se Llccs gen eksprimira i u listovima i u cvetovima
transgenih linija V. cornuta (Slika 24). Metodom kvantitativnog PCR-a (qQPCR) odreden je nivo
ekspresije transgena u genomu V. cornuta. Izmedu transformisanih linija postojale su razlike u
ekspresiji Llccs gena u cvetovima i listovima. Cak i u unutar jedne transformisane linije utvrdeni su
razli¢iti nivoi ekspresije Llccs gena u cvetovima i listovima (Histogram 9).

Analizom ekspresije gena biosintetskog puta karotenoida i koli¢ine akumuliranih pigmenata,
ustanovljeno je da u kruni¢nim listi¢ima cvetova veci nivo transkripata za enzime biosintetskog
puta karotenoida dovodi i do povecanja sadrzaja karotenoida u hromoplastima (Ohmiya, 2013).
Poveéan nivo ekspresije psy i zds gena kod Gentiana lutea (Zhu i sar., 2002), i pds i chyb kod
Sandersonia aurantiaca (Nielsen i sar., 2003) doveo je do povecanja akumulirane koli¢ine
karotenoida. Moehs i saradnici (2001) su pokazali da u narandzastim cvetovima Tagetes erecta psy
I dxs imaju vecéu ekspresiju nego kod Zutih cvetova. Kod azijskog hibridnog ljiljana je ustanovljeno
da je vecéa koli¢ina karotenoida u Zutim i crvenim cvetovima povezana sa transkripcijom gena
biosintetskog puta karotenoida (Yamagishi i sar., 2010). Svi dobijeni rezultati pokazali su da je
koli¢ina akumuliranih karotenoida u cvetovima biljaka proporcionalna ekspresiji gena biosintetskog
puta karotenoida (Moehs i sar., 2001; Yamagishi i sar., 2010; Ohmiya, 2013). Ekspresija ccs u
cvetovima regulisana je takode na ovaj nacin (Jekni¢ i sar., 2012). Sa sazrevanjem cveta ljlijana
dolazi do povecanja ekspresije cCS gena. Koli¢ina akumuliranih karotenoida sve vise raste, a Cvetovi
dobijaju tamnije nijanse narandZaste boje (Jekni¢ 1 sar., 2012). Intenzitet narandZaste boje cvetova
transformisanih linija V. cornuta takode odgovara ekspresiji transgena i koli¢ini novosintetisanog
pigmenta kapsantina koja je odredena HPLC metodom (Slika 30).

Isti mehanizam regulacije ekspresije gena 1 akumulacije karotenoida utvrden je i1 kod
plodova paprike (Capsicum annuum), kod kojih je ccs dominantni gen koji kodira sintezu crvenih
pigmenata, kapsantina i kapsorubina (Bouvier i sar., 1994). Odsustvo ili smanjena koli¢ina
kapsantina u Zutim ili narandZastim plodovima paprike rezultat su gubitka ili nize ekspresije CCS
gena (Guzman i sar., 2010; Rodriguez-Uribe i sar., 2012). lako su kapsantin i kapsorubin glavni
pigmenti paprike koji joj daju crvenu boju, pokazano je da boja ploda paprike ne zavisi samo od
aktivnosti CCS ve¢ i1 od ekspresije uzvodnih gena biosintetskog puta karotenoida, psy, Icyb i crtZ
(Tian i sar., 2014; Tian i sar., 2015). Utisavanje jednog ili viSe gena biosintetskog puta istovremeno,
dovodi do redukcije sadrZaja kapsantina i samim tim do promene boje ploda paprike iz crvene u
narandzastu ili Zutu boju (Tian i sar., 2014).

5.3.2. Akumulacija karotenoida u cvetovima biljaka transformisanih biljaka

Ksantofili se u hromoplastima nalaze u esterifikovanoj formi, ali se malo zna o
mehanizmima njihove akumulacije u cvetovima biljaka. Mutacija u PALE YELLOW PETAL 1 genu
S. lycopersicum dovela je do gubitka estara ksantofila, $to se odrazilo na smanjenje ukupune
koli¢ine karotenoida u cvetovima i nepravilan razvoj hromoplasta. Ovaj podatak je ukazao da
esterifikacija ksantofila dejstvom ksantofil-esteraze pospeSuje akumulaciju karotenoida i da je
akumulacija estara vazna za normalan razvoj hromoplasta (Ariizumi i sar., 2014). Poredenjem
svetlo zutih cvetova petunije i tamno Zutih cvetova Calibrachoa potvrden je znacaj esterifikacije
ksantofila u cilju povecanja koli¢ine akumuliranih karotenoida (Kishimoto i sar., 2019). Nizak nivo
ksantofil esteraze u cvetovima petunije je kljucni faktor zbog koga oni nisu tamnije Zute boje, Sto
ukazuje da aktivnost ksantofil-esteraze utice na koli¢inu i sastav karotenoida u cvetovima biljaka
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(Ohmiya i sar., 2019). U transformisanim cvetovima Ipomoea nil HPLC metodom identifikovano je
prisustvo dva novosintetisana pigmenta, zeaksantina i neoksantina (Watanabe i sar., 2017). Posto se
hromatogrami nesaponifikovanih i saponifikovanih ekstrakata cvetova nisu razlikovali, autori su
pretpostavili da se pigmenti u cvetovima I. nil nalaze u neesterifikovanoj formi. Samo akumulacija
novosintetisanih pigmenata nije bila dovoljna za promenu boje cveta (Watanabe i sar., 2017).

Promena boje cveta kod aklimatizovanih transformisanih biljaka (35S-Llccs) V. cornuta bila
je uocljiva, kao i kod cvetova S. lycopersicum, transformisanih istim vektorom (Jekni¢, 2015). U
odnosu na kontrolne cvetove (K i Llccs-) koji su bili zute boje, transgeni cvetovi (35S-Llccs) su bili
u razli¢itim nijansama narandZaste boje (Slika 23). Na osnovu posmatranja faze cvetanja V.
cornuta, moze se pretpostaviti da se u kruni¢nim listi¢ima cvetnih pupoljaka svetlo zelene boje
nalaze i karotenoidi i hlorofili, kao i kod cvetnih pupoljaka ljiljana (Weston i Pyke, 1999; Robert i
sar., 2004; Sadali i sar., 2019). Po otvaranju cvetova, razlike u boji izmedu netransformisanih i
transformisanih biljaka V. cornuta bile su sve izrazenije. Na mikroskopskim presecima 35S-Llccs
transformisanih cvetova V. cornuta, bile su jasno vidljive epidermalne ¢elije u ¢ijoj osnovi su se
nalazili brojni hromoplasti ispunjeni crvenim pigmentom. Razlike u obliku i veli¢ini epidermalnih
¢elija kod netransformisanih i 35S-Llccs transformisanih cvetova V. cornuta nisu uocene. Suzuki i
saradnici (2007) su kod L. japonicus dobili sli¢ne rezultate u pogledu oblika i veli¢ine epidermalnih
¢elija kruni¢nih listi¢a cvetova. HPLC metodom je u uzorcima cvetova transformisanih biljaka V.
cornuta identifikovan pigment kapsantin koji je produkt enzimske aktivnosti CCS. Posto
kapsorubin nije identifikovan, a nastaje dejstvom istog enzima, pretpostavlja se da zuta boja cveta
kontrolnih biljaka vodi poreklo od akumuliranog anteraksantina. Ekspresija transgena moze dovesti
do promene boje ne samo kruni¢nih listi¢a cvetova ve¢ i drugih delova cveta. Kod S. lycopersicum
pored kruni¢nih listi¢a, i praSnici su promenili boju u narandzasto-crvenu (Jekni¢, 2015). Kod V.
cornuta, zig tucka transformisanih cvetova promenio je boju, iz svetlo zelene u narandzasto-braon
(Slika 28).

Medu mnostvom transformisanih cvetova V. cornuta (35S-Llccs), bilo je i himernih cvetova
narandZaste boje kod kojih su bile vidljive Zute pruge. Himerne biljke se sastoje od geneticki
razli¢itih Celija, transformisanih 1 netransformisanih (McHughen, 2002). Pojava himerizma
zabeleZena je kod dikotiledonih biljnih vrsta koje su transformisane pomoc¢u Agrobacterium kao sto
su pamuk (Firoozabady i sar., 1987), duvan (Schmulling i Schell, 1993), soja (Christou, 1990) i
Vigna mungo (Muruganantham i sar., 2007). Regenerisane transformisane biljke duvana iz
eksplantata lisnih diskova imale su listove ¢iji su delovi bili i u svetlo zelenoj boji, ali i u tamno
zelenoj boji koja odlikuje netransformisane biljke. Ovakva pojava je ukazala na razli¢ito klonalno
poreklo regenerisanih biljaka koje kasnije moze dovesti do stvaranja netransformisanih potomaka
(Schmulling 1 Schell, 1993). Pojave himera kod biljnih vrsta mogu biti 1 rezultat visecelijskog
porekla izdanaka (Poethig, 1989; Zhu i sar., 2007), narocito kada se na mestu povrede/preseka
eksplantata formiraju nodule iz kojih se izdanci regenerisu indirektnom organogenezom (Gahan i
George, 2008). Pored toga, do pojave himernih cvetova moZe dovesti i epigenetsko utiSavanje gena
(De Schepper i sar., 2001; Morita i Hoshino, 2018) koje predstavlja prirodni fenomen u kome je
ekspresija gena regulisana modifikacijom DNK, RNK ili histonskih proteina. Ekspresija transgena u
genomu domacina moze biti negativno regulisana od strane susednih DNK sekvenci ili jednostavno
lokacijom integracije transgena na hromozomu (Matzke i sar., 2000). UtiSavanje transgena U
genomu domacina moze se odvijati na transkripcionom (TGS, eng. Transcriptional Gene Silencing)
I post-transkripcionom nivou (PTGS, eng. Post-Transcriptional Gene Silencing) (Stam i sar., 1997,
Rajeevkumar i sar., 2015). Transkripciono utiSavanje gena je povezano sa inaktivacijom
promotorskih sekvenci i metilacijom DNK (Park i sar., 1996). Sparivanjem blisko povezanih kopija
transgena ili endogenih gena formiraju se sekundarne DNK strukture koje predstavljaju mesta
metilacije DNK (Vaucheret i Fagard, 2001). U slu¢aju PTGS, promotori su aktivni, dolazi do
transkripcije iRNK, ali se ona usled degradacije ne akumulira u citoplazmi celije, zbog Cega ne
dolazi do sinteze Zeljenog produkta (Stam i sar., 1997). Ako su transgen i endogeni gen homologi,
oni takode mogu biti utiSani na PTGS nivou. Mnoge transgene linije petunije su delimi¢no ili
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potpuno izgubile aktivnost oba gena, transgena i endogenog gena, procesom kosupresije (Van der
Krol i sar., 1990). Ponekad je ekspresija gena na PTGS nivou razvojno regulisana. Na primer
utiSavanje transgena UIdA duvana se desava posle dve do Sest nedelja nakon klijanja, u zavisnosti od
nivoa ekspresije transgena (Elmayan 1 Vauchert, 1996). UtiSavanje transgena se joS moze postici
metilacijom i acetilacijom histona, kao i remodelovanjem hromatina. Transkripcioni pojacivaci i
DNK sekvence za koje se vezuje nuklearni matriks (MAR, eng. Matrix-Attachment Regions)
reguliSu transkripciju transgena putem acetilacije histona promotorskog i obliznjeg kodirajuceg
regiona, dovodeci do promene u strukturi hromatina (Agalioti i sar., 2000; Fernandez i sar., 2001).
Enzimi koji modifikuju histone i vr§e remodelovanje hromatina koriste ATP koji uti¢e na njegovu
strukturu i funkciju (Loidl, 2004).

U poslednje vreme istrazivanja promene boje cveta metabolickom modifikacijom biosinteze
karotenoida se najc¢e$¢e izvode na novom model sistemu |. nil koja ima cvetove u crvenoj,
ruzicastoj, ljubicastoj, braon i beloj boji, ali ne i u zutoj boji. Uvodenjem gena za enzime (GGPS,
PSY, LCYB i CHYB) iz I. obscura var. lutea sa zutim cvetovima metodom geneticke
transformacije nije promenjena boja cveta iako je doSlo do sinteze pigmenata, zeaksantina i
neoksantina, u cvetovima transgenih biljaka (Watanabe i sar., 2017). Primenom CRISPR/Cas9
sistema utiSan je gen za CCD4, §to je dovelo do raskidanja dvostrukih veza u polienskim lancima
karotenoida. Kao rezultata toga, transformisani cvetovi su dobili Zutu boju i koli¢ina karotenoida u
kuni¢nim listovima cvetova povecana je za 20 puta u odnosu na kontrolne cvetove biljaka 1. nil.
Mala koli¢ina karotenoida u cvetovima ne zavisi samo od ekspresije gena koji ucestvuju u
biosintezi karotenoida ve¢ i od degradacije karotenoida koja je pod kontrolom CCD4 (Watanabe i
sar., 2018). Sadrzaj karotenoida u cvetovima regulisan je balansom izmedu biosinteze i degradacije
karotenoida (Kishimoto i sar., 2018). Kod petunija sa svetlo Zutim cvetovima nalazi se mala
koli¢ina karotenoida koja daje zutu boju. Poredenjem ekspresije gena koji uc¢estvuju u metabolizmu
karotenoida kod biljaka sa belim i zutim cvetovima, ustanovljeno je da kod petunija sa zutim
cvetovima dve mutacije u CCD4a genu snizavaju njegovu ekspresiju i uzrokuju pojavu cvetova
zute boje. Uporedivanjem karotenoidnih profila Petunia hybrida sa svetlo zutim cvetovima i
Calibrachoa hybrida sa tamno Zutim cvetovima otkriveno je da se kod petunije nalazi mala koli¢ina
akumuliranih karotenoida uglavnom kao posledica snizene ekspresije gena koji kodiraju enzime za
sintezu violaksantina i neoksantina, povecane kataliticke aktivnosti karotenoid dioksigenaza i
sniZzene stope esterifikovanih ksantofila (Kishimoto 1 sar., 2019). Ali da bi se utvrdilo na koji na¢in
esterifikacija ksantofila podsti¢e akumulaciju karotenoida, potrebno je joS istrazivanja u ovoj
oblasti.

Metabolicke modifikacije biosinteze karotenoida ne dovode uvek do znacajnih promena u
koli¢ini akumuliranih karotenoida (Watanabe 1 sar., 2017). Jedan od razloga mozZe biti postojanje
faktora koji istovremeno uti¢e i na metabolizam karotenoida i na njihovu akumulaciju (Watanabe i
sar., 2018). Metabolizam karotenoida je dobro proucen 1 skoro svi enzimi koji ucestvuju u
biosintetskom putu karotenoida su identifikovani i okarakterisani (Ohmiya, 2019). Medutim, sam
mehanizam sinteze karotenoida je slabo poznat, u smislu regulacije biogeneze hromoplasta i
metaboli¢kog puta karotenoida. U buducnosti bi trebalo posvetiti paznju upravo regulatornim
faktorima koji su odgovorni za navedene procese. Dobijena saznanja bi bila od koristi prilikom
metaboli¢kog inZenjeringa u cilju poboljSanja nutritivnih i estetskih karakteristika biljaka.

5.3.3. Fenotipske karakteristike transformisanih linija

Kod V. cornuta zabelezene su znaajne razlike u morfoloskim i fenotipskim
karakteristikama izmedu netransformisanih i transformisanih biljaka (Tabela 33). Dobijene razlike
mogu biti posledica fizioloskih, genetickih ili epigeneti¢kih promena indukovanih gajenjem u
kulturi in vitro ili u fazi regeneracije izdanaka tokom i nakon geneti¢ke transformacije. Ipak, osim
veli¢ine cveta, za sve druge parametre morfoloskih i fenotipskih karakteristika transformisanih
biljaka nije postojala pravilnost u odstupanju od fenotipa netransformisanih biljaka. Sve Llccs-
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transformisane linije imale su sitnije cvetove u odnosu na kontrolne biljke, $to moze predstavljati
novu osobinu koja je posledica uvodenja Llccs gena u genom V. cornuta.

Gajenje biljaka u kulturi in vitro moze dovesti do pojave fenotipskih promena kao rezultat
somaklonalnih varijacija ili mutacija. Varijacije se obi¢no deSavaju spontano i mogu biti ili
privremene ili trajne (Kaeppler i sar., 2000). Privremene promene su reverzibilne, dok su trajne
promene nasledne i Cesto predstavljaju odraz veé postojete varijacije ili su rezultat de novo
varijacija (Larkin i Scowcroft, 1981). Postoji mnogo faktora koji doprinose somaklonalnoj
varijabilnosti u kulturi in vitro, od kojih su najznacajniji tip eksplantata, zatim tip i koncentracija
biljnih regulatora rastenja, broj subkultura i njihovo trajanje, genotip i uslovi gajenja. Poznato je da
su meristemska tkiva daleko osetljivija po pitanju pojave varijacija od visoko diferenciranih tkiva
kao $to su list, stablo i koren (Sharma i sar., 2007). Izdanci koji kasnije regeneriSu imaju vecu
verovatno¢u za pojavu somaklonalnih varijacija. U procesima embriogeneze i regeneracije izdanaka
prilikom diferencijacije ¢elija moze do¢i do promene u nivou metilacije DNK koja za posledicu ima
veé pomenuto utidavanje gena (Vaillant i Paszkowski, 2007). Cesto se te promene odraZavaju na
fenotip regenerisanih biljaka (Villota-Salazar i sar., 2016). Biljni regulatori rastenja, a naroc€ito
sinteticki auksini kao $to je 2,4-D, koji dovode do formiranja kalusa mogu uticati i na pojavu
varijacija (LoSchiavo i sar., 1989). Takode, ukoliko se kulture dugo gaje i ako subkultura dugo
traje, mogu se javiti odredene varijabilnosti izmedu jedinki. Sam proces geneticke transformacije u
kome se eksplantati inokuliraju bakterijama predstavlja jednu vrstu biotickog stresa, koja za
posledicu moZe imati nepravilno rastenje i razvi¢e regenerisanih izdanaka. Pred toga, i antibiotici
koji se koriste u procesu transformacije uticu na metilaciju DNK (Miguel i Marum, 2011). Prisustvo
higromicina i cefotaksima u hranljivoj podlozi, u kulturi in vitro Nicotiana tabacum dovelo je do
hipermetilacije DNK koja se negativno odrazila na ekspresiju gena, a potom i na razviée biljke
(Schmitt 1 sar., 1997). Takode, pomenuti mehanizmi epigenetske regulacije ekspresije gena mogu
uticati na pojavu fenotipskih razlika izmedu gajenih biljaka (Miguel i Marum, 2011). U literaturi je
opisano da produkti razgradnje karotenoida mogu uticati na rastenje i razvice Dbiljaka.
Transformisane biljke Chrysanthemum morifolium ’Yellow Jimba’ u kojima je dvostrukom
transformacijom snizena ekspresija CmCCD4 gena bile su nize u odnosu na netransformisane
biljke, ali se veli¢ina cvetova nije menjala (Ohmiya i sar., 2009). Karotenoid-dioksigenaze,
AtCCD7 i AtCCD8, ucestvuju u sintezi signalnog molekula strigolaktona (Gomez-Roldan i sar.,
2008) koji regulise grananje biljaka (Schwartz i sar., 2004). Utisavanje PhCCD8 gena putem RNK
interferencije dovelo je do poveéanja grananja i formiranja sitnijih cvetova kod Petunia hybrida
(Snowden i sar., 2005).

5.4. Krioprezervacija transformisanih linija V. cornuta

Razvoj tehinka kulture in vitro i krioprezervacije, doprineli su stvaranju uslova za ¢uvanje
retkih 1 ugrozenih vrsta, lekovitih 1 elitnih genotipova (Kulus i Zalewska, 2014). UspeSnost
krioprezervacije zavisi od brojnih faktora, medu kojima su tolerancija biljaka na osmotski, hemijski,
hladni stres i isuSivanje najznacajniji. Saznanja o biologiji vrste su neophodna kako bi se odabrala
odgovarajuca tehnika krioprezervacije kojom ¢e se posti¢i najveée prezivljavanje. Odrzavanje
transformisanog biljnog materijala samo u kulturi in vitro zahteva znac¢ajna materijalna sredstva jer
se kulture moraju relativno Cesto subkultivisati na svezu hranljivu podlogu. Pored toga, moze do¢i
do gubitka kultura usled kontaminacije. Jo$ vaznije od toga, postoji mogucnost da tokom vremena
dode do utiSavanja transgena (Wang i sar., 2012). Krioprezervacija stoga predstavlja bezbedan
na¢in za dugotrajno Cuvanje transformisanog materijala na ultra niskoj temperaturi (-196 °C) u
tecnom azotu. Uspesnu regeneraciju transformisanih celijskih linija Oryza sativa L. nakon
krioprezervacije prvi put su dobili Meijer i saradnici (1991). Transgene celijske linije O. sativa L.
zadrZale su otpornost na higromicin i sposobnost regeneracije nakon krioprezervacije kao i kulture
koje nisu krioprezervirane (Meijer i sar., 1991). Od tada, opisane su metode krioprezervacije
transgenih biljaka u kojima je integrisana Zeljena polinukleotidna sekvenca (Tsai i sar., 2009; Wang
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i sar., 2012; Li i sar., 2016). Svi rezultati koji su dobijeni do sada ukazuju da krioprezervacija
biljnog materijala ne uti¢e na ekspresiju transgena (Spok i Karnar, 2008).

Krioprezervacija tehnikom vitrifikacije podrazumeva upotrebu posebnih rastvora za
dehidrataciju biljnog materijala, PVS. Rastvori PVS2 1 PVS3 se razlikuju po sastavu. PVS2 sadrzi
glicerol i DMSO koji prodiru kroz ¢elijske zidove i membrane, stvarajuci pore u fosfolipidnom
dvosloju kroz koji se odvija transport supstanci, dok PVS3 ne sadrzi DMSO zbog cega ostaje u
intercelularnom prostoru. Kod nekih biljnih vrsta vrhovi izdanaka su podjednako osetljivi prema
PVS2 i PVS3, dok su kod nekih vrsta vrhovi izdanaka bili ekstremno osetljivi prema PVS3, posle
¢ijeg tretmana nije bilo prezivljavanja (Markovi¢ i sar., 2013). Osetljivost vrhova izdanaka na PVS2
i PVS3 moze biti i podjednaka, kao $to je kod vrste C. rosea (Da Silva Cordeiro i sar., 2015).
Ispitivanjem osetljivosti vrhova izdanaka V. cornuta na PVS2 i PVS3, znacajno veéi procenat
prezivljavanja je dobijen nakon osmotske dehidratacije pre potapanja u te¢ni azot sa PVS3
rastvorom (43,33%) nego sa PVS2 rastvorom (22,72%). Krioprotektanti koji ulaze u sastav PVS3
ne prodiru u Celije, pa se pretpostavlja da je to razlog zbog koga je prezivljavanje vrhova izdanaka
V. cornuta nakon izlaganja PVS3 bilo vece nego na PVS2 (Tabela 35).

Hladan predtretman pre izlaganja rastvoru za dehidrataciju doprinosi ve¢em prezivljavanju i
boljem oporavku biljnog materijala nakon krioprezervacije (Matsumoto i sar., 1995; Geng i sar.,
2011; Kulus i Zalewska, 2014; Folgado i sar., 2015). Izlaganje biljnog tkiva niskoj temperaturi
predstavlja jednu vrstu abiotickog stresa nakon ¢ega dolazi do transdukcije signala i promena na
nivou ekspresije gena kao odgovor biljaka na stres (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006;
Folgado i sar., 2011). Tako je kod Arabidopsis otkriven transkripcioni faktor CBF/DREB1 koji
kontroliSe ekspresiju gena koji povecavaju toleranciju biljaka na hladno¢u (Thomashow, 1999) i na
taj nacin omogucéavaju adaptaciju biljnog tkiva na stresne uslove sredine (Yamaguchi-Shinozaki i
Shinozaki, 2006). Izdanci Viola pilosa su imali ve¢i procenat oporavka nakon otapanja iz LN, kada
su bili na hladnom pretretmanu (4 °C) mesec dana pre osmotske dehidratacije sa PVS2 i
zamrzavanja (Soni i Kaur, 2014). Hladan predtretman pre krioprezervacije sa PVS3 rastvorom u
trajanju od 2 nedelje pokazao se izuzetno pogodnim i kod V. cornuta (Tabela 36). Nakon
krioprezervacije, prezivljavanje vrhova izdanaka je bilo dva puta vece nakon izlaganja hladnom
predtretmanu (86,67% u odnosu na 43,33%). Potpuni oporavak i rastenje vrhova izdanaka nakon
krioprezervacije bio je takode znacajno veci posle primene hladnog tretmana (64,08%) za razliku od
vrhova izdanaka koji nisu prosli hladani predtretman (39,72%).

Optimizacija vremena izlaganja vitrifikacionom rastvoru za dehidrataciju je neophodna radi
postizanja Sto boljeg oporavka vrhova izdanaka nakon krioprezervacije. Optimalno vreme izlaganja
vrhova izdanaka PVS2 rastvoru najée$ce varira izmedu 15 i 25 minuta kada su izlagani na sobnoj
temperaturi (Takagi 1 sar., 1997). Upotreba PVS3 najc¢esce podrazumeva duzi period inkubacije u
odnosu na PVS2, kao §to je pokazano kod hrizantema (Kulus i Zalewska, 2014). Pored toga,
aksilarni 1 apikalni vrhovi izdanaka hrizanteme zahtevaju razli¢ito vreme izlaganja PVS3 rastvoru.
Za uspesnu regeneraciju izdanaka ove vrste nakon krioprezervacije apikalni vrhovi izdanaka
zahtevaju 90 min inkubacije u PVS3 a aksilarni 60 min (Lee i sar., 2011). Najveéi procenat
prezivljavanja i oporavka nakon krioprezervacije Citrus limon postignut je dehidratacijom sa PVS3
u trajanju od 90 minuta (Yi i sar., 2018). Kod V. cornuta najveci procenat prezivljavanja vrhova i
potpune regeneracije izdanaka posle otapanja iz te¢nog azota dobijen je nakon izlaganja PVS3 u
trajanju od 45 minuta pre zamrzavanja (Tabela 37), $to je duplo kraéi vremenski period nego kod
pomenutih biljnih vrsta.

V krio plocCice se koriste kao naprednija tehnika vitrifikacije, koja obezbeduje dobar
oporavak nakon krioprezervacije bas kao i klasi¢na vitrifikacija, uz minimalne manipulacije biljnim
materijalom. U literaturi je opisano nekoliko primera da se primenom ove tehnike postize visi
procenat oporavka vrhova izdanaka nakon krioprezervacije, koji iznosi od 65-100% (Yamamoto i
sar., 2011; Sekizawa i sar., 2011; Yamamoto i sar., 2012). Kod V. cornuta je ispitan potencijal obe
tehnike, i klasi¢ne vitrifikacije sa PVS3 i vitrifikacije sa PVS3 rastvorom uz krio ploc¢ice (Tabela
39, Slika 34), na krioprezervaciju vrhova izdanaka netransformisanih i transformisanih biljaka.
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Oporavak vrhova izdanaka nakon krioprezervacije primenom obe tehnike, bio je znacajno veci kod
netransformisanih biljaka (64,53% odnosno 77,12%) nego kod 35S-Llccs transformisanih biljaka
(21,85% odnosno 21,78%). Za krioprezervaciju vrhova izdanaka V. cornuta mogu se koristiti i
jedna i druga tehnika, jer se primenom obe tehnike postizu priblizne vrednosti u njihovom
oporavku. Sve transformisane biljke V. cornuta regenerisane iz vrhova izdanaka koji su ¢uvani u
tetnom azotu imali su pozitivnu GUS reakciju (Slika 35). Stabilna ekspresija uidA gena potvrdena
je i kod transgenih biljaka Pyrus pyrifolia pomo¢u PCR analize i Southern blot-a (Hao i sar., 2005).
Uspesnu krioprezervaciju transgene Carica papaya postigli su Tsai i saradnici (2009), medutim nije
radena analiza prisustva i ekspresije transgena u regenerisanim biljkama nakon krioprezervacije.
Transgene biljke Betula pendula posle krioprezervacije imale su isti broj kopija NPTII gena kao i
netransformisane biljke koje nisu krioprezervirane (Ryynanen i sar., 2002). Regenerisane transgene
biljke nakon krioprezervacije zadrzavaju fenotipske karakteristike koje su imale pre
krioprezervacije (Li i sar., 2016). Takode, promene fenotipskih karakteristika regenerisanih
transformisanih biljaka V. cornuta nakon krioprezervacije nisu uoCene. Primenom metoda
vitrifikacije sa i bez krio plo€ica pokazano je da se uspe$no moze Cuvati ne samo biljni materijal
dobijen u postupku propagacije, ve¢ i transformisani biljni materijal.

5.4.1. Nivo ploidnosti regenerisanih biljaka V. cornuta

Geneticka identi¢nost regenerisanih biljaka u kulturi in vitro je od velikog znacaja za
o¢uvanje genskog fonda odabranih biljnih vrsta. Kao posledica brojnih faktora kulture in vitro moze
do¢i do genetickih i fenotipskih varijacija kod regenerisanih biljaka. Najbezbedniji nacin za
ocuvanje geneticke identi¢nosti regenerisanih biljaka u kulturi je putem multplikacije aksilarnih
izdanaka. Indukcija regeneracije izdanaka V. cornuta postignuta je na oba naéina organogeneze, i
direktne i indirektne. Analizom broja hromozoma kod regenerisanih netransformisanih i
transformisanih biljaka utvrdeno je da nije bilo razlika na nivou ploidnosti (Slika 36). Jedan od
razloga moze biti to $to su indukovani izdanci kratko gajeni na podlozi sa 2,4-D a zatim izolovani
sa pocetnog eksplantata i potom gajeni na drugim podlogama bez 2,4-D. Transformisane biljke V.
cornuta imale su isti broj hromozoma kao i1 netransformisane biljke. Uspesnost krioprezervacije
ogleda se i u odrzanju geneticke stabilnosti krioprezerviranog biljnog materijala. Smatra se da c¢ak i
ako postoje razlike izmedu kontrolnih i krioprezerviranih genotipova, one su pre svega posledica
uslova kulture in vitro i regenerativnog procesa a ne same krioprezervacije (Harding, 2004). Kod V.
cornuta nakon Kkrioprezervacije, regeneracija netransformisanih i transformisanih biljaka je
uspostavljena direktnom organogenezom, bez formiranja kalusa, Sto takode doprinosi ocuvanju
ploidnosti regenerisanih biljaka.
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6. ZAKLJUCCI

1. Razvijen je protokol za in vitro regeneraciju izdanaka V. cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’ putem
de novo organogeneze.

¢

Na klijanje semena u uslovima in vitro uti¢e duZina gajenja, koncentracija mineralnih soli u
hranljivoj podlozi kao i temperatura gajenja. Semena su najbolje klijala nakon 12 nedelja
gajenja na podlogama sa razblazeni MS rastvorom (¥4MS i ¥%2MS), kao i na MS hranljivoj
podlozi kada su semena gajena na snizenim temperaturama (10 i 4 °C).

Najuspes$nija regeneracija adventivnih izdanaka dobijena je gajenjem odsecaka hipokotila na
%MS hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/l 2,4-D i 2 mg/l BAP.

Najveéi regenerativni potencijal pokazali su delovi hipokotila koji su najblizi epikotilu
klijanca kada su gajeni u uslovima dugog dana.

Indukcija adventivnih izdanaka odvija se paralelno procesom direktne i indirektne de novo
organogeneze.

Citokinini derivati fenilureee (TDZ i CPPU) pokazali su ve¢i potencijal za indukciju i
umnozavanje izdanaka nego citokinini derivati adenina (BAP i KIN).

OzZiljavanje izdanaka je bilo uspesno na 2MS podlozi bez regulatora rastenja kao i1 na 2MS
podlozi uz dodatak 0,1 mg/l NAA.

2. Razvijen je protokol za geneticku transformaciju V. cornuta L. ’Lutea Splendens’ genom za
kapsantin-kapsorubin-sintazu (Llccs) posredstvom Agrobacterium tumefaciens.

¢

Koris¢enjem “praznog vektora” (Llccs-) i pWBVecl0a/CaMV 35S::Llccs::TNos (35S-Llccs)
vektora dobijeni su transformisani izdanci, dok je koris¢enjem pWBVecl0a/PchsA-
Llccs:: TNos (PchsA-Llccs) vektora dobijen transformisani kalus.

Efikasnost geneticke transformacije za Llccs- iznosila je 2%, za 35S-Llccs 0,3%, dok je za
PchsA-Llccs ona iznosila 2,22%.

Potvrdeno je prisustvo Llccs, hpt i uidA gena u genomu V. cornuta, kao i nivo ekspresije Llccs
gena u kruni¢nim listi¢ima i listovima 35S-Llccs transformisanih biljaka.

Nivo ekspresije Llccs gena se razlikovao u kruni¢nima listi¢cima cvetova i listova 35S-Llccs
transformisanih biljaka. Neujednacena ekspresija je postojala kako izmedu transformisanih
linija, tako i unutar iste linije.

Boja kruni¢nih listi¢a cvetova i ziga tucka 35S-Llccs transformisanih biljaka promenjena je iz
zute u razli¢ite nijanse narandZaste boje, odnosno iz svetlo zelene u narandZzasto-braon boju,
usled akumulacije novosintetisanog crvenog pigmenta u hromoplastima.

Pokazano je da je novosintetisani crveni pigment kapsantin, ¢ija je akumulacija bila
proporcionalna nivou ekspresije Llccs gena u kruni¢nim listi¢cima 35S-Llccs transformisanih
biljaka.

Fenotip transformisanih biljaka se znac¢ajno razlikovao od fenotipa netransformisanih biljaka,
pri ¢emu su cvetovi transformisanih biljaka (35S-Llccs) bili znaajno manjih dimenzija nego
kod kontrolnih transformisanih biljaka (Llccs-) i kontrolnih netransformisanih biljaka.

3. Razvijen je protokol za dugotrajno ¢uvanje vrhova izdanaka netransformisanih i transformisanih
biljaka V. cornuta L. cv. ’Lutea Splendens’.

¢

¢

Najvece prezivljavanje vrhova izdanaka netransformisanih i transformisanih linija (Llccs-)
postignuto je kada su vrhovi tretirani PVS3 rastvorom u trajanju od 45 minuta pre potapanja u
tecni azot.

Pretretman vrhova izdanaka u trajanju od 2 nedelje na 4 °C znacajno je doprineo boljem
prezivljavanju, oporavku i potpunoj regeneraciji vrhova izdanaka nakon otapanja iz te¢nog
azota.
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Zakljucéci

¢ Potpuna regeneracija biljaka transformisanih linija (Llccs- i 35S-Llccs) posle krioprezervacije
bila je zna¢ajno manja u odnosu na oporavak vrhova netransformisanih izdanaka.

¢ Potvrdeno je prisustvo uidA gena u uzorcima listova transformisanih linija (Llccs- i 35S-
Llccs) regenerisanih posle krioprezervacije.

¢ Nivo ploidnosti biljaka V. cornuta regenerisanih u kulturi in vitro, transformisanih linija kao i
biljaka regenerisanih posle krioprezervacije ostao je nepromenjen (2n=22).
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaHu-a MuneHa TpajkoBuh

©poj uHaekca 53008/2011

UsjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa ancepTaumja nog HacrnoBom

.PereHepaunja burbaka in vitro n reHeTudka TpaHcgopmMaumja Viola cornuta

(Violaceae) reHom 3a KancaHTUH-KancopybuH-cuHTasy”

e pes3ynTaT COMNCTBEHOr UCTpaXkmBayKor paaa,

* [anpennoxeHa aucepTauna y LEMMHM HU Y AenoBiMa Huje 6una npeanoxeHa 3a
Aobujarse 6Mno koje AUNNome npema CTyAujCKUM NporpaMmmma Apyrx BUCOKOLLIKONCKMUX
yCTaHoBa,

e [a Ccy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HucaMm KpLimo/na ayTopcka npasa U KOPUCTUO UHTENEKTYanHy CBOjUHY APYrnX nuua.

MoTtnuc aokrtopaHAaa

Y beorpaay, 25.02.2020.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOPCKOr paga

Mme n npeanme aytopa _MwuneHa TpajkoBuh

Bpoj nHagekca 53008/2011

Crtyaujckn nporpam dusnonorvja n monekynapHa buonorunja dburbaka

Hacrnoe paga  ,PereHepaumja Gurbaka in vitro u reHetnyka TpaHcdopmaumja

Viola cornuta (Violaceae) reHoMm 3a KancaHTuUH-kancopyouH-cuHTasy”

Mentop gp CnahaHa JeBpemoBuh

MotnucaHun/a Munena Tpajkosuh

M3jaBrbyjem ga je wtamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
cam npegao/na 3a objaBrbMBake Ha noptany OurutanHor penosutopujyma YHuBep3uTteTa y
Beorpaay.

[osBosrbaBam ga ce o6jaBe Moju NMYHK Nodaun Be3aHu 3a Jobujarbe akageMcKor 3Bakba JoKTopa
Hayka, kao LUTO Cy MMe M Npe3ume, roauHa n mecto pohera n gatym ogbpaHe paga.

OBM nMMYHKM Nogaum Mory ce o06jaBuUTU Ha MpPEXHWM CTpaHuuama gurutanHe oubnuorteke, y
€1eKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaunjama YHmeepauteTa y beorpaay.

Motnuc pokTopaHAaa

Y beorpaay, 25.02.2020.




Mpwnor 3.
U3jaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® ga y lurntanHm penosutopujym
YHuBepauteTa y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKY AncepTaumjy nod HacrnoBoOM:

.PereHepaumja 6urbaka in vitro n reHetTnyka TpaHcopmaumja

Viola cornuta (Violaceae) reHom 3a kancaHTUH-KancopyobuH-cuHTasy”

Koja je Moje ayTopcko geno.

OucepTauujy ca cBUM npunosvma npenao/na caM y enekTpoHCKOM ¢hopMaTy NOrogHoOM 3a TpajHoO
apxuBuparse.

Mojy pokTopcky anceptaumjy noxpakweHy y [iurntanHu penosutopujym YHuBep3auTteTa y beorpagy
MOry [a KopucTe CBM KOju NOLWTYjy ogpenbe cagpkaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtueHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyduno/na.

@AyTOpCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHO
3. AyTopCTBO — HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUNjanHo — oenuTn nog UCTUM ycrosmma
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AenuTu nog UCTum ycrnosmma

(Monnmo ga 3aoKpyxuMTe caMo jegHy of LWeCT NoHyheHux nuueHum, kpaTak onuc nuueHum gar je
Ha nonefhuHu nucra).

MoTtnuc gokropaHAaa

Y beorpaay, 25.02.2020.




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, ANCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe aena, v npepage,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH oapefneH o4 CTpaHe ayTopa unu gaBaoua NuueHUe, Yak n'y
komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHWja 04 CBMX NULEHLMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuumjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTpubyuujy u  jaBHO
caonwTasawe Aena, u npepaje, ako ce Hasefe nme aytopa Ha Ha4nH ogpefheH of cTpaHe ayTopa
nnun gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 403BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby aena.

3. AyTopCTBO - HekoMepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3aBorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe dena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe gena y cBOM geny, ako ce
HaBe[e ume ayTopa Ha Ha4vH ogpefneH o cTpaHe ayTopa unun aasaoua nuueHue. Oa nuueHua He
[03BOrbaBa KoMmepuujanny ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTare nuueHue, OBOM fULEHLOM ce
orpaHuyaBa Hajsehn obum npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMeEpUMjarnHo — AenuTu nog UctuMm ycrnoeuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
AMCTPMOYLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, n npepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HayuH
oapefeH oA cTpaHe ayTopa unv Aasaoua nuueHLUe 1 ako ce npepaga Avctpubynpa nog UCToM Mnm
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He [o3BOrbaBa komepuumjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPMOYLMjy 1 jaBHO caomniTaBake
gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka uUnu ynotpebe gena y CBOM ey, ako ce HaBeae nme aytopa
Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe aytopa unuM gaBaoua nuvueHue. OBa nuueHua [[o03BOSbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AeNUTW NO4 UCTUM ycroBuMa. [o3BorbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTPUbyLmjy 1 jaBHO
caorwTaBawe ferna, u npepage, ako ce Hasege uMme aytopa Ha Ha4uH ogpeneH of cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHLe 1 ako ce npepaga auctpubympa nog UCTOM UNu Cnn4Hom nuueHuom. OBa
nuueHua [fo3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnvyHa je codpTBEPCKUM
nvueHuama, O4HOCHO NnueHuama OTBOPEeHOr Koa.
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