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Citokininska homeostaza i ekspresija gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog ciklusa

tokom procesa regeneracije kelerabe (Brassica oleracea L. var. gongylodes) in vitro

REZIME

Regeneracija in vitro gajenog biljnog tkiva kontrolisana je regulatorima rastenja,
narocito citokininima i auksinima. Egzogeno primenjeni biljni regulatori rastenja mogu
interagovati sa endogenim biljnim hormonima i uticati na njihovu biosintezu ili
distribuciju, odnosno menjati hormonalnu homeostazu koja utie na razvice in vitro.
Proces regeneracije biljaka in vitro podrazumeva intenzivne ¢elijske deobe, a centralnu
ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa i razvica organa imaju kompleksi ciklina i kinaza
zavisnih od ciklina na ¢iju sintezu, odnosno aktivnost, uti¢u pomenuti biljni hormoni. U
tom smislu, ciljevi ovog rada bili su uspostavljanje efikasnih protokola za regeneraciju
biljaka kelerabe (Brassica oleracea L. var. gongylodes) in vitro, sa posebnim osvrtom
na identifikaciju 1 kvantifikaciju razli¢itih grupa citokinina i indol-3-siréetne kiseline
(IAA) u eksplantatskim tkivima sa regenerisanim izdancima, kao i analiziranje obrazaca
1 intenziteta ekspresije gena koji kodiraju cikline i1 kinaze zavisne od ciklina tokom de
novo organogeneze izdanaka. Efikasan sistem za repetitivhu somatsku embriogenezu
(SE) kod kelerabe, sorta BeCka Plava (BP), je uspostavljen iz nezrelih zigotskih
embriona. Najveca frekvencija SE detektovana je kod nezrelih zigotskih embriona u
ranom kotiledonarnom stadijumu razvi¢a gajenih na hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja.

Uspesna indukcija de novo organogeneze izdanaka kelerabe, sorte BP i BeCka Bela
(BB), postignuta je kod odseCaka hipokotila i intaktnih klijanaca, na podlogama sa
pojedinac¢nim citokininima (CK): 6-benzilaminopurin (BAP), tidiazuron (TDZ), trans-
zeatin (transZ) ili cis-zeatin (cisZ). Frekvencija regeneracije kao 1 vijabilnost
regenerisanih izdanaka obe sorte je bila veca kod intaktnih klijanaca, dok su medu
primenjenim citokininima BAP i TDZ bili najefikasniji u indukciji de novo
organogeneze. Kvantifikacija endogenog sadrzaja citokinina i IAA u odseCcima
hipokotila sa regenerisanim izdancima (HRI) kao i u intaktnim klijancima sa
regenerisanim izdancima (KRI) je ukazala na to da uocene razlike u organogenom
odgovoru ova dva tipa pocetnog biljnog materijala mogu biti povezane sa njihovim

hormonskim statusom. Nivo ukupnih endogenih citokinina je bio visi kod HRI, dok su



se KRI odlikovali vis$im odnosom IAA 1 bioaktivnih citokinina. Izraziti porast nivoa
endogenih citokinina u odnosu na kontrolu koja je gajena na podlozi bez regulatora
rastenja zabeleZen je na tretmanima sa zeatinom, dok je prisustvo BAP i TDZ imalo
mali efekat ili je efekat potpuno izostao. U poredenju sa kontrolom, egzogena primena
citokinina dovela je do porasta endogenog nivoa IAA i u HRI i u KRI kod obe sorte
kelerabe, Cime se verovatno moze objasniti odsustvo potrebe za auksinima u hranljivim
podlogama tokom indukcije de novo organogeneze izdanaka.

Dinamiku pojave regenerisanih izdanaka kelerabe na razli¢itim citokininskim
tretmanima je pratio i nivo aktivnosti tri analizirana gena koji kodiraju kinaze zavisne
od ciklina (CDK) 1 cikline (CYC): CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;I gen. Obrasci
ekspresije sva tri gena u odnosu na vreme i razli¢ite tretmane su bili sli¢ni, sa najvi§im
vrednostima zabeleZzenim na podlozi sa TDZ u skoro svim vremenskim tackama.
Dobijeni rezultati ukazuju na to da su primenjeni citokinini imali ulogu u kontroli
¢elijskog ciklusa tako $to su uticali na ekspresiju pomenutih gena, kao i da je promena
aktivnosti tih gena bila u korelaciji sa odredenim fazama de novo organogeneze
izdanaka kelerabe. Iako razjasnjenje uloge citokinina u procesu regeneracije izdanaka
kelerabe zahteva dodatna istrazivanja, dobijeni rezultati predstavljaju polaznu osnovu za
dalje rasvetljavanje mehanizama de novo organogeneze kod biljaka koje nisu uobicajeni

model-sistemi za izu¢avanje procesa regeneracije in vitro.

Kljuéne reci: Keleraba (Brassica oleracea L. var. gongylodes), nezreli zigotski
embrioni, somatska embriogeneza, hipokotil, klijanac, de novo organogeneza,

citokinini, geni ¢elijskog ciklusa, ciklini, kinaze zavisne od ciklina
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Cytokinin homeostasis and expression of the genes involved in cell cycle control

during kohlrabi (Brassica oleracea L. var. gongylodes) regeneration in vitro

ABSTRACT

In vitro plant regeneration is under control of plant growth regulators (PGRs), especially
cytokinins and auxins. Exogenously applied PGRs can affect the homeostasis of
endogenous plant hormones by influencing their biosynthesis and distribution,
subsequently altering in vitro development. Intensive cell divisions represent the basis
of in vitro plant regeneration, and they are controlled by complexes of cyclins and
cyclin-dependent kinases. The activity of these complexes during cell cycle and organ
development is affected by plant hormones. Respecting this, the aims of this study were
developing efficient protocols for in vitro regeneration of kohlrabi (Brassica oleracea
L. var. gongylodes) with an emphasis on identification and quantification of different
groups of endogenous cytokinins and indole-3-acetic acid (IAA) in explant tissue with
respective regenerated shoots, as well as analyzing expression of genes encoding cyclins
and and cyclin-dependent kinases during de novo shoot organogenesis. Efficient system
for repetitive somatic embryogenesis (SE) was developed for kohlrabi cv. Vienna
Purple (VP) using immature zygotic embryos. The highest frequency of SE was
obtained from immature zygotic embryos at the early cotyledonary stage grown on
PGR-free medium.

Successful induction of de novo shoot organogenesis in kohlrabi cv VP and cv. Vienna
White (VW) was achived using hypocotyl explants and intact seedlings, cultivated on
media supplemented with single cytokinin (CK): 6-benzylaminopurine (BAP),
thidiazuron (TDZ), trans-zeatin (transZ) or cis-zeatin (cisZ). Higher frequency of shoot
regeneration as well as viability of regenerated shoots was detected for intact seedlings,
with BAP and TDZ being the most efficient in de novo organogenesis induction.
Quantification of endogenous cytokinin and IAA contents in both hypocotyl explants
and seedlings with regenerated shoots (HRSs and SRSs, respectively) suggested that the
observed differences in organogenic response between these two types of starting plant
material were related to their cytokinin and IAA contents. The level of total CKs was

higher in HRSs, while SRSs displayed a higher IAA/bioactive CKs ratio. Significant



increase in the endogenous CK levels compared to control grown on PGR-free medium
was recorded only when cis- and transZ were applied, while presence of BAP and TDZ
in the shoot regeneration media contributed to little or no increase. Compared to control,
exogenous addition of CKs to the regeneration media contributed to an increase in
endogenous levels of TAA in both HRSs and SRSs of both cultivars indicating that
elevated IAA levels could be sufficient to induce de novo organogenesis without
exogenously applied auxins.

The dinamics of regenerated shoots development were accompanied by expression of
the three analyzed genes encoding cyclin-dependent kinases (CDKs) and cyclins
(CYC): CDKB2;1, CYCB2;4 and CYCH, 1 gene. Expression patterns of all three genes
in terms of time and different treatments were similar, with the highest values recoded
on TDZ treatment in almost all time points. Our results suggested the role of applied
CKs in cell cycle control by influencing the expression of analyzed genes, and that the
changes in activity of these genes was correlated with distinct phases of de novo shoot
organogenesis in kohlrabi. Although clarification of cytokinin role in regeneration of
kohlrabi shoots requires additional research, these results present useful background for
further investigation of mechanisms involved in de novo organogenesis in plants that do

not represent common model systems for in vitro regeneration study.

Key words: Kohlrabi (Brassica oleracea L. var. gongylodes), immature zygotic
embryos, somatic embryogenesis, hypocotyl, seedling, de novo organogenesis,

cytokinins, cell cycle genes, cyclins, cyclin-dependent kinases
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UDC number: 577.21:581.1:633.425(043.3)
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1. Uvod

1. UVOD

1.1. Opste karakteristike vrste Brassica oleracea L.

Vrsta B. oleracea L. pripada rodu Brassica, familija Brassicaceae, i obuhvata
dvogodis$nje ili visegodiSnje biljke, razliCitih morfologija, koje jednu ili vise godina
razvijaju vegetativne organe pre nego §to poc¢nu da cvetaju. Divlji tipovi B. oleracea L.
se mogu na¢i na obalama severne Spanije, zapadne Francuske i juZne i jugozapadne
Engleske (Rakow 2004). Kultivisani pripadnici ove vrste se danas gaje Sirom sveta i
predstavljaju vazne povrtarske kulture u mnogim zemljama, a smatra se da vode poreklo
od zapadnoevropskog divljeg tipa (Rakow 2004). Ova vrsta obuhvata vie podvrsta kao

Sto su kupus, kelj, prokelj, karfiol, brokoli, rastan i keleraba.

Povrtarske kulture vrste B. oleracea L., poznate jo$ kao kupusnjace, se
karakteriSu niskim sadrzajem masnoca i visokim sadrzajem vitamina, minerala i
vlakana. To je dovelo do rasprostranjene upotrebe ovih biljaka u svakodnevnoj ishrani
ljudi, kao i u sto¢noj ishrani Sirom sveta (Cardoza i Stewart 2004; Kapusta-Duch 1i sar.

2012).

Povrtarske kupusnjace se ne Kkoriste samo zbog hranljivih vrednosti koje
poseduju ve¢ 1 zbog njihovih lekovitih svojstava (Ishida i1 sar. 2014). Korisni i
blagotvorni efekti ove grupe biljaka na zdravlje ¢oveka povezani su sa sadrzajem
odredenih hemijskih jedinjenja koja sprecavaju oksidativni stres, indukuju enzime za
detoksikaciju, stimuliSu imunski sistem, umanjuju rizik od kancera, inhibiraju
kancerogene mutacije 1 redukuju razmnozavanje ¢elija kancera (Kapusta-Duch i sar.
2012). Usled prisustva vitamina C 1 E, B-karotena, kalcijuma, luteina, zeaksantina i
antioksidativnih enzima kao Sto su katalaze, superoksid dismutaze i peroksidaze,
povrtarske kupusnjace predstavljaju znacajan izvor antioksidanasa (Choi i sar. 2010;

Kapusta-Duch i sar. 2012).

Takode, ove biljke su vaZzan izvor fenolnih jedinjenja (Harbaum i sar. 2007) i
glukozinolata, kao sto je glukobrasicin (Hayes i sar. 2008). Glukozinolati su sekundarni

metaboliti biljaka a njihov sadrzaj se razlikuje izmedu biljnih vrsta pa i organa (Rosa i
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sar. 1997). Njihovom hidrolizom pomocu enzima mirozinaze, prisutnog u biljnim
tkivima, nastaju izotiocijanati, nitrili, epitionitrili i gitrin (Bones 1 Rossiter 1996; 2006).
Ova jedinjenja su nosioci ukusa i mirisa kupusnjac¢a (Williams i Pun 2011) i prisutni su
u visokim koli¢inama u jestivim delovima ovih biljaka (Choi i sar. 2010). Degradacioni
proizvodi glukozinolata, a posebno izotiocijanati, bioloski su aktivni (Vaughn i Berhow
2005). Pokazano je da su neka od ovih jedinjenja toksicna za korove, patogene i
StetoCine iz zemljista, kao S§to su bakterije, nematode, insekti i gljive (Gardiner i sar.

1999; Petersen i sar. 2001).

Sa druge strane, mnogi glukozinolati odnosno izotiocijanati prisutni u ovim
biljkama su poznati po visokoj antikancerogenoj aktivnosti (Fahey i sar. 2001; Gamet i
sar. 2000). Takode, povrtarske kupusnjace su bogate sulforafanom i indol-3-karbinolom
koji mogu inhibirati metilaciju molekula DNK i razvoj kancera (Kapusta-Duch i sar.
2012). Zbog svega navedenog, Cesto konzumiranje ovih biljaka moze dovesti do

smanjenja rizika od kancerogeneze i odredenih bolesti kod ljudi (Fahey i sar. 2013).

1.1.1. Keleraba (B. oleracea L. var. gongylodes)

Keleraba (Brassica oleracea L. var. gongylodes) je niska dvogodi$nja biljka koja
dostize visinu do 40 cm u zrelom vegetativnom stadijumu (Slika 1). Ime je dobila od
nemackih rec¢i “Kohl* $to znaci kupus i1 “Riibe/Rabi‘ §to znaci repa, jer podseca na ove
biljke. Odlikuje se nerazgranatim stablom koje pocinje da zadebljava izmedu treceg i
petog nodusa u prvoj godini zivota, nakon formiranja ¢etvrtog ili sedmog pravog lista
(Selman 1 Kulasegaram 1966). Listovi romboidnog oblika i viSe ili manje urezane ivice
su spiralno rasporedeni na dugim peteljkama. Listovi se protezu direktno iz zadebljalog
stabla 1 na vrhu ¢ine rozetu, dok na donjem delu zadebljanja dolazi do njihove apscisije
nakon koje ostaju beli lisni oziljci (Selman i Kulasegaram 1966). Ovo jestivo
zadebljanje, koje se joS naziva i krtola stabla, do dostizanja tehnoloske zrelosti poprima
okruglast, okruglasto spljosten ili ovalan oblik pre¢nika do 12 cm. Krtole postaju
drvenastije 1 fibroznije sa starenjem. Do formiranja dvoplnih cvetova zuckaste boje

dolazi u drugoj godini (http://www.semena.org/agro/Kapusta%?20kohlrabil-e.htm). Za

kelerabu je, kao i za druge pripadnike roda Brassica, karakteristicno unakrsno

oprasivanje koje se odvija uz pomo¢ insekata (Navazio 2012).


http://www.semena.org/agro/%20Kapusta%20kohlrabi1-e.htm
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Prvi podaci o ovoj biljci datiraju jo§ iz 16. veka. Smatra se da je prirodna
postojbina kelerabe severozapadna Evropa. Pored Evrope, Severne Amerike i delova
Azije sa umerenom klimom, keleraba se danas gaji i u suptropskim regionima Azije kao
Sto su Indija, Kina, severni Vijetnam i Koreja (Choi i sar. 2010). Postoje razli¢ite sorte
kelerabe, a zavisno od sorte, stablo kelerabe moze biti bele, ljubicaste ili zelene boje, pri
¢emu je unutrasnjost krtole uvek bele boje (Escalona i sar. 2007). Zelene sorte se obi¢no
gaje kao proleéni i letnji usevi, a ljubiCaste sorte koje su otpornije na niZe temperature,

kao jesenji i zimski usevi.

Keleraba, kao 1 druge povrtarske kupusnjace, ima veliku nutritivnu i lekovitu
vrednost usled visokog sadrzaja vlakana, vitamina C 1 drugih vitamina (A, B1, B2, B5,
B6 i1 E), minerala (K, Ca, Mg, Zn i Fe) i antioksidativnih supstanci koje sprecavaju
stvaranje faktora koji izazivaju kancer (Hassan i sar. 2011), i generalno imaju ulogu u
ocuvanju zdravlja ¢oveka. Upravo iz navedenih razloga, ova biljka je u skorije vreme

postala popularna i sve viSe se koristi u ljudskoj ishrani, ali i u ishrani stoke.

Slika 1. Keleraba, sorta Becka Plava, gajena u polju (Preuzeto sa
http://www.tohumlar.net/mor-kohlrabi-yer-lahanasi-purple-vienna-pmul1029).

Krtola kelerabe je bogata skrobom 1 redukujué¢im Secerima (Selman i
Kulasegaram 1966). Sastav redukujucih Secera kelerabe iznosi oko 21 mg g’ sveze

mase (Choi i1 sar. 2010). Glavni Seceri u stablu jesu fruktoza, glukoza i saharoza



1. Uvod

(Escalona i sar. 2007). Za razliku od nekih povrtarskih kupusnjaca koje se odlikuju
gorkim ukusom, keleraba ima soc¢an i slatkast ukus za koji se pretpostavlja da potice od

veceg sadrzaja odredenih aminokiselina (Choi i sar. 2010).

Keleraba se odlikuje kratkim vegetacionim periodom, kao 1 veCom otpornoscu
na niske temperature i suSu u odnosu na ostale kupusnjace. To joj omogucéava da uspeva
na podru¢jima gde nije moguce uzgajanje drugih povrtarskih kupusnjaca, tako da moze
posluziti kao alternativa ovim kulturama (Uddin i sar. 2009). Takode, ukus i tekstura
zadebljalog dela stabla kelerabe su sli¢ni rotkvici, Raphanus sativus L. (Grubben i
Denton 2004), pa se smatra da keleraba moze sluziti kao zamena za ovu biljnu vrstu,
koja ima daleko ve¢i ekonomski znacaj od kelerabe. Choi 1 saradnici (2010) su vrsili
uporedne analize hranljivih, strukturnih i funkcionalnih komponenti kelerabe i rotkvice.
Pokazalo se da je ukupni sadrzaj slobodnih aminokiselina ve¢i kod kelerabe kao i da
sadrzi viSe osnovnih aminokiselina, kao §to su treonin i valin, §to je pokazatelj da je
keleraba nutritivno kvalitetnija u odnosu na rotkvicu. Dodatno, njihova istrazivanja su
otkrila da je glavni glukozinolat u kelerabi glukoerucin, od koga moze nastati
glukorafanin ili njegov izotiocijanat — sulforafanin (Iori 1 sar. 1999), koji je poznat po
antikancerogenoj aktivnosti (Fahey i sar. 2001). Takode, kod nekih sorti kelerabe vrSena
je analiza sadrzaja peroksidaza koje u danaSnje vreme imaju ogromnu komercijalnu
primenu (Shetty i sar. 2012). Rezultati datih istrazivanja ukazuju da bi keleraba mogla

posluziti kao alternativni izvor ovog enzima.

Problemi na koje se nailazi tokom uzgajanja kelerabe su brojni. Najvazniji su
gubitak tezine, povecano otvrdnjavanje tokom zimskog skladistenja kao i razvoj bolesti
(Escalona i sar. 2007). Keleraba, kao i druge podvrste Brassica oleracea, je veoma
osetljiva na razli¢ite insekte, bakterije i gljive kao $to je rizoktonija (Rhizoctonia
solani), koja uzrokuje pojavu truleZi tamno braon boje u osnovi korena, odakle se
zaraza prenosi na lisne drske (Grosch i sar. 2004). Kao dodatak klasi¢nim tehnikama
gajenja biljaka koje su ve¢ dostupne, geneticko inZenjerstvo kelerabe bi moglo ponuditi
nove mogucnosti u borbi protiv ovih vaznih Steto€ina i omogucilo razvijanje varijeteta
koji su otporni na bolesti. Upotreba biotehnoloskih metoda kao Sto je geneticka
transformacija zahteva kao preduslov efikasan i ponovljiv sistem za in vitro

regeneraciju. Takav sistem bi mogao da pruzi i temelj za dalje istrazivanje mehanizama
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koji su ukljuceni u kontrolu debljanja stabla kao 1 za izuCavanje interakcija biljnih

hormona koje se nalaze u osnovi ovog procesa (Selman i1 Kulasegaram 1966).

1.2. Morfogeneza biljaka in vitro

Kljuéna karakteristka biljnih Celija jeste totipotentnost, tj. da njihovi nukleusi
sadrze kompletnu geneticku informaciju neophodnu za formiranje ¢itavog organizma
(Von Arnold i sar. 2002; Neelkandan i Wang 2012). Totipotentnost biljnih ¢elija pruza
mogucnost za regeneraciju kompletnih biljaka iz izolovanih organa ili njihovih manjih

fragmenata, ¢ak 1 iz pojedinac¢nih ¢elija pod odredjenim uslovima.

Regeneracija u kulturi biljnog tkiva in vitro pruza najbolji dokaz za postojanje
totipotencije. Kultura biljnog tkiva podrazumeva sterilno gajenje biljnih celija, tkiva,
organa i njihovih delova (eksplantata) pod kontrolisanim fizickim i hemijskim uslovima
in vitro. Na taj naCin se moze dobiti veliki broj novih biljaka koje su genetic¢ki
homogene i pripadaju istoj polnoj generaciji kao i majka biljka. Identifikacija uslova za
ispoljavanje totipotencije biljnih ¢elija in vitro je vrlo teska i jo§ uvek je uglavnom
empirijskog karaktera. Pokazano je da regeneracija biljaka in vitro ide preko dva glavna

morfogenetska puta: somatske embriogeneze i de nOvo organogeneze.

1.2.1. Somatska embriogeneza

Somatska embriogeneza predstavlja proces u kome do formiranja morfoloski
normalnih embriona, preko karakteristicnih embrioloskih stupnjeva, dolazi bez fuzije
gameta, tj. embrioni nastaju od pojedinacnih ili manjih grupa somatskih celija biljaka.
Embrioni koji tom prilikom nastaju nazivaju se somatski embrioni i od njih se mogu
razviti kompletni biljni organizmi. Somatska embriogeneza in vivo se po pravilu desava
kod intra-ovularnih struktura, mada je moguca pojava adventivnih embriona i na

ivicama listova.

Somatska embriogeneza in vitro predstavlja ¢estu pojavu kod biljaka, i otkrivena
je kod vise od 100 biljnih vrsta (Thorpe 2007; Vasil 2008). Intenzivno je proucavana i

koris¢ena kao vazan put za regeneraciju celih biljka u kulturi in vitro.
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U procesu somatske embriogeneze, bipolarna struktura slicna zigotskom
embrionu se formira iz somatskih ¢elija bez vaskularne veze sa tkivom majke biljke
(Jiménez 2001; Von Arnold i sar. 2002; Smertenko i Bozhkov 2014). Tokom razvica
somatski embrioni prolaze kroz niz uzastopnih promena, nalik onima u zigotskoj
embriogenezi koja podrazumeva fuziju gameta, odnosno oplodenje i nastanak zigota, a
zatim 1 formiranje embriona. Uocene su velike morfoloske, citoloske i molekularne
sli¢nosti izmedu zigotske i somatske embriogeneze (Gaj 2004; Jiménez 2005), Sto
ukazuje na slicne molekularne mehanizme prisutne u oba tipa embriogeneze. U osnovi i
zigotski 1 somatski embrion prolaze kroz iste stadijume razic¢a (Slika 2): globularni,

srcasti, torpedo, kotiledonarni i zreli embrion (Zimmerman 1993).

Somatska embriogeneza

‘ regeneracija
9'-'3': ® - . = ED ceis bilke
kalus globularni

stadijum srcastiftorpedo

stadijum kotiledonarni
stadijum

Zigotska embriogeneza

rast
sazrevarue '_. _klijanje semena
v’ irazvice biljke
dehldratacua

Zigot globularni

stadijum srcastiftorpedo

stadijum kotiledonarni
stadijum

dormancua

Slika 2. Poredenje indirektne somatske i zigotske embriogeneze (Modifikovano prema

Zimmerman 1993).

Bez obzira na sli¢nosti, somatska embriogeneza se razlikuje po nekim detaljima
od zigotske. Prvo, kod somatske embriogeneze izostaje diferenciranje endosperma kao i
stvaranje suspenzora. Takode, u najveéem broju slucajeva izostaje dehidratacija

embriona 1 period dormancije. I ono §to je veoma vazno, kod somatske embriogeneze
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neophodno je sticanje embriogene kompetentnosti somatskih celija pre inicijacije

razvica embriona (Fehér i sar. 2003).

1.2.1.1. Poreklo somatskih embriona

Somatski embrioni se formiraju od embriogenih Celija koje nastaju od somatskih
¢elija bilo eksplantata, kalusa ili ¢elijske suspenzije. Bez obzira na tip eksplantata, ¢elije
eksplantata podlezu procesu dediferencijacije i sticu meristemska svojstva (Gaj 2004).
Dakle, za razliku od razvica zigotskog embriona koji pocinje oplodenjem i nastankom
zigota, kod somatske embriogeneze somatske cCelije moraju da poseduju, odnosno
steknu embriogenu kompetenciju. Somatska embriogeneza moZze biti spontana, kada
nije neophodno prisustvo nekog stimulusa da bi se odvijala. Tada, somatske celije ve¢
poseduju kapacitet za formiranje embriona, a takve ¢elije se uglavnom javljaju u
embrionalnom tkivu. U ostalim slucajevima dolazi do indukovane somatske
embriogeneze, gde somatske celije sticu embriogenu kompetenciju pod uticajem
odredenih hemijskih 1 fizickih stimulusa (Elhiti 1 sar. 2013). To podrazumeva

reprogramiranje obrazaca ekspersije gena (Fehér i sar. 2003).

Tkiva eksplantata sadrze odredeni broj celija koje imaju potencijal za
ispoljavanje totipotentnosti, odnosno odredeni kapacitet da postanu embriogene. Takve
¢elije, koje predstavljaju prelazno stanje izmedu somatskih i embriogenih ¢elija, zovu se
kompetentne (Gaj 2004; Elhiti i sar. 2013). Ove ¢elije ispoljavaju osetljivost prema
fizickim i hemijskim stimulusima koji iniciraju embriogeni put njihovog razvi¢a, dok su

embriogene ¢elije ve¢ deteminisane za embriogenezu.

Pod uticajem specifi¢nih signala, najceS¢e biljnih regulatora rastenja, dolazi do
indukcije kompetentnih c¢elija. To vodi izmenjenom obrascu ekspresije odnosno
transkripcije gena, kao i drugacijoj morfologiji i putevima razvica (Von Arnold i sar.
2002; Elhiti 1 sar. 2013; Smertenko i Bozhkov 2014). Jedan od moguc¢ih mehanizama
kojima se ovo postize jeste metilacija DNK, na koju uticu auksini (LoShiavo 1 sar.
1989). Smatra se da biljni regulatori rastenja kao i stresni faktori igraju centralnu ulogu

u iniciranju signalne transdukcije koja vodi reprogramiranju genske ekspresije. Nakon
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tretiranja kompetentnih Celija eksplantata odgovaraju¢im indukcionim tretmanima,

samo odredeni broj ¢elija sti¢e embriogeni kapacitet (Jiménez 2005).

Embriogene ¢elije su veoma sli¢ne meristemskim ¢elijama. Imaju visok indeks
umnozavanja, izodijametricnog su oblika, sa gustom citoplazmom, velikim jedrom,
malim vakuolama 1 tankim cCelijskim zidovima (Pennel 1 sar. 1992; Fehér i sar 2002).
Embriogene Celije ulaze u novi put razviéa pri ¢emu prvo dolazi do formiranja
morfoloski asimetri¢ne strukture. Proces somatske embriogeneze dalje postaje
autoregulatoran i podrazumeva dostizanje odgovarajucih stupnjeva embriogenog puta
bez ili sa minimalnim uticajem spoljasnjih signala (Gaj 2004; Smertenko 1 Bozhkov

2014).

Kulture somatskih embriona cesto vode poreklo od jedne ¢elije, Sto je pokazano
u razli¢itim istrazivanjima vise biljnih vrsta iz porodice trava (Vasil i sar. 1985; Jones i
Rost 1989). Medutim, postoje radovi koji idu u prilog tome da somatski embrioni u
kulturi retko nastaju direktno od pojedinacnih ¢elija, ve¢ se deobom tih ¢elija prvo
formira proembrionalna masa ¢elija, pa tek onda dolazi do formiranja embriona (Vasil

2008).

Somatski embrioni se mogu razviti ili direktno na eksplantatu, bez posredne
kalusne faze, ili indirektno, nakon formiranja kalusa (Williams i Maheswaran 1986).
Prema starijem shvatanju, proces direktne somatske embiogeneze odvija se iz ¢elija koje
poseduju prethodno determinisani embriogeni kapacitet. One se javljaju uglavnom u
embrionalnom tkivu i mogu se razviti spontano u somatske embrione. Sa druge strane, u
slu¢aju indirektne somatske embriogeneze, dolazi prvo do formiranja kalusa u kojima su
¢elije koje nemaju sposobnost formiranja embriona. Medutim kada se formira kalus, on
je ili embriogeni, sastavljen od proembrionalnih masa, ili nije (Von Arnold 2002). To
ostavlja nedoumicu u vezi ta¢ne razlike izmedu indirektne i direktne somatske
embriogeneze. U najveCem broju slucajeva, somatska embriogeneza se odvija

posredstvom kalusne faze, odnosno indirektnim putem (Gaj 2004).

U vedini slucajeva kad biljni regulatori rastenja nisu koriS¢eni za indukciju
embriogeneze, somatski embrioni se formiraju direktno na povrsini eksplantata bez

formiranog kalusa (Fehér 1 sar. 2003). Eksplantati koji imaju najviSe potencijala za
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somatsku embriogenezu bez kalusne faze jesu zigotski i somatski embrioni, kao i

klijanci (Von Arnold i sar. 2002; Smertenko i Bozhkov 2014).

1.2.1.2. Indukcija somatske embriogeneze

Inicijacija embriogenih kultura zavisi od stadijuma razvi¢a pocetnog biljnog
materijala kao i uslova gajenja in vitro. Razli¢iti stimulusi mogu indukovati embriogeni
put razvica, pri ¢emu su najznacajniji biljni regulatori rastenja, kao Sto su auksini i
citokinini koji se dodaju hranljivim podlogama (Choi i sar. 1997; Von Arnold i sar.
2002). Oni regulisSu ¢elijski ciklus 1 iniciraju ¢elijsku deobu (Francis 1 Sorrell 2001).
Pokazano je da mehanicko povredivanje, visoke koncentracije saharoze i osmotski stres
(Kamada i sar. 1993), visoke koncentracije soli, joni teSkih metala (Pasternak i sar.
2002) ili visoka temperatura (Kamada i sar. 1989) takode mogu da indukuju somatske

embrione kod razli¢itih biljnih vrsta (Dudits i sar. 1995).

Inicijacija somatske embriogeneze je ograniCena na odredeni broj celija u
primarnom eksplantatu koje su kompetentne da aktiviraju gene ukljucene u nastajanje
embriogenih ¢elija (Grafi i sar. 2011; Almeida i sar. 2012). Ova kompetentnost moze
biti rezultat razliCite osetljivosti ovih ¢elija na auksine (Dudits i sar. 1995). Postoje
veoma osetljive biljne vrste kao Sto je Sargarepa, kod koje se skoro svi biljni delovi
mogu iskoristiti kao eksplantati za uspostavljenje embriogenih kultura. Sa druge strane,
mnoge biljke, kao Sto su zitarice, nisu osetljive na fizicke i hemijske stimuluse i kod
njih samo specificno tkivo, naj¢es¢e juvenilno, moze da se upotrebi za indukciju

somatske embriogeneze (Von Arnold 1 sar. 2002; Jiménez 2005).

Smatra se da su auksini najvaznija grupa hormona koja ucestvuje u indukciji
somatske embriogeneze in vitro (Cooke 1 sar. 1993). Od auksina, 24-
dihlorofenoksisiréetna kiselina (2,4-D) je najviSe koriS¢ena u indukciji somatske
embriogeneze. 2,4-D je sinteticki regulator rastenja koji takode predstavlja i1 herbicid, 1
deluje ne samo kao auksin ve¢ i kao efikasni stresor koji inicira embriogeni obrazac
razvi¢a kod biljnih ¢elija u kulturi in vitro (Fehér i sar. 2003). Indukcija somatske
embriogeneze se najverovatnije odvija uspostavljanjem auksinskog gradijenta Sto je

neophodno za iniciranje bilateralne simetrije tokom embriogeneze (Liu i sar. 1993).
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Duzina primene auksina u indukciji somatskih embriona zavisi od upotrebljenog
eksplantata. Odredeni eksplantati zahtevaju izlaganje auksinu nekoliko dana pre nego
Sto postanu kompetentni da udu u somatsku embriogenezu. Nakon toga, potrebno je
uklanjanje auksina da bi doslo do razvoja somatskih embriona iz kompetentnih celija.
Kod nekih eksplantata je dovoljno samo kratko izlaganje auksinima tokom nekoliko
minuta do nekoliko sati (Dudits 1 sar. 1993). Na taj nacin, vremenske i prostorne
promene u endogenom nivou auksina mogu biti jedan od prvih signala koje vode ka
somatskoj embriogenezi (Fehér i sar. 2003). Takode, kod nekih vrsta i endogeni nivoi
abscisinske kiseline (ABA) kao 1 citokinina mogu imati znaCaj za inicijaciju

embriogenih kultura (Senger 1 sar. 2001; Pintos i sar. 2002).

1.2.1.3. Razvice somatskih embriona

Nakon indukcije somatske embriogeneze, odnosno sticanja kompetentnosti,
pocinje formiranje somatskih embriona. Ovaj proces moZe biti podstaknut razliCitim
faktorima, zavisno od vrste, sorte i fizioloSkih karakteristika majke biljke. Obi¢no nakon
promene koncentracije biljnih regulatora rastenja u hranljivoj podlozi, izvora
ugljovodonika ili osmotskog potencijala, indukovane ¢elije, odnosno tkiva ispoljavaju
svoju embriogenu kompetentnost 1 diferenciraju se u somatske embrione (Jiménez

2005).

U onim slucajevima u kojima je primena auksina najefikasniji tretman za
indukciju somatske embriogeneze, dalje razviée somatskih embriona se Cesto postize
smanjenjem koncentracije ili uklanjanjem auksina iz hranljive podloge. Smatra se da
konstantno gajenje na podlozi sa auksinom kao $to je 2,4-D, dovodi do toga da
proembrionalne mase pored produkata gena neophodnih za formiranje globularnog
stadijuma embriogeneze, sadrze i mnoge druge iRNK i proteine ¢ije kontinuirano
prisustvo inhibira nastavak procesa embriogeneze (Zimmerman 1993; Filonova i sar.
2000). Pokazano je da je za normalnu morfogenezu nakon stadijuma globule neophodan
odgovarajuci polarni transport auksina (Liu i sar. 1993). Endogeni nivo IAA mora biti
smanjen kako bi se uspostavio polarni auksinski gradijent, a prisustvo auksina u podlozi
ne dozvoljava smanjenje endogenog nivoa IAA, i time inhibira razvi¢e embriona

(Jiménez i sar. 2005).
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Embriogene kulture nekih vrsta i genotipova mogu da se gaje duze na hranljivim
podlogama sa auksinima i da pri tom zadrZe pun embriogeni potencijal za proizvodnju
somatskih embriona, koji se dalje razvijaju u biljke (Von Arnold i sar. 2002; Park i sar.

2005).

Razvi¢e somatskog embriona obuhvata klju¢ne stadijume zigotske embriogeneze
(Zimmerman 1993; Von Arnold i sar. 2002; Jiménez 2005). Prva deoba ¢elija ne mora
biti inekvalna, kao u sluCaju zigotske embriogeneze, ali se posle nekoliko deoba
obrazuje globula koja moze obrazovati globularni embrion ili proembrionalnu masu
(Haccius 1978). Za razliku od zigotske embriogeneze koja pocinje od jedne celije od
koje nastaje globularni embrion sa odredenim brojem ¢elija, somatska embriogeneza
pocinje od jedne ili grupe Celija, a globularna struktura se sastoji od promenljivog broja
¢elija (Smertenko i Bozhkov 2014). Dalje razvi¢e obuhvata sticanje polarnosti, sa
formiranim zaCecima kotiledona 1 meristemom izdanka na jednom kraju i meristemom
korena na drugom. Ovaj stadijum se naziva srcasti. Zatim dolazi do daljeg izduzivanja
hipokotila i razvoja korenka u torpedo stadijumu koji se nastavlja u rani i kasni
kotiledonarni stadijum sa zelenim kotiledonima, izduzenim hipokotilom i razvijenim

korenkom (Zimmerman 1993).

Somatski embrioni li¢e na zigotske i morfoloski 1 fizioloski (Zimmerman 1993;
Von Arnold i sar. 2002). I zigotski 1 somatski embrioni imaju tipiénu embriogenu
strukturu, odnosno apikalno-bazalnu i radijalnu polarnost, kao i primarne meristeme
korena i izdanka. Klju¢ni geni koji kontroliSu zigotsku embriogenezu imaju slicne uloge
1 tokom somatske (Mordhorst 1 sar. 2002; De Smet i1 sar. 2010). Takode, somatski
embrioni akumuliraju slicne hranljive materije neophodne za klijanje. Medutim, kod
zigotskih embriona dolazi do dehidratacije i pripreme za dormanciju koje kompletiraju
proces formiranja semena, najveéim delom pod uticajem ABA (Thomas 1993), dok se
somatski embrioni u najvec¢em broju slucajeva kontinualno diferenciraju, aktivacijom
meristema korena i izdanka bez stadijuma mirovanja i prethodne dehidratacije

(Zimmerman 1993; Smertenko i Bozhkov 2014).
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1.2.1.4. Ocuvanje embriogenog potencijala tokom vremena

Preduslov za uspostavljanje uspesne somatske embriogeneze podrazumeva
dobar izbor biljnog materijala, tj. odabir eksplantata koji su izvor kompetentnih ¢elija.
Sa druge strane, odredivanje fizickih i hemijskih faktora koji indukuju njihov
embriogeni put razvica je izuzetno vazan (Gaj 2004). Ukupni potencijal neke kulture za
somatsku embriogenezu je najvisi kada je kultura relativno mlada, tokom prve godine i
zadrzava se unutar proembrionalnih masa (Zimmerman 1993). Razlozi zbog kojih se
embriogeni potencijal gubi ili viemenom smanjuje nisu poznati. Primeceno je da se kod
nekih vrsta embriogene 1 neembriogene Celije razlikuju po sadrzaju endogenih auksina,
odnosno da ih je viSe kod embriogenih (Guiderdoni 1 sar. 1995). Dalje je prime¢eno da
se smanjenje embriogenog kapaciteta posle duzeg gajenja na podlogama za indukciju
somatske embriogeneze poklapa sa smanjenjem endogenog nivoa IAA (Jiménez i
Bangerth 2001). Smatra se da je jedan od c¢inilaca koji uticu na embriogeni potencijal

sinteza 1 metabolizam endogenih hormona kao §to su auksini (Chuck 1 Hake 2005).

Jedan od vidova ocuvanja embriogenog potencijala u pojedinim kulturama je
pojava sekundarne embriogeneze. Sekundarna ili repetitivna embriogeneza
podrazumeva formiranje novih somatskih embriona na prethodnoj generaciji somatskih
embriona. Ova pojava je opisana kod velikog broja biljnih vrsta (Raemakers i sar. 1995)
1 pogodna je za kloniranje i masovnu proizvodnju embriona (Kamle i sar. 2011). Neke
kulture imaju sposobnost da odrze kompetenciju za sekundarnu embriogenezu dugi niz

godina i tako obezbede materijal koristan za mnoga istrazivanja (Martinelli i1 sar. 2001).

1.2.2. De novo organogeneza

De novo organogeneza biljaka in vitro je proces tokom kojeg se, pod odredenim
fizickim i hemijskim uslovima, organi kao §to su korenovi i izdanci, de novo formiraju
iz razli¢itih delova biljaka, odnosno eksplantata koji ne sadrze primordije tih organa
(Thorpe 1980). In vitro organogeneza izdanka i korena se primetno razlikuje od
njihovog razvi¢a tokom zigotske embriogeneze. Naime, tokom de novo organogeneze,
formiranje meristema izdanka ili korena se inicira od dediferenciranih somatskih ¢elija,

a ne od embrionalnih ¢elija kao kod embriogeneze.
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Za proces de novo organogeneze neophodan je balans odgovarajuéih regulatora
rastenja, odnosno auksina i citokinina u hranljivoj podlozi. Jo§ polovinom 20. veka,
Skoog 1 Miller (1957) su pokazali regulatorne efekte ovih hormona na proces
organogeneze In Vitro, pri ¢emu njihovo prisustvo u odredenim koncentracijama u
hranljivoj podlozi ima ulogu u odredivanju morfoloSkog puta eksplantata i formiranju
razli¢itih organa (Christianson i Warnick 1985). Naime, odnos u kojem preovladuju
auksini u odnosu na citokinine promovise formiranje korena. Sa druge strane, odnos u
kojem preovladuju citokinini vodi ka formiranju izdanka. Takode, ne samo odnos, ve¢ i
koncentracija egzogeno primenjenih hormona ima vaznu ulogu u usmeravanju
diferencijacije ¢elija tokom organogeneze ka formiranju izdanaka ili korenova (Zhao i

sar. 2008).

lIako je znacaj istrazivanja Skoog-a i Miller-a ogroman za regeneraciju biljaka,
pokazalo se da nisu sve biljke isto osetljive na regulatore rastenja (Oinam 1 sar. 2011).
Naime, pre same regeneracije organa odvija se niz procesa, tako da je, u zavisnosti od
vrste biljaka, neophodno primeniti razlicite tretmane (Cary 1 sar. 2002; Che 1 sar. 2007).
Do nedavno, istrazivanja in Vitro organogeneze su bila ograniCena prvenstveno na
morfoloski i fizioloski nivo. Medutim, danas je zahvaljuju¢i molekularnim markerima
omoguceno razumevanje ovog procesa 1 na molekularnom nivou. Do novih otkri¢a se
doslo zahvaljujué¢i izuc¢avanju de novo organogeneze kod model-biljke Arabidopsis

thaliana, kao i istrazivanjima generalne uloge auksina i citokinina u razvi¢u biljaka.

1.2.2.1. PredloZeni model razvi¢a organa tokom de novo organogeneze

De novo organogeneza moze biti direktna ili indirektna. Tokom direktnog puta,
formiranje meristema i dalje zacetaka organa se odvija bez formiranja posrednog
kalusnog tkiva, ve¢ direktno dediferencijacijom i rediferencijacijom celija eksplantata.
U drugom slucaju, dediferencirane celije se najpre intenzivno dele pri ¢emu nastaje
kalus, u okviru koga se zatim formiraju meristemski centri (Yancheva i sar. 2003;

Gahan 1 George 2008).

Tokom de novo organogeneze, novi organi (izdanak ili koren) mogu da se

razviju na eksplantatima, tj. odseccima razlicitih biljnih organa, kao §to su listovi, stabla
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ili korenovi. Ovaj proces zavisi od egzogeno primenjenih regulatora rastenja, kao 1
specifi¢nih receptora (Magyar-Tabori i1 sar. 2010). Primecena je velika varijabilnost u
frekvenciji organogeneze izmedu varijeteta i vrsta biljaka, Sto verovatno zavisi od
proporcije ¢elija koje su osetljive na primenjene regulatore rastenja. Molekularne i
geneticke analize de novo organogeneze podrzavaju model po kome je ovaj proces u
osnovi podeljen na tri faze (Sugiyama 1999; Zhang i Lemaux 2004). U prvoj fazi, Celije
tkiva eksplantata postaju sposobne da odgovore na biljne regulatore rastenja (Howell i
sar. 2003). To vodi ka sticanju kompetencije za organogenezu, §to podrazumeva
dediferencijaciju ¢elija. Zatim, u drugoj fazi kompetentne ¢elije u eksplantatima ponovo
ulaze u c¢elijski ciklus i njihov razvojni put se menja u cilju formiranja specificnih
zaCetaka organa. Ovo predstavlja kljuéni korak u organogenezi koji zavisi od
specifi¢nog odnosa hormona u hranljivoj podlozi (Gahan i George 2008). Dakle, kada
somatske ¢elije adekvatno odgovore na egzogeno primenjene regulatore rastenja, one
mogu biti reprogramirane tako da udu u put de novo organogeneze, odnosno da se
razvijaju u drugom pravcu i daju organe za koje u pocetnom eksplantatu nisu postojale
primordije. U poslednjoj fazi odvija se in vitro morfogeneza. Iako se smatralo da je ova
faza nezavisna od egzogeno primenjenih hormona (Sugiyama 1999), pokazano je da su
odredeni tip auksina kao i1 duzina i momenat njihove primene kriti¢ni i za aktivaciju i za

napredovanje programa razvi¢a organa (Yancheva i sar. 2003).

1.2.2.2. Uloga biljnih regulatora rastenja u procesu de Nnovo organogeneze

Auksini 1 citokinini imaju vaznu ulogu u mnogim aspektima rastenja i1 razvica
biljaka. Interakcija izmedu auksina i citokinina je naroCito vazna u kontrolisanju
formiranja i odrzavanja meristema koji su neophodni za formiranje celog organizma. U
vedini slucajeva, ¢elije koje su ukljucene u regeneraciju organa nisu direktno u kontaktu
sa regulatorima rastenja u hranljivoj podlozi, Sto ukazuje na to da transdukcija
hormonskih signala ima vaznu ulogu u odgovoru eksplantatskih celija na biljne

hormone.

Uspesni protokoli za de novo organogenezu, ukljucujuéi pre svega protokol za
regeneraciju izdanaka kod A. thaliana, podrazumevaju dva uzastopna koraka. Prvi

tretman je gajenje eksplantata na hranljivoj podlozi u kojoj je koncentracija auksina
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veca od koncentracije citokinina, koja se oznacava 1 kao podloga za indukovanje kalusa
— CIM (eng. Callus Iduction Medium). Ovaj korak je dalje pracen gajenjem eksplantata
na podlozi u kojoj je koncentracija citokinina veca od koncentracije auksina, tj. podlozi
za indukovanje izdanaka — SIM (eng. Shoot Iduction Medium). Tokom ovakvog
tretmana biljnog materijala, sticanje organogene kompetencije i formiranje zacetaka
organa je indukovano auksinima, dok je usmeravanje primordija u pravcu razvoja

izdanka kontrolisano citokininima (Motte i sar. 2014).

Kod A. thaliana je pokazano da tokom regeneracije izdanaka iz eksplantata
korena prilikom gajenja na CIM-u, kompetenciju za formiranje organa sti¢e grupa celija
iz pericikla (Che 1 sar. 2007). Takode je pokazano da su dogadaji tokom ovakvog
regenerativnog puta veoma sli¢ni onima koji se deSavaju tokom formiranja bocnih
korenova in planta, kao i da su kalusi nastali od korena, lista ili hipokotila sli¢ni
zaCecima korena (Sugimoto 1 sar. 2010). Ovi kalusi ili zaCeci organa sticu kompetenciju
da formiraju organe, odnosno postaju sposobni da odgovore na odredene hormonske
signale (Che i sar. 2007). U tom trenutku oni mogu dati ili izdanak ili koren i mogu se
smatrati za¢ecima organa, a tkivo koje se dobija nakon indukcije na CIM-u oznacava se
kao organogeni kalus. Kada se eksplantati produzeno gaje na podlozi bogatoj
auksinima, zaCeci organa Ce postati determinisani za formiranje korena a izgubice

sposobnost da formiraju izdanke (Cary 1 sar. 2002; Gordon i sar. 2009).

Kada se eksplantati prebace na SIM, dolazi do daljeg razvi¢a izdanka, pri cemu
veliki znacaj ima interakcija auksinskih i citokininskih signalnih puteva. Pokazano je da
tokom inkubacije na CIM-u, u tkivu eksplantata dolazi do povecanja ekspresije brojnih
gena auksinskog odgovora, a nakon prebacivanja na SIM dolazi do sniZavanja nivoa
njihove ekspresije. Imajuéi u vidu da SIM podrazumeva prisustvo vece koncentracije
citokinina u odnosu na auksine, moze se zakljuciti da upravo citokinini predstavljaju
glavne faktore odgovorne za indukciju regeneracije izdanka iz kalusa (Che 1 sar. 2002;

Cary i sar. 2002).
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1.2.2.3. Molekularni aspekt de novo organogeneze

Molekularni aspekt de novo organogeneze je za sada dobro izuen samo kod
model-biljke A. thaliana tokom regeneracije izdanaka iz odsecaka korenova. Ve¢ je
receno da prisustvo auksina u hranljivoj podlozi dovodi do formiranja organogenog
kalusa, odnosno ¢elije pericikla pocinju da se dele, Sto dovodi do stvaranja zacetka
organa sa kompetencijom za formiranje izdanka. Preduslov za navedene dogadaje je
stvaranje lokalnog auksinskog gradijenta. Auksinski gradijent se formira posredstvom
auksinskih transportnih proteina a to dalje vodi ka aktivaciji odgovora indukovanih
auksinima u c¢elijama pericikla (Che i sar. 2007). Kod A. thaliana su pronadene tri
familije auksinskih transportera: za efluks auksina odgovorni su PIN (“PINFORMED®)
proteini i PGP (“MULTIDRUG RESISTANCE-p-glycoprotein®) proteini, a za influks
AUX1 (“AUXIN-RESISTANT1*), odnosno LAX (“LIKE AUX1) proteini.

Sinteticki auksini, kao $to je 2,4-D ili a-naftil-siretna kiselina (NAA), se Cesto
koriste u indukciji de novo organogeneze. Oni se odlikuju specificnim karakteristikama
koje im omogucavaju da se akumuliraju u ¢elijama eksplantata, ostvaruju¢i maksimalne
koncentracije auksina i zahvaljujuéi tome, neophodni auksinski gradijent (Motte i sar.
2014). Tako, 2,4-D se ne transportuje iz ¢elija pomocu PIN transportera, a NAA moze
uci u Celiju 1 nezavisno od AUX/LAX proteina (Delbarre 1 sar. 1996). Interesantno je da
iako su auksinski PIN transporteri znacajni za formiranje gradijenta tokom formiranja
organa (Benkova i sar. 2003), pokazano je da inhibicija polarnog tansporta na samom
pocetku de novo organogeneze stimuliSe formiranje organogenog kalusa (Pernisova i

sar. 2009).

Akumulacija auksina u ¢elijama pericikla aktivira signalnu kaskadu koja vodi ka
asimetri¢nim deobama onih ¢elija koje imaju sposobnost da odgovore na ovaj auksinski
signal. To dalje pokre¢e “nizvodne” komponente auksinskog signalnog puta (Motte i
sar. 2014). Znacajne su dve klase transkripcionih regulatora, a to su faktori auksinskog
odgovora tj. ARF proteini (“AUXIN RESPONSE FACTOR”) i Aux/IAA proteini
(Quint i Gray 2006). ARF proteini mogu funkcionisati ili kao aktivatori ili kao represori
u regulaciji genske ekspresije indukovane auksinom, dok Aux/IAA proteini negativno

reguliSu signalne puteve indukovane auksinom (Ulmasov 1 sar. 1997; 1999).
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Tokom gajenja na CIM-u takode dolazi do indukcije gena koji su ukljuceni u
formiranje bo¢nih korenova, $to ukazuje na podudaranje izmedu formiranja zaCetaka
lateralnih korenova i zacetaka od kojih ¢e se formirati de novo izdanci. Pokazano je da
Cak tre¢ina gena Cija je ekspresija povisena tokom indukcije kalusa predstavlja gene koji

su aktivirani u vr$noj zoni korena (Sugimoto i sar. 2010).

Takode, pokazano je da AtIPT5, gen koji je ukljucen u biosintezu citokinina i
ARR5 (“ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 5%), gen koji kodira regulator
citokininskog odgovora, imaju uporedive obrasce ekspresije u zafecima boc¢nih
korenova tokom razvica i zacecima organa formiranih na CIM-u (Miyawaki i sar. 2004;
Atta 1 sar. 2009). Ovi podaci ukazuju na to da 1 citokinini imaju ulogu u ranim fazama

regeneracije izdanaka.

Nakon formiranja organogenog kalusa, visoka koncentracija citokinina u
hranljivoj podlozi SIM odreduje identitet zaCetaka organa u kalusu, a to je u ovom
slu¢aju identitet izdanaka (Gordon 1 sar. 2009). Uspesnost regeneracije zavisi najpre od
sposobnosti usvajanja citokinina od strane Cdelija sa steenom organogenom
kompetencijom. Usvajanje citokinina iz hranljive podloge se odlikuje visefaznom
kinetikom. Pokazano je da specifi¢na aromati¢na jedinjenja kao $to je karbonil cijanid
m-hlorofenil hidrazon (CCCP), koja omogucavaju protonima da produ lipidni dvosloj
¢elijske membrane, nakon dodavanja u podlogu dovode do potpunog prekida
citokininskog transporta. Zbog toga se pretpostavlja da se usvajanje citokinina
uglavnom obavlja posredstvom citokininskog transportnog sistema spregnutog sa

protonima (Cedzich i sar. 2008).

Nivo endogenih citokinina u biljkama zavisi od njihove biosinteze, degradacije i
modifikacija. Pored endogenog nivoa citokinina, vazan faktor za razvice predstavlja i
prostorna distribucija ovih hormona. Geneticke i molekularne analize su otkrile vazne
gene ukljucene u transdukciju citokininskih signala kod A. thaliana (Hwang i Sheen
2001; Haberer i1 Kieber 2002). Tako, ulogu citokininskih transmembranskih receptora
vrse histidinske protein kinaze oznacene kao AHKSs. Pokazano je da tokom indukcije na
CIM-u dolazi do akumuliranja AHK4 na odredenim mestima u tkivu povecavajuéi
osetljivost na citokinine ¢ime ova mesta postaju predodredena za formiranje izdanaka

(Gordon i sar. 2009).
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AHP proteini, odnosno histidin-fosfotransferaze (“ARABIDOPSIS HISTIDINE
PHOSPHO-TRANSFER PROTEINs”) prenose dalje signal od AHKs do regulatora
citokininskog odgovora, odnosno ARR proteina tipa A i tipa B koji dalje aktiviraju ili
sprecavaju transkripciju gena (Suzuki i sar. 2000). Na taj nacin, stimulacija ili inhibicija

signalnog puta “nizvodno” od AHP proteina dramati¢no uti¢e na organogenezu.

ARR proteini tipa A 1 B se razlikuju kako po strukturi, tako i po funkeiji (To 1
Kieber, 2008). Aktivacija ARR proteina tipa B dovodi do pojacane transkripcije gena za
ARR proteine tipa A (Sakai i sar. 2001), kao i gena za faktore citokininskog odgovora
(“CYTOKININ RESPONSE FACTOR” — CRF; Rashotte i sar. 2003). ARR proteini
tipa A su negativni regulatori citokininskog odgovora (To i sar. 2007). Oni
mehanizmom negativne povratne sprege deluju na razliCite elemente citokininske
signalne kaskade (Lee i sar. 2007) i deluju inhibitorno na meristemsku aktivnost
(Buechel 1 sar. 2010). Aktivacija citokininske signalne kaskade stimuliSe prelazak
produkata ekspresije CRF gena u nukleus, gde deluju kao transkripcioni faktori. Oni sa
ARR proteinima tipa B stimuliSu transkripciju niza gena odgovornih za efektorske
funkcije citokininskog odgovora, medu kojima je razvice izdanka i korena (Rashotte i

sar. 2000).

Kod A. thaliana je pokazano da tokom zigotskog razvi¢a kao odgovor na
prisustvo citokinina dolazi do ekspresije WUS (“WUSCHEL®, Mayer i sar. 1998) gena.
Ovaj gen kodira transkripcioni faktor ¢ija aktivnost vodi ka daljoj signalizaciji, Sto
dovodi do ekspresije CLV3 (“CLAVATA 3%, Fletcher i sar. 1999) gena u mati¢nim
¢elijama. Produkt ovog gena interaguje sa CLV1/CLV?2 receptorskim kompeksom, ¢ime
se ograniCava podrucje ekspresije WUS gena. Na taj nacin, organizacija i funkcionisanje
embrionalnog apikalnog meristema izdanka su regulisani mehanizmom negativne
povratne sprege kojom CLV3 proteini uti¢u na ekspresiju WUS gena, a to obezbeduje
kontrolu broja mati¢nih ¢elija prisutnih u centralnoj zoni apikalnog meristema (Weigel 1
Jirgens 2002). Organi izdanka nastaju od 6 do 9 ¢Celija, 1 to uglavnom mati¢nih celija
(Laux 1 sar. 2003). Tokom postembrionalnog razviéa, za ekspresiju CLV3 neophodni su
i WUS i STM (produkt “SHOOT MERISTEMLES* gena) (Brand i sar. 2002).
Transkripcioni faktori WUS 1 STM su klju¢ni tokom formiranja meristema kao 1

njegovog odrzavanja, ali oni deluju nezavisno jedan od drugog (Lenhard i sar. 2002).

18



1. Uvod

Tokom de novo organogeneze, inkubacija na SIM-u dovodi do ekspresije brojnih
gena regulisanih citokininima, koji leZe u osnovi inicijacije formiranja izdanka (Che i
ekspresiju WUS gena u kalusu (Cary i sar. 2002; Gordon i sar. 2007; 2009). Produkt
ovog gena kao transkripcioni faktor direktno smanjuje ekspresiju ARR tipa A, Sto utice

na citokininsku signalizaciju i samim tim na proces regeneracije (Buechel i sar. 2010).

Ekspresija WUS gena se tokom gajenja na SIM-u odvija u dve faze. U prvoj fazi,
ekspresija je uocena u tkivu eksplantata na mestima koja okruzuju pretecu izdanka i u
kojima se eksprimira gen CUC2 (“CUP-SHAPED COTYLEDON 2). Povecana
ekspresija CUC1 i CUC2 je uocena i tokom formiranja kalusa na auksinskom
pretretmanu (Cary i sar. 2002; Gordon i sar. 2007). Ekspresija ova dva gena tokom
regeneracije aktivira STM gen (Hibara i sar. 2003). I WUS i STM su neophodni i
dovoljni za de novo formiranje izdanaka. STM pripada KN1 (“KNOTTED 1°) tipu gena.
KN1 je pronaden kod kukuruza (Vollbrecht i sar. 1991) i pokazano je da on kao i njemu
slicni geni kod A. thaliana imaju klju¢nu ulogu u inicijaciji meristema i odrzavanju
nediferenciranih celija u centralnoj zoni apikalnog meristema izdanka (Long i sar.
1996). Brand i saradnici (2002) su pokazali da se zahvaljuéi STM, bar kada se
eksprimira u okviru meristema, determiniSe razvojni put izdanka. Takode, pokazano je
da ekspresija STM stimuliSe biosintezu citokinina u apikalnom meristemu izdanka

(Yanai i sar. 2005).

U drugoj fazi, ekspresija WUS gena biva ograni¢ena na ona mesta na kojima je
tokom gajenja na CIM-u aktiviran receptorski AKH4 gen. Povecana transkripcija AKH4
gena je neophodna za aktivaciju WUS tokom indukcije izdanka (Gordon 1 sar. 2007,
Chatfield 1 sar. 2013). Egzogeno primenjeni auksini povecavaju ekspresiju AHK4 na
CIM-u, a njegov produkt zatim pojacava odgovor na egzogeno primenjene citokinine
nakon prebacivanja na SIM. Nakon ekspresije WUS gena, dolazi do ekspresije CLV3
gena u vrSnom delu zacetka organa koji se razvija u apikalni meristem izdanka

(Chatfield i sar. 2013).

Zhang 1 saradnici (1998) su pokazali da KN1 tip gena moze predstavljati
pouzdan molekularni marker za detekciju formiranja meristema izdanka in vitro, a

takode je pokazano da formiranje meristema izdanaka in vitro najverovatnije prati iste
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puteve kao i prilikom razvi¢a meristema izdanka in planta. Dodatno, ispitivanja
obrazaca ekspresije “Brostm“ gena, KN1-tip gena kod Brassica oleracea, i “Brocyc*
gena, ciklin-tip gena kod pripadnika roda Brassica, tokom de novo organogeneze,
pokazala su da do prekretnice u obrascu razvi¢a dolazi pre nego §to zapocnu celijske
deobe (Teo 1 sar. 2001). Ove promene su obuhvatale manje grupe floemskih
parenhimskih ¢elija u sastavu stabla, a za indukciju ekspresije “Brostm* gena bilo je
neophodno prisustvo citokinina. Ekspresija ovog gena je trajala tokom celijskih deoba

koje su dovele do formiranja organa.

1.2.2.4. Znacaj de novo organogeneze

De novo organogeneza predstavlja jedan od glavnih puteva koji se koriste za
regeneraciju biljaka in vitro. Takode, predstavlja kritican korak u protokolima za
transformaciju biljaka. De novo organogeneza je pronasla Siroku primenu u mutagenezi,
poliploidizaciji, kao i u skladiStenju germplazme, a moZze posluziti i kao koristan
eksperimentalni sistem za proucavanje regulatornih mehanizama razvi¢a biljaka (Zhao
2008) Tako, pojedinacni tipovi organa, kao Sto su korenovi ili izdanci, mogu biti
regenerisani iz razli¢itih tkiva u cilju istrazivanja interakcija hormona tokom

organogeneze kod biljaka (Su i sar. 2011).

1.2.3. Regeneracija biljaka kelerabe in vitro

Uslovi za regeneraciju biljaka in vitro kod brojnih pripadnika roda Brassica su
intenzivno izucavani tokom poslednjih godina (Cardoza 1 Stewart 2004; Vinterhalter 1
sar. 2007). U najviSe proucavane vrste spadaju B. oleracea (Hansen i sar. 1999;
Sparrow 1 sar. 2004; Sretenovi¢-Rajici¢ 1 sar. 2004; 2006; Chikkala i sar. 2009), B.
juncea (Zhang i sar. 2006), B. napus (Koh i Loh 2000; Moghaieb i sar. 2006; Haddadi i
sar. 2008) i B. campestris (Paul i Sikdar 2005).

lako je somatska embriogeneza koriS¢ena u sistemima za regeneraciju i
transformaciju mnogih biljnih vrsta, kod pripadnika roda Brassica to i nije slucaj.

Razlog tome jeste to Sto su protokoli za regeneraciju putem organogeneze kod
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kupusnjaca dosta dobro opisani i pokazali su se kao vrlo uspesni kod vecine vrsta
(Cardoza i Stewart 2004). Somatska embriogeneza je opisana kod B. napus (Ili¢-Grubor
i sar. 1998; Turgut i sar. 1998; Koh i Loh 2000; Zeynali i sar. 2010), B. oleracea (Dias i
Martins 1999; Leroy i sar. 2000; Qin i sar. 2007; Yang i sar. 2010), B. rapa (Choi i sar.
1996) i B. carinata (Barro i Martin 1999). Kao pocetni biljni materijal u protokolima za
somatsku embriogenezu kod vrsta roda Brassica koris¢eni su nezreli zigotski embrioni
(Choi i sar. 1998), hipokotili (Deane i sar. 1997; Koh i Loh 2000; Leroy i sar. 2000; Qin
i sar. 2007; Zeynali i sar. 2010), kotiledoni (Choi i sar. 1996; Qin i sar. 2007; Zeynali i
sar. 2010), ili korenovi (Yang i sar. 2010).

Smatra se da de novo organogeneza izdanaka predstavlja najvise kori$¢eni put
regeneracije za mnoge vrste roda Brassica u poredenju sa drugim nacinima regeneracije
(Cardoza i Stewart, 2004). Ona predstavlja osnovno orude za regeneraciju biljaka in
vitro. Razvijeni su brojni protokoli koji koriste razli¢it po¢etni biljni materijal kao §to su
hipokotili (Khan i sar. 2003; Ghnaya i sar. 2008; Pavlovi¢ i sar. 2010), listovi
(Glendening i Sjolund 1988; Abbasi i sar. 2011), korenovi (Lillo i Shanin 1986),
kotiledoni (Ono i sar. 1994; Cogbill i sar. 2010), protoplasti (Hu i sar. 1999), i cvetni
segmenti (Bhalla i De Weerd 1999).

Keleraba je najmanje proucavana od svih kupusnjaca. Pretpostavlja se da su
razlozi za to poteskoce vezane za regeneraciju biljaka. Postoji samo nekoliko prethodno
objavljenih pokusaja in vitro regeneracije kelerabe. To je najpre rad Glendening-a i
Sjolund-a (1988) koji su u svojim istrazivanjima koristili visoke koncentracije biljnih
regulatora rastenja, ¢ak do 10 mg L™ citokinina N®-benzilaminopurin-a (BAP)i 1 mg L™
auksina NAA u hranljivoj podlozi, u cilju indukcije de novo organogeneze na
odseCcima listova kelerabe. Klima i saradnici (2004), koji su koristili kulturu
mikrospora kelerabe, opisali su relativno visoku frekvenciju androgene embriogeneze,
ali su zakljucili da je za dobijanje vijabilnih regenerisanih biljaka neophodna otimizacija

protokola.
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1.3. Citokinini

Citokinini predstavljaju klasu hormona koja je Siroko rasprostranjena u biljnom
svetu. Oni ispoljavaju razli¢ite efekte na vazne fizioloSke procese u biljkama kao S$to su
indukcija cellijskih deoba, de novo organogeneza izdanaka, stimulacija rastenja
miruju¢ih pupoljaka, odlaganje senescencije listova i mnoge druge (Mok i Mok 2001;

Mazid i sar. 2011).

Citokinini su otkriveni pedesetih godina 20. veka, kao faktori koji stimuliSu
deobu biljnih ¢elija u prisustvu do tada jedinog poznatog hormona, auksina. ZavrSna
faza c¢elijskih deoba je poznata 1 kao citokineza, pa su po njoj ovi hormoni i dobili ime
citokinini. Otkri¢e citokinina se pripisuje naucnicima Skoog-u 1 Miller-u koji su
proucavali deobu ¢elija u tkivu srzi duvana pod uticajem razliitih izvora purinskih
baza. Nakon primene izolata DNK iz sperme haringe, koji je bio delimi¢no degradovan
nakon autoklaviranja, uocen je snazan efekat na deobu ispitivanih ¢elija. Iz ovog
preparata izolovan je produkt oksidativne degradacije DNK koji je nazvan kinetin, i
identifikovan je kao prvi citokinin (Miler i sar. 1955a; 1955b). Nekoliko godina kasnije,
Letham (1963) je izolovao i prvi prirodni citokinin, zeatin, iz nezrelog endosperma

kukuruza (Zea mays).

1.3.1. Struktura citokinina

Prirodni citokinini predstavljaju derivate purinske baze adenina, kod kojih je
izvriena N°-supstitucija. Na osnovu hemijske prirode supstituenta, citokinini se mogu

podeliti na izoprenoidne i aromaticne.

Izoprenoidni citokinini (Slika 3a) se formiraju kada se jedna izoprenoidna C5
jedinica, nastala od dimetil-alil-difosfata (DMAPP), veze za N° atom adenina. U ovu
klasu citokinina spadaju slobodne baze N°-(A2-izopentenil) adenin (iP), trans-zeatin
(transZ), cis-zeatin (CisZ), dihidrozeatin (DHZ) kao i njihovi derivati. Trans- i cis-
izomeri zeatina nastaju hidroksilacijom boc¢nog lanca iP, koja se moze odvijati ili u

trans- ili u cis-polozaju. DHZ nastaje nakon zasi¢enja dvogube veze u zeatinu.
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Slika 3. Hemijske strukture prirodnih (a) izoprenoidnih i (b) aromati¢nih citokinina

(Prema Sakakibara 2006).

Izoprenoidni citokinini su pronadeni kod svih ispitivanih vrsta biljaka
(Sakakibara 2006). Najsire rasprostranjeni prirodni izoprenoidni citokinini jesu iP i
transZ, pri ¢emu transZ ima najznacajniju biolosku ulogu. Zastupljenost izoprenoidnih
citokinina moze varirati od vrste do vrste biljaka, pa su tako kod A. thaliana
najzastupljeniji pomenuti iP i transZ, dok je kod kukuruza to cisZ (Veach i sar. 2003).
Takode, uocena je razlika u sadrzaju ovih citokinina u i samim biljnim tkivima tokom

razli¢itih stadijuma razvi¢a (Meijon i sar. 2011; Cuesta i sar. 2102).

Dugo vremena se smatralo da je CiSZ neaktivna ili slabo aktivna forma
citokinina, s obzirom na to da su ranija istrazivanja pokazala slabu bioloSku
aktivnost CiSZ u nekim bioloskim testovima za detekciju citokininske aktivnosti
(Schmitz 1 sar. 1972; Kaminek 1 sar. 1979). Medutim, u poslednje vreme sve veca
vaznost se pridaje i Cis-zeatinu. Kod brojnih biljnih vrsta je pokazano da cis-izomeri
zeatina predstavljaju vise od 50% ukupnog nivoa citokinina (Gajdosova i sar. 2011;
Stirk 1 sar. 2012). Takode, potvrdena je i njihova uklju¢enost u mnoge procese tokom
rastenja i razvica biljaka, izmedu ostalog u sazrevanju i klijanju semena (Emery i sar.

1998; Stirk i sar. 2012).

Aromati¢ni citokinini (Slika 3b) nastaju kada se za N® atom adenina veZe

aromati¢no jezgro, koje moze biti supstituisano hidroksi- ili metoksi-grupom (Strnad
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1997). Kada se supstitucija aromaticnog prstena vrsi hidroksilnom grupom, nastaju
hidroksil-derivati: orto-topolin (oT) i meta-topolin (mT), a supstitucijom metoksi-
grupom nastaju metoksi-derivati, orto-metoksitopolin (meoT) i meta-metoksitopolin
(memT) (Tarkowska i sar. 2003). Prvi identifikovani aromati¢ni citokinin jeste N°-
benzilaminopurin, odnosno N°-benziladenin (BAP). On je najpre izolovan iz topole
(Horgan 1 sar. 1973), a zatim je njegovo prisustvo pokazano i kod veéeg broja drugih
vrsta (Stirk 1 sar. 2012), medu kojima su paradajz (Nandi i sar. 1989) i A. thaliana
(Tarkowska i sar. 2003).

Aromaticni citokinini su rede zastupljeni u biljnom svetu od izoprenoidnih, ali se
sve viSe potvrduje njihovo prisustvo kod vaskularnih biljaka (Strnad 1997; Stirk i sar.
2012). Takode, smatra se da aromati¢ni citokinini imaju znacajniju ulogu u zrelim,
diferenciranim tkivima nego u mladim tkivima sa intenzivnom c¢elijskom deobom (Stirk

1sar. 2012).

Pored prirodnih postoje i sinteticki citokinini koji nemaju adeninsku strukturu,
ve¢ po svojoj hemijskoj strukturi predstavljaju derivate feniluree (Mok i Mok, 2001).
Sinteticki citokinini su supstance koje imaju citokininski efekat, pri ¢emu ga neki imaju
kao direktnu posledicu vezivanja za proteine koji vezuju citokinine. Drugi sinteticki
citokinini imaju posredan efekat, npr. preko inhibicije citokinin oksidaze/dehidrogenaze
(CKX), enzima odgovornog za ireverzibilnu degradaciju citokinina. U sinteticke
citokinine spadaju N-fenil-N'-(2-hloro-4-piridil)-urea (CPPU) i tidiazuron (TDZ, Slika
4), koji predstavljaju analoge difeniluree (DFU), prvog identifikovanog sintetickog
citokinina. Ove supstance se odlikuju velikom stabilnoS¢u i1 jakom citokiniskom

aktivnos¢éu (Mok i sar. 1982).

i
O
s—N

Slika 4. Hemijska struktura tidiazurona
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1.3.2. Konjugovani oblici citokinina

Slobodne citokininske baze predstavljaju bioloski aktivne forme citokinina
(Yamada i sar. 2001). One mogu biti prevedene u bioloski slabije aktivne ili neaktivne
konjugate modifikacijom izoprenoidnog lanca koji je vezan za N® atom adenina ili

samog adeninskog prstena (Slika 5). Razlikuju se:

e ribozidi (ribonukleozidi) — nastaju vezivanjem riboze za N’ atom purinskog

prstena; od iP, transZ, cisZ i DHZ nastaju iPR, transZR, cisZR, odnosno DHZR;

e ribotidi (ribonukleotidi) — nastaju vezivanjem ribozida preko C5' atoma riboze za
jedan, dva ili tri fosfatna ostatka, formirajuci ribozid-5'-monofosfate (RMP),

ribozid-5'-difosfate (RDP) ili ribozid-5'-trifosfate (RTP) slobodnih baza;

e O-glukozidi ili O-ksilozidi — nastaju vezivanjem glukoze ili ksiloze za neki od
atoma kiseonika bo¢nog lanca transZ, cisZ, DHZ, njihovih ribozida (ali ne i
ribotida), ili aromati¢nih citokinina (Bajguz i Piotrowska 2009; Stirk i sar.

2012);

e N-glukozidi — nastaju glukozilacijom atoma azota adeninskog prstena (N°, N ili
N?) citokininskih slobodnih baza, njihovih ribozida ili ribotida (Bajguz i
Piotrowska 2009);

e lupinske kiseline — nastaju vezivanjem alanina za N~ atom purinskog prstena

(Duke 1 sar. 1978).

Prevodenje slobodnih citokininskih baza u ribozide, ribotide, O-glukozide i O-
ksilozide predstavlja reverzibilan process (Bajguz i Piotrowska 2009), pri ¢emu se ove
konverzije vrSe delovanjem enzima O-glukoziltransferaze 1 O-ksiloziltransferaze
(Martin 1 sar. 1999a; 1999b; 2001; Veach 2003; Meek i sar. 2008). Vracanje O-
glukozida i O-ksilozida u slobodnu formu vrsi enzim f-glukozidaza (Brzobohaty i sar.
1993). Sa druge strane, N-glukozilacija, sa izuzetkom N*-atoma (Kaminek i sar. 1997),

je ireverzibilna, kao i konjugacija sa alaninom (Bajguz i Piotrowska 2009).
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Pretpostavlja se da su ribozidi transportni oblici citokinina. Naime, smatra se da
se u vecini slucajeva transport citokinina vrs$i kroz ksilem biljke u formi transZ-ribozida
koji se zatim u nadzemnim delovima biljke, pre svega listovima, prevode u slobodnu
formu ili u glukozide. Kroz floem biljke citokinini se tranportuju kao iP-ribozidi

(Noodén i Lethman 1993).

O-glukolizacija ima vaznu ulogu u skladiStenju rezervi citokinina, a O-glukozidi
su priliéni stabilni, ali se isto tako po potrebi mogu lako hidrolizovati pri ¢emu se
oslobadaju slobodne baze. Na taj nain se odrzava stalna koli¢ina aktivnih citokinina u

biljnim ¢elijama (Sakakibara 2006; Bajguz i Piotrowska 2009).

Takode, N-glukozidi i konjugati sa alaninom predstavljaju veoma stabilne
molekule, iz kojih viSe ne mogu nastati slobodni citokinini. Pretpostavlja se da su oni
najverovatnije oblik kojim se aktivni citokinini ukljanjaju iz metabolizma, ali njihova

bioloska uloga nije jos uvek najjasnija (Mok i Mok 2001; Hou i sar. 2004).

CH OH

NI'Iz

N W\

ou

adenin \d Ey L\‘“ ?
HO\/&/\ O-B-D-glukozilzeatin

NH

o8,

E reatin <D

dihidrozeatin O-B-D-ksilozilzeatin

NH

Slika 5. Primeri modifikacije bo¢nog lanca zeatina. Enzimi koji katalizuju ove procese
su: a zeatin-O-glukoziltransferaza; b zeatin-O-ksiloziltransferaza; ¢ zeatin reduktaza; d
citokinin oksidaza/dehidrogenaza (Prema Mok i sar. 2000).
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1.3.3. Biosinteza citokinina

Citokinini su otkriveni u razli¢itim tkivima i organima viSih biljaka. Njihovi
nivoi u biljkama su prostorno i vremenski regulisani. Oni su prisutni u velikoj koli¢ini u
vrhovima korenova, apikalnom meristemu izdanka, kao i u nezrelim semenima (Letham
1994). Tako se generalno pretpostavlja da je dominantno mesto sinteze ove klase
hormona meristem korena (Noodén i Letham 1993), takode se smatra i da kambijum,

apeks izdanka i nezrela semena sintetisu citokinne (Letham 1994; Emery i sar. 2000).

Prirodni citokini su derivati purinske baze, kao §to je ve¢ spomenuto, tako da je
za pocetak njihove biosinteze neophodan nastanak adenina. PredloZena su dva puta

biosinteze citokinina “iP zavisni put* (Slika 6) 1 “iP nezavisni put”.

Izopentenil transferaza (IPT) je enzim koji ima kljuénu ulogu u biosintezi
citokinina. Supstrat ovog enzima je DMAPP (Kakimoto 2001), izoprenoid koji nastaje
kao produkt dva biosinteticka puta, metil-eritritolfosfatnog puta (MEP) 1 mevalonatnog
(MVA) puta (Astot 1 sar. 2000). Smatra se da kod biljaka DMAPP koji ulazi u
biosintezu citokinina preferencijalno nastaje u MEP putu, koji se deSava u plastidima
(Takei i sar. 2004b; Sakakibara 2006). Izopentenil transferaza vrsi transfer izopentenil-
grupe sa DMAPP na N° atom adenozin 5’-fosfata (AMP, ADP ili ATP). Ovo je prvi
korak u sintezi prirodnih izoprenoidnih citokinina gde se formira ribotid bioloski
aktivnog citokinina iP, tj. izopentenil-adenin-ribonukleotid-monofosfat, -difosfat ili -
trifosfat (iPRMP, iPRDP odnosno iPRTP) (Kasahara i sar. 2004). Nakon toga, dolazi do
hidroksilacije bo¢nog izopentenil lanca iPRDP ili iPRTP posredstvom enzima citohrom
P450 monooksigenaza (CYP735A1 1 CYP735A2). To su membranski enzimi koji vrSe
hidroksilaciju iP-monofosfata i -difosfata ali ne i trifosfata iPRTP, slobodnh baza i
nukleozida (Takei i sar. 2004b). Kao rezultat nastaje tZRMP odnosno tZRDP. Enzim
monofosfat fosforibohidrolaza (LOG) vrsi defosforilaciju iPRMP i tZRMP i konvertuje
ih u specifi¢ne slobodne citokininske baze (Sakakibara 2006).
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Slika 6. Model “iP zavisnog puta“ biosinteze citokinina u biljkama (Prema Kakimoto
2003).

Pored opisanog “iP zavisnog puta* biosinteze, transZ moze biti sintetisan 1 “iP
nezavisnim putem”. Naime, kao moguci izvor citokinina mogu posluziti odredene vrste
tRNK koje sadrze cis-zeatin. Slobodne baze citokinina se nikad ne ugraduju u tRNK,
ve¢ se na njihovom budu¢em mestu nalazi adenin, od koga nastaje citokinin. DMAPP
poreklom iz MVA puta moze biti prenet na adeninski nukleotid koji je ugraden u
molekul tRNK (Kasahara i sar. 2004) ili na slobodni ADP ili ATP (Astot i sar. 2000) u
procesu koji ne podrazumeva sintezu iPRDP ili iPRTP kao intermedijera, ve¢ se
CZRDP, odnosno cZRTP sintetise direktno. Detaljni koraci ovog biosintetskog puta jos
uvek nisu u potpunosti poznati (Stirk i sar. 2012). Kod A. thaliana je pokazano da se
CisZ sintetiSe ovim “iP nezavisnim putem” posredstvom tRNK-IPT enzima koji kao
supstrat koristi isklju¢ivo tRNK (Miyawaki i sar. 2006). Predlozeni model podrazumeva
i delovanje enzima zeatin-Cis-trans izomeraze koji dalje vr$i neophodnu interkonverziju

CisZ u transZ, imajué¢i u vidu slabiju biolosku aktivnost cisZ (Takei i sar. 2004b).
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Medutim, iako se dugo smatralo da ovaj enzim omogucava prelaz izmedu CisZ i transZ,
odnosno CZR i tZR i obrnuto, nedavno je pokazano da je malo verovatno da se ovakav

proces odvija u biljkama in vivo (GajdoSova i sar. 2011).

Kljuéni enzim u biosintezi citokinina je prvi put identifikovan kod Dictyostelium
discoideum (Taya i sar. 1978). Nekoliko godina kasnije gen za izopentenil-transferazu
(ipt) je kloniran iz T-DNK Agrobacterium tumefaciens i pokazano je da kodira enzim sa
slicnom aktivnos¢u, odnosno konvertuje AMP i DMAPP u iP-monofosfate (Akiyoshi
sar. 1984; Barry i sar. 1984). Medutim, bakterijska izopentenil-transferaza kao supstrat
za transfer izopentenil-grupe koristi AMP, a ne ADP i ATP (Kakimoto 2001). Takode,
bakterijska izopentenil-transferaza umesto DMAPP moze koristiti hidroksimetilbutenil
difosfat (HMBDP), ¢ijim se transferom na molekul AMP dobija direktno tZRMP
(Sakakibara 2006). Otkrice ipt gena agrobakterija vodilo je ka pretpostavci da sli¢an put
biosinteze citokinina postoji i kod biljaka. IPT aktivnost otkrivena je takode kod duvana
(Chen i Melitz 1979), ali tek nakon sekvenciranja genoma A. thaliana identifikovani su
homologi biljni IPT geni (Kakimoto 2001; Takei i sar. 2001a). Dodatno, IPT geni su
identifikovani i kod petunije, Petunia hybrida (Zubko i sar. 2002) i hmelja, Humulus
lupulus L. (Sakano i sar. 2004).

U genomu A. thaliana otkriveno je 9 razli¢itih gena koji kodiraju izopentenil-
transferazu oznacenih kao AtIPT1-9. Pokazano je da 7 gena (AtIPT1 i AtIPT3-8)
kodiraju proteine koji poseduju IPT aktivnost i uestvuju u biosintezi citokinina (Takei i
sar. 2001a). Preostala dva su AtIPT2, koji predstavlja tRNA-IPT i AtIPT9, koji kodira
protein slican tRNA-IPT prisutnog kod cijanobakterija.

Mnogi AtIPT geni ispoljavaju odredene, tkivno specificne obrasce ekspresije
koji verovatno odgovaraju mestima proizvodnje citokinina (Miyawaki i sar. 2004).
Dodatno, pokazano je da su razliCite izoforme IPT prisutne u razli¢itim celijskim
kompartmentima, pri ¢emu je ukupna koli¢ina ovih enzima najveca u plastidima. To
ukazuje na to da plastidi imaju najveci znacaj u biosintezi citokinina (Kakimoto 2001;

Kasahara i sar. 2004).

Biosintetski put aromati¢nih citokinina, kao $to je BAP, je za sada nepoznat.

Ocigledno je da se biosinteza ove klase citokinina odvija posebnim putem koji se
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razlikuje od onog opisanog za izoprenoidne citokinine (Strnad 1997) 1 pretpostavlja se
da moZe biti povezan sa metabolizmom fenola (Mok i Mok 2001). Takode, osim S$to
ucestvuju u biosintezi izoprenoidnih citokinina, monooksigenaze verovatno koriste i
aromaticne citokinine kao supstrate prevode¢ci BAP u orto- ili meta-topolin

hidroksilacijom bo¢ne benzil-grupe u orto- ili meta-polozaju (Takei i sar. 2004b).

1.3.4. Katabolizam citokinina

Ireverzibilna degradacija citokinina se odvija otcepljenjem bo¢nog izoprenskog
lanca, pri ¢emu ostaje adenin i1 nezasi¢en aldehid 3-metil-2-butenal (Houba-Herin 1 sar.
1999; Morris i sar. 1999). Time se onemogucava bioloska aktivnost samih citokinina.

Ova reakcija se vr$i pomocu enzima citokinin oksidaze/dehidrogenaze (CKX, Slika 5).

Prva biljna citokinin oksidaza/dehidrogenaza izolovana je iz kukuruza (Whitty i
Hall 1974). Ispostavilo se da je ovaj enzim po strukturi flavoprotein kod kojeg je
kofaktor flavinadenin dinukleotid (FAD) kovalentno vezan za ZmCKX apoprotein
(Schmiilling 1 sar. 2003; Popelkova i sar. 2004). transZ, iP i njihovi nukleozidi
predstavljaju supstrate CKX, dok za njihove nukleotide, O-glukozide, N7-glukozide kao
i DHZ i njegove conjugate, CKX nema afinitet. Takode, CiSZ je manje osetljiv na
citokinin-oksidaznu aktivnost nego tZ i iP (Bilyeu 1 sar. 2001; Galuszka i sar. 2007;
Stirk 1 sar. 2012). Iako je dugo vladalo misljenje da CKX nema afinitet za O-glukozide,
DHZ, aromati¢ne citokinine i njihove derivate (Armstrong 1994; Van Staden i Crouch
1996; Bilyeu i sar. 2001), skoro je pokazano da aromati¢ni citokinini, N*-glukozidi i

citokininski fosfati, ipak mogu biti supstrati za CKX (Galuszka i sar. 2007).

Genom A. thaliana sadrzi sedam gena za citokinin oksidazu/dehidrogenzu,
oznacenih sa AtCKX1 do AtCKX7 (Werner i sar. 2003). Pokazano je da povecana
ekspresija Sest od ovih sedam gena pod kontrolom CaMV 35S promotora vodi ka
smanjenju citokininskog sadrzaja i kao posledicu ima pojavu izmenjenih fenotipova i
kod biljaka duvana i kod A. thaliana (Werner i sar. 2001; 2003). Ovi fenotipovi se
karakteriSu sporijim rastenjem izdanaka, smanjenom veli¢inom listova, kasnijim
cvetanjem i manjim brojem cvetova. Takode dolazi do pojacanog rastenja korena kao i

do porasta veli¢ine i aktivnosti apikalnog meristema korena. Pojedinac¢ni clanovi AtCKX
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genske familije se odlikuju razliitim obrascima ekspresije kako unutar same celije tako

1 u razlic¢itim tkivima biljaka (Werner 1 sar. 2003, 2006).

1.3.5. Regulacija metabolizma citokinina

Brojna istrazivanja su pokazala da se tokom razli¢itih stadijuma razvica u
biljnim tkivima ispoljava visok, ali promenljiv nivo ukupnih citokinina (Morris 1 sar.
1993; Benkova i sar. 1999; Dewitte i1 sar. 1999; Emery i sar. 2000; Yang i sar. 2001;
Jacqmard i sar. 2002).

Promene u nivoima citokinina su takode vezane i za ¢elijski ciklus, pri ¢emu su
nivoi najvisi u kasnoj S fazi i tokom M faze (Redig i sar. 1996). Faktori sredine takode
mogu uticati na nivoe citokinina, pri ¢emu postoji pozitivha korelacija sa nivoima
mineralnih materija, naroCito azota u formi nitrata i amonijuma (Takei i sar. 2001b,
2002; Sakakibara i1 Takei 2002; Miyawaki i sar. 2004). Sulfati i fosfati takode pozitivno
uticu na ekspresiju IPT gena (Takei i sar. 2004a), dok dehidratacija izaziva smanjenje

sadrzaja citokinina (Yang i sar. 2001).

Citokininska homeostaza u biljkama je odredena ravnotezom izmedu njihove
biosinteze, katabolizma i modifikacija bo¢nih lanaca. Dakle, nivo aktivnih citokinina u
biljkama se reguliSe kroz kontrolisanu biosintezu, interkonverziju, transport i
degradaciju. Naravno, ne treba izuzeti modifikacije bo¢nih lanaca koje menjaju njihovu
fiziolosku aktivnost. Inace, razlike u strukturi bo¢nih lanaca citokinina same po sebi
imaju znacaj jer odreduju razlike u afinitetu vezivanja za receptore, a to odreduje
njihovu funkciju. To podrazumeva 1 razlike u afinitetu vezivanja za enzime koji
ucestvuju u njihovom metabolizmu, S$to odreduje razli¢it stepen njihove metabolicke

regulacije (Mok i Mok, 2001; Sakakibara 2006; Bajguz i Piotrowska 2009).

Citokinini u biljkama se mogu podeliti na dva nacina — po fizioloskoj funkciji
(Dwivedi 1 saradnici 2010) i po hemijskoj prirodi (Aremu i sar. 2014a). Podela
citokinina na osnovu njihove fizioloske funkcije podrazumeva postojanje Cetiri grupa:
bioaktivne forme citokinina (slobodne baze i ribozidi), neaktivne forme citokinina (N’- i

N°-glukozidi), forme citokinina za skladistenje (O-glukozidi) i citokininski nukleotidi.
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Prema drugoj podeli, koja je napravljena na osnovu strukture bo¢nog lanca, citokinini su
grupisani na transZ-, cisZ-, DHZ- i iP-tip. Odnos i zastupljenost pojedina¢nih grupa u
ukupnim citokininima govori o regulaciji citokininske homeostaze. Tako, nivo ukupnih
citokinina moze biti poviSen, ali pojedinacne funkcionalne grupe, naroc¢ito bioaktivni

citokinini, ne.

CKX je jedini poznati enzim koji u€estvuje u katabolizmu specifi¢nih citokinina
1 tako predstavlja kljucni enzim u kontroli nivoa citokinina u biljnim tkivima. Aktivnost
CKX indukovana je povisenom koli¢inom citokinina, i makar delimi¢no poviSenom
kolicinom iRNK odredenih gena koji u€estvuju u njihovoj sintezi (Motyka 1 sar. 2003;
Brugiere 1 sar. 2003). Takode, prilikom formiranja apikalnih meristema izdanka moze
do¢i do pokretanja biosinteze citokinina putem mehanizma pozitivne povratne sprege
izmedu biosinteze citokinina i ekspresije transkripcionog faktora STM koji ima vaznu

ulogu u regulaciji ¢elijskog ciklusa (Jasinski 1 sar. 2005; Yanai i sar. 2005).

O-glukozilacija takode predstavlja vazan korak u metabolizmu citokinina.
Prednost O-glukozida kao osnovne forme citokinina za skladiStenje je Sto je ova
modifikacija reverzibilna, a ipak prilicno stabilna i otporna na degradaciju citokinin-
oksidazom/dehidrogenazom (Veach i sar. 2003). Sa druge strane, N-glukozidi sluze za
uklanjanje aktivnih citokinina iz metabolizma. Kada su u pitanju aromati¢ni citokini,
smatra se da su enzimi i receptori koji su uklju¢eni u procese glukozilacije kao i
signalnu transdukciju isti kako za izoprenoidne, tako i aromati¢ne citokinine (Mok i

Mok 2001; Mok i sar. 2005).

Pokazano je da na metabolizam citokinina mogu uticati i drugi biljni hormoni
kao Sto su auksini, ABA 1 brasinosteroidi (Brugiere i sar. 2003; Takei 1 sar. 2004b;
Yuldashev i sar. 2012). Postoje razli¢iti podaci o uticaju auksina na aktivnost CKX. Sa
jedne strane, pokazana je pozitivna regulacija odredenih AtIPT gena (Miyawaki i sar.
2004), dok sa druge, auksini mogu i1 negativno regulisati biosintezu citokinina tj. porast
nivoa auksina utice na sniZenje nivoa citokinina i obrnuto (EklIof i sar. 1997; Jones i sar.
2010; Liu i sar. 2010). Auksini mogu uticati na snizavanje nivoa citokinina na dva
nacina: tako $to stimuliSu CKX aktivnost (Zhang i sar. 1995) ili onemogucavaju de
novo sintezu citokinina (Nordstrom i sar. 2004). Pokazano je da ABA stimuliSe

ekspresiju gena koji kodira CKX kod kukuruza (Brugiere i sar. 2003), dok
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brasinosteroidi negativno reguliSu ekspresiju 1 aktivnost CKX kod pSenice (Yuldashev i

sar. 2012).

1.3.6. Specific¢ni fizioloSki efekti citokinina

Jedna od najvaznijih uloga citokinina jeste stimulacija deobe biljnih ¢elija koja
se odvija u interakciji sa auksinima. Poznato je da ¢elijski ciklus regulise familija ciklin-
zavisnih protein kinaza (eng. “Cyclin Dependent Kinases* — CDKs) koje omogucavaju
prelazak celije iz jedne u drugu fazu Celijskog ciklusa fosforilacijom niza ciljnih
proteina. Do aktivacije ovih CDKs dolazi kada formiraju kompleks sa malim
regulatornim proteinima, ciklinima (eng. “Cyclins® — CYCs). Citokinini kontroli$u
sintezu odredenih tipova ciklina (Berckmans i De Veylder 2009; Dong i sar. 2011).
Pokazano je da citokinini stimuliSu odvijanje ¢éelijskog ciklusa tako $to povecavaju
ekspresiju kljucnog faktora prelaska celijskog ciklusa iz faze G1 u S fazu, gena CYCD3
koji kodira ciklin D tipa (Riou-Khamlichi i sar. 1999; Dewitte i sar. 2007).

Davno je otkriveno da je odnos endogenih nivoa auksina i citokinina vazan
faktor prilikom usmeravanja diferencijacije biljnih ¢elija u tkiva korena, odnosno
izdanka (Skoog i Miller 1965). Veca koncentracija citokinina u odnosu na auksine
pospesuje rastenje izdanaka u odnosu na korenove (Sugiyama 1999; Duclercq i sar.
2011), dok visak auksina podstice rastenje korenova u odnosu na izdanke. Werner i
saradnici (2001; 2003) su pokazali da prekomerna ekspresija AtCKX gena u transgenim
biljkama dovodi do smanjenog rastenja stabla, dok se istovremeno podsti¢e rastenje

korenova.

Endogeni citokinini stimuliSu proliferaciju ¢elija u apikalnim meristemima
izdanaka, dok inhibiraju funkciju apikalnog meristema korena (Kyozuka 2007).
Beemster i Baskin (2000) pokazali su da egzogeno primenjeni citokinini inhibiraju
izduzivanje korena biljaka smanjenjem veliCine apikalnog meristema korena kao 1
smanjenjem broja Celijskih deoba. Takode, smatra se da se ova inhibicija rastenja
korenova odvija posredstvom etilena koji se oslobabada pri visokim koncentracijama

citokinina (Vogel i sar. 1998).
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Apikalna dominacija predstavlja inhibiciju rastenja bo¢nih pupoljaka pod
uticajem vrSnog pupoljka. Ova pojava se moZe prevazi¢i lokalnom aplikacijom
citokinina na boc¢ne pupoljke i time podstaci razvijanje bo¢nih izdanaka. Takode, ova
uloga citokinina je potvrdena analizom transgenih biljaka A. thaliana koje imaju

poviSen nivo endogenih citokinina (Van der Graaff i sar. 2001).

Citokinini omogucavaju particiju asimilata, odnosno akumulaciju saharoze u
plodovima ili skroba u tkivima za deponovanje tako Sto uti¢u na njihov transport kroz
biljku (Proels i Roitsch 2009). Naime, prisustvo citokinina u odredenom delu biljke

uti¢e na usmeravanje transporta i akumulaciju asimilata u tom delu biljke.

Citokinini su aktivni u najranijoj fazi sazrevanja semena, gde stimuliSu celijske
deobe 1 prostorno pozicioniranje embriona, a zatim nakon klijanja utiCu na transport

rezervnih materija, rastenje hipokotila, korena i kotiledona (Singh i Sawhney 1992).

Senescencija je proces koji dovodi do gubitka proteina, lipida, RNK 1 hlorofila iz
listova. Prvi simptomi senescencije su degradacija hlorofila u listovima. Pokazano je da
je odlaganje senescencije zavisno od citokinina, koji usporavaju degradaciju proteina u
hloroplastima i doprinose da listovi postanu atraktivni centri za akumulaciju
aminokiselina i lipida (Balibrea-Lara i sar. 2004). Mladi listovi sami proizvode
citokinine koji ih Stite od senescencije, dok stariji listovi zavise od citokinina koji se
transportuju iz korena biljke, prvenstveno tZR i DHZR. (Noodén i Letham 1993).
Kljuénu ulogu u odlaganju senescencije igraju odredeni regulatorni geni ¢ija aktivnost
opada sa starenjem listova, $to vodi pocetku promena vezanih za senescenciju (Ori i sar.

1999; Zwack 1 Rashotte 2013).

Pored navedenih, citokinini imaju jo$ brojne fizioloske uloge u biljkama kao $to
su regulacija razvi¢a vaskularnih elemenata u stablu i korenu, formiranje i rast listova,
zatim uticu na reproduktivni razvoj tako Sto ucestvuju u regulaciji pola cvetova kod

nekih vrsta biljaka i deluju na diferencijaciju hloroplasta.
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1.4. Celijski ciklus

Celijski ciklus ili ciklus mitoticke ¢elijske deobe predstavlja vremenski interval
koji prode u zivotu jedne Celije od njenog postanka u mitozi do kraja slede¢e mitoze,
kada od nje nastaju dve celije. Tom prilikom novonastale ¢elije dobijaju jednaku
koli¢inu geneti¢kog materijala, odnosno DNK. Celijski ciklus normalno &ine &etiri
uzastopne faze (Slika 7): postmitoti¢ka interfaza ili G1 faza, faza sinteze DNK ili S
faza, postsinteticka interfaza ili G2 faza, i mitoza, odnosno M faza (Francis i Sorrell
2001; Dewitte i Murray 2003). Mitozu Cine podfaze: profaza, metafaza, anafaza i
telofaza. G faze razdvajaju replikaciju DNK koja se deSava u S fazi od segregacije
hromozoma u mitozi. G1 faza sledi odmah nakon mitoze i u njoj se sintetiSu mnogi
proteini kao i ugljeni hidrati i lipidi neophodni za rastenje Celije. G2 faza kod vecine
¢elija traje kratko i u njoj dolazi do sinteze proteina neophodnih za proces mitoze, do
duplikacije centriola kao i drugih organela. Takode, faze G1 1 G2 omogucavaju
kontrolisanje toka ¢elijske deobe u odgovoru na razli¢ite unutrasnje i spoljaSnje faktore.
Upravo glavne kontrolne tacke ¢elijskog ciklusa jesu na prelazu G1 u S fazui G2 u M

fazu (Dewitte i Murray 2003).

CYCD

CDKA G1 faza CYCA3

G1/S kontrolna tacka

S faza

GO0 faza .

Diferencijacija Mitoza

G2/M kontrolna tacka G2 faza
CYCB CDKB CDKA

CYCA1i A2

CYCD

Slika 7. Celijski ciklus biljaka i glavne komponente éelijskog ciklusa. CYC—ciklin;
CDK-kinaza zavisna od ciklina (Prema Hartig i Beck 2006).
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Celijska deoba zahteva niz komplikovanih procesa koji moraju da se izvrse na
vremenski 1 prostorno odreden na¢in. Tokom G1 faze neophodno je da ¢elija ujedini sve
vazne signale pre nego Sto zapo¢ne udvajanje DNK molekula. Kada zapo¢ne S faza,
¢elija, u najveéem broju slucajeva, nastavlja ciklus do kraja deobe. Kod nekih biljaka
moze do¢i do odvijanja alternativnog celijskog ciklusa, endociklusa, gde dolazi do
udvajanja DNK bez mitoze (Slika 7). U tom slu¢aju dolazi do ponavljanja S 1 G faza
bez mitoze Sto na kraju dovodi do endopoliploidije (Melaragno i sar. 1993; Joubes i
Chevalier 2000). Takode, ¢elije mogu izaéi iz ¢elijskog ciklusa na prelazu izmedu G1 i
S faze, kada ostaju diploidne. Tada se ¢elije nalaze u GO fazi, iz koje ili poCinju
diferencijaciju ili posle nekog vremena opet mogu uéi u Celijski ciklus i nastaviti sa

deobom.

1.4.1. Ciklini i kinaze zavisne od ciklina

Molekularni mehanizmi  koji ucestvuju u kontroli ¢elijskog ciklusa
podrazumevaju postojanje ciklina (CYCs) i1 kinaza zavisnih od ciklina (CDKs),
proteinskih produkata kljuénih gena koji kontrolisu ¢elijski ciklus i koji su konzervirani

u eukariotskim organizmima (Berckmans i De Veylder 2009; Dong i sar. 2011).

Kinaze zavisne od ciklina imaju centralnu ulogu u upravljanju toka celijskog
ciklusa. One pripadaju familiji serinskih/treoninskih protein kinaza, ¢ija je kataliticka
aktivnost regulisana vezivanjem za odgovarajuceg ciklinskog partnera i to na razli¢itim
kontrolnim tackama ciklusa (Dewitte i Murray 2003; Niuewland i sar. 2009). Aktivnost
CDK/CYC kompleksa je strogo kontrolisana tokom celijskog ciklusa i razvi¢a organa, a
pokazano je da su neki od ovih kompleksa ukljuceni u upravljanje slozenim c¢elijskim
procesima, kao $to su signalna transdukcija i diferencijacija (Barrdco i sar. 2003;

Montero-Cortés i sar. 2010).

Prvi CDK gen je identifikovan kod kvasca (Saccharomyces pombe) i oznacen je
kao cdc2 (eng. “cell division cycle 2%), a njegov proteinski produkt dobio je ime p34 na
osnovu mase od 34 kD (Hindley i sar. 1984). Mnogi homologni proteini kod drugih
organizama, ukljucujuéi i biljke, nazvani su cdc2 proteini. Do danas je izolovano vise

od 50 ovih gena, a naziv cdc se odnosi na sve gene bez ¢ijih produkata dolazi do
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zaustavljanja Celijske deobe. Biljni homolozi cdc2 gena su nadeni kod viSe vrsta kao §to
su graSak (Feiler 1990), A. thaliana gde je ovaj gen oznaCen kao cdc2At, tj. CDKA;1
(Ferreira i sar. 1991), pirina¢ (Hashimoto i sar. 1992), kukuruz (Colasanti i sar. 1993) i
soja (Miao i sar. 1993).

Dok je jedna CDK dovoljna da se izvede Celijski ciklus kod kvasca, kod biljaka
postoji veliki broj razli¢itih kinaza zavisnih od ciklina koje funkcioniSu po odredenim
vremenskim i prostornim obrascima. Kod A. thaliana postoji 29 ¢lanova CDK familije i
oni su grupisani u Sest grupa oznacenih od A do F, a tu spadaju i drugi CDK-sli¢ni
proteini (Menges 1 sar. 2005). CDKs A tip sadrzi oCuvani motiv PSTAIRE, koji je
prisutan i kod cdc2 kvasca a koji predstavlja deo domena za vezivanje ciklina (Mironov
i sar. 1999; Dewitte i Murray 2003). Geni koji kodiraju ova klasu CDKs se
konstitutivno eksprimiraju tokom Ccelijskog ciklusa, pri ¢emu su maksimalni nivoi
uoceni na prelazu iz G1 u S 1 iz G2 u M fazu ciklusa (Sauter 1997; Umeda i sar. 1999).
Druga klasa CDKs, CDKB, pronadena je samo kod biljaka a aktivira se vezivanjem za
mitoticke cikline (Joubes i sar. 2000). Za razliku od CDKA, ekspresija CDKB se desava
isklju¢ivo tokom celijkog ciklusa, a transkripti se akumuliraju samo od S preko M faze
ili tokom prelaza iz G2 u M fazu. Ove CDKs su dalje podeljene u dve podgrupe,
CDKBI1 1 CDKB2. Pokazano je da je CDKBI prisutna od S do rane M faze, dok je
CDKB2 prisutna u ograni¢enom periodu tokom G2/M prelaza (Umeda 1 sar. 1999;
Menges i sar. 2005). Funkcije CDKs C tipa kao i E tipa, koji su inace jedinstveni za

biljke, jo$ uvek nisu dovoljno istrazene.

Ciklini su proteini koji u kompleksu sa odgovarajuéom CDK odreduju
supstratnu specifi¢nost, vreme delovanja i subcelijsku lokalizaciju aktivnosti. Veliki
broj biljnih ciklina je identifikovan kod razli¢itih vrsta. Kod A. thaliana je pronadeno
najmanje 50 ciklina grupisanih u deset tipova (Renaudin i sar 1996; Wang i sar. 2004),
takode oznacenih slovima alfabeta. CYCA, CYCB 1 CYCD su dalje podeljeni u manje

grupe, oznacene brojevima (Renaudin i sar. 1996; Vandepoele i sar. 2002).

Razli¢iti ciklini se eksprimiraju tokom odredenih faza celijskog ciklusa, pri
¢emu svaki od njih ima odredenu ulogu zajedno sa CDK u kontroli ¢elijske deobe
(Fobert 1 sar. 1994). Ovi proteini su nestabilni 1 za pravilan tok ciklusa je od vaznosti i

njihova razgradnja nakon obavljene funkcije. Ciklini A 1 B tipa su neophodni za ulazak
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¢elija u mitozu, pa su shodno tome nazvani jo$ i mitoticki ciklini. Njihova ekspresija je
zavisna od faza celijskog ciklusa, pa tako A tip reguliSe prelaz iz S u M fazu, dok su B
tipovi aktivni tokom G1/S prelaza i tokom podfaza mitoze (Lorbiecke i Sauter 1999).
Dodatno, ciklini C, D i E tipa su aktivni tokom prelaza iz G1 u S fazu (Lew i sar. 1991).

Vecina ciklina D tipa se karakteriSe konstantnim nivoom ekspresije tokom
¢elijskog ciklusa (Doonan 1998). Smatra se da ovaj tip ciklina pomaZze ¢elijama da iz
stanja mirovanja (G0) ponovo udu u ¢elijski ciklus (Potuschak i sar. 2001). Takode,
pokazano je da se odredene podgrupe CYCD eksprimiraju prvenstveno tokom prelaza iz
G2 u M fazu kod duvana (Sorrell i sar. 1999) a da kod A. thaliana CYCDs imaju
kljuénu ulogu u prelazu iz G1 u S fazu (Wang i sar. 2004), $to ukazuje na njihovu ulogu
u regulisanje mitoze. Smatra se da oni kontrolisu tok G1 faze u odgovoru na spoljasnje i
unutrasnje signale, kao $to su regulatori rastenja i hranljive materije (Soni i sar. 1995;
Diehl 1 sar. 1997; Meijer i1 sar. 2000). Ciklini H tipa predstavljaju sastavnu jedinicu
CDK-aktivirajucih kinaza (eng. “CDK Activating Kinases* — CAKs) (Inzé 2005), dok

su uloge ostalih tipova ciklina jo§ uvek slabo razjaSnjene.

Celijski ciklus se u biohemijskom smislu sastoji od kaskade fosforilacija i
defosforilacija, koje su vremenski precizno kontrolisane (Mironov i sar. 1999). Ovi
procesi pre svega podrazumevaju formiranje kompleksa CDKs i ciklina. Nakon
formiranja kompleksa CDK/CYC neophodno je da dode do fosforilacije ili
defosforilacije odredenih mesta kako bi stekli kinaznu aktivnost. Zhang i saradnici
(1996) su prvi direktno dokazali da fosforilacija CDKs ima ulogu kontrolnog
mehanizma kod biljaka. Fosforilacijom aminokiseline treonina na mestu 160 (Thr 160)
dolazi do aktivacije kompleksa CDK/CYC, a kada se fosforiliSe aminokiselina tirozin

na mestu 15 (Tir 15) dolazi do inaktivacije kompleksa.

CDK-aktiviraju¢e kinaze podsti¢u konformacione promene na CDKs tako $to ih
fosforiliSu, a time se dalje omogucava prepozanavnje odgovarajuceg supstrata. Kod A.
thaliana postoje dve grupe CAKs od kojih jednu ¢ine CDKs D tipa koji se vezuju za
ciklin H (Umeda i sar. 2005) i fosforiliSu i aktiviraju CDKs kao i C-terminalni domen
RNK polimeraze II. Drugu grupu ¢ine CDKs F tipa koje su nezavisne od cilkina H, a

specifi¢ne su samo za kinaze zavisne od ciklina (Yamaguchi i sar. 2003).
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Aktivnost CDK/CYC kompleksa podrazumeva prepoznavanje i fosforilaciju
specificnog motiva prisutnog u drugom proteinskom supstratu. Ovaj proces se odvija uz
uceS¢e ATP, a dati protein postaje aktivan u obavljanju specifi¢nih procesa u ¢elijskom
ciklusu. Razli¢iti kompleksi fosforiliSu brojne supstrate tokom prelaza iz G1 u S i1 G2 u
M fazu, ¢ime iniciraju replikaciju DNK 1 mitozu (Dewitte i sar. 2003; Menges i sar.

2005).

Inhibitori aktivnosti CDK koji su oznaceni kao KRPs (eng. “KIP-Related
Proteins), blokiraju CDK/CYC komplekse koriste¢i pRB/E2F (retinoblastoma
protein/transkripcioni faktor E2F). Aktivnost retinoblastoma proteina zavisi od stepena
fosforilacije 1 on poseduje vise mesta za prijem fosfatnih grupa. Naime,
hipofosforliacija pRB dovodi do vezivanja i inaktivacije E2F, ¢ime se spreava njegovo
dejstvo kao transkripcionog faktora. Sa druge strane, hiperfosforilacija pRB dovodi do
oslobadanja E2F ¢ime je omogucéena njegova aktivnost kao transkiripcionog faktora koji

ucestvuje u sintezi DNK (Hartig i Beck 2006).

1.4.2. Hormonalna regulacija Celijskog ciklusa

Biljke su u znacajnoj meri zavisne od faktora sredine, tako da mnogi od njih
uticu na deobu meristemskih ¢elija. Faktori sredine mogu uticati na ¢elijski ciklus
menjaju¢i sadrzaj biljnih hormona u spoljasnjem okruzenju celija, a spoljasnji
fitohormonski signali se zatim mogu brzo prevesti u unutrasnje (Hartig i Beck 2006).
Odavno je poznato da su biljni hormoni auksini i citokinini neophodni za odvijanje
¢elijskog ciklusa (Miller i sar. 1956), dok drugi hormoni kao $to su ABA, GA, etilen,
jasmonska kiselina ili brasinosteroidi imaju ulogu u adaptaciji meristemske aktivnosti

na uslove sredine kao i na program razvica biljaka (Del Pozo 1 sar. 2005).

Auksini mogu uticati na celijski ciklus indirektno aktivacijom SCF (eng.
“Skplp-Cullin-F-box complex*), odnosno APC (eng. “Anaphase Promong Complex‘)
kompleksa (Himanen i sar. 2002). Pri tome dolazi do degradacije Aux/IAA
transkripcionih inhibitora, §to olakSava vezivanje ARF transkripcionih faktora (Berleth i
sar. 2004) 1 dalje ekspresiju ciljnih gena kao $to su oni koji kodiraju CDKs, cikline, E2F
transkripcione faktore kao 1 KRPs (Himanen i sar. 2002; Del Pozo i sar. 2002). Na taj
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nacin, endogeni auksini uticu na Ccelijski ciklus tako Sto stimuliSu degradaciju
inhibitornih proteina i indukciju ekspresije gena i to na prelazu iz Gl uSi1izG2u M

fazu (Blilou i sar. 2002).

Istrazivanja koncentracije endogenih citokinina u kombinaciji sa analizom toka
¢elijskog ciklusa pokazala su da pre svakog prelaza izmedu faza dolazi do prolazne
akumulacije citokinina, prvenstveno transZ ali takode i drugih citokinina. Taj porast je
pracen skoro potpunim nestankom citokinina tokom naredne faze (Hartig i Beck 2005a).
Za pravilno odvijanje ¢elijskog ciklusa neophodno je da dode i do prolazne akumulacije
1 do smanjenja sadrzaja citokinina, a ovakvo osciliranje u nivou endogenih citokinina se
postize promenama kako u biosintetskoj aktivnosti tako i u degradaciji posredstvom
CKX (Hartig i Beck 2005a; 2005b). Citokinini mogu da se vezu za mesto vezivanja
ATP na CDK, $to ukazuje na to da oni verovatno ucestvuju u fazno-specifi¢noj smeni
ciklina u sastavu kompleksa sa CDKs (Planchais i sar. 1997) i time u kontrolu toka

ciklusa.

Pokazano je da citokinini povecavaju nivo ekspresije CYCD3 gena koji kodira
ciklin D tipa ¢ime se vrSi regulacija prelaza iz G1 u S fazu (Soni i sar. 1995; Riou-
Khamlichi i sar. 1999). Poveéani nivo CYCD3 iRNK postignut je primenom citokinina i
kod klijanaca i u kulturi celija in vitro. Kod A. thaliana, ekspresija CYCD3 je
lokalizovana u tkivima u kojima se deSavaju intenzivne ¢elijske deobe, kao Sto su mlade
lisne primordije i meristemi izdanaka. U eksperimentu koji su sproveli Riou-Khamlichi
i saradnici (1999) zabelezeno je da prekomerna ekspresija ovog gena moze nadoknaditi
potrebu za citokininima u indukciji proliferacije ¢elija. Ovo ukazuje na to da je glavni
mehanizam kojim citokinini stimuliSu celijsku deobu upravo povecanje ekspresije
CYCD3. Takode, postoje razli¢iti podaci koji ukazuju na to da citokinini reguliSu i
prelazak iz G2 u M fazu (Redig i sar. 1996; Laureys i sar. 1998). Smatra se da se ovaj
prelaz odvija tako Sto citokinini aktiviraju odredeni tip fosfataza koje vrse uklanjanje
inhibitorne fosfatne grupe sa odgovaraju¢ih CDKs ¢ime se povecava njihova aktivnost

(Zhang 1 sar. 2005).

Citokinini u kooperaciji sa auksinima regulisu Celijske deobe in vitro. Pokazano
je da oni zajedno reguliSu ekspresiju i aktivnost CDKA (John 1 sar. 1993; Mironov

1999). 1z A. thaliana je izolovan gen PRZ1 (PROPORZ1) koji je neophodan za
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podsticanje prelaska celija iz procesa proliferacije u proces diferencijacije, a njegova
aktivnost zavisi od koncentracija auksina i citokinina (Sieberer i sar. 2003). PredloZeno
je da on funkcioniSe kao “transkripcioni adapter”, koji utiCe na ekspresiju regulatora

¢elijskog ciklusa i tako ostvaruje svoje dejstvo na kontrolu ¢éelijske proliferacije.
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2. CILJEVI RADA

l. Uspostavljanje efikasnog protokola za regeneraciju biljaka kelerabe (Brassica
oleracea L. var. gongylodes) iz nezrelih zigotskih embriona putem procesa

somatske embriogeneze in vitro.

2. Uspostavljanje optimalnih uslova za regeneraciju biljaka kelerabe iz razli¢itih

tipova eksplantata putem procesa de noOvo organogeneze in Vitro.
3. Pradenje uticaja egzogeno primenjenih citokinina na homeostazu biljnih
hormona kod pocetnih eksplantata i regeneranata kelerabe dobijenih de novo

organogenezom.

4. Analiza obrazaca i intenziteta ekspresije gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog

ciklusa tokom de novo organogeneze kelerabe.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Poéetni biljni materijal

3.1.1. Somatska embriogeneza

Za uspostavljanje in vitro kultura somatskih embriona kao polazni materijal
koris¢eni su nezreli zigotski embrioni izolovani iz nezrelih mahuna biljaka kelerabe
(Brassica oleracea L. var. gongylodes) sorte Becka Plava (BP), dobijenih zasejavanjem
semena u saksije sa supstratom (60% treset, 20% humus, 20% pesak, v:v:V) i gajenih

godinu dana u staklenoj basti.

Mahune su najpre ispirane pod mlazom tekuce vode 5 minuta, nakon Cega su
tretirane sa 30% (Vv:V) rastvorom komercijalnog preparata natrijum hipohlorita (4-6%
aktivnog hlora) sa dodatim 1 ml deterdZenta Fairy (Procter and Gamble, London, Velika
Britanija) u trajanju od 30 min. Mahune su zatim 6 puta ispirane sterilnom destilovanom
vodom. Nakon sterilizacije nezreli zigotski embrioni su izolovani iz mahuna u sterilnim
uslovima, pod binokularnom lupom. Zigotski embrioni su razvrstavni prema duZini u
razliite stadijume koriste¢i termine upotrebljivane za opisivanje stadijuma u razvoju
nezrelih zigotskih embriona kod ¢lanova familije Brassicaceae (Choi i sar. 1998; Gaj
2001):

e T, stadijum torpeda: 0,5-1 mm;
e RK, rani kotiledonarni stadijum: 1-2 mm;
e K, kotiledonarni stadijum: 2-3 mm;

e KK, kasni kotiledonarni stadijum: 3-4 mm.
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3.1.2. De novo organogeneza izdanaka

Kao polazni materijal za regeneraciju biljaka kelerabe putem de novo

organogeneze koris¢ena su semena dve sorte: BeCka Plava (BP) i Becka Bela (BB).

Semena obe sorte kelerabe su povrsinski sterilisana potapanjem u 70% (V:V)
vodeni rastvor etanola tokom 5 min. Nakon toga su sterilisana postupkom opisanim za
sterilizaciju nezrelih mahuna u eksperimentu indukcije somatske embriogeneze (videti
3.1.1.) Sterilna semena su preneSena na osnovnu hranljivu podlogu u Petri kutijama (10

x 15 mm) kako bi proklijala.

Hipokotili, korenovi i1 kotiledoni klijanaca starith 2 nedelje su isecani na
fragmente (eksplantate) duzine 5-8 mm, i postavljani u Petri kutije sa hranljiviim

podlogama za indukciju de novo organogeneze izdanaka.

Pored navedenih odseCaka klijanaca, za indukciju de novo organogeneze
koris¢eni su 1 intaktni klijanci. PovrSinski sterilisana semena kelerabe obe sorte su
direktno postavljana u epruvete sa hranljivim podlogama za indukciju de novo
organogeneze izdanaka. Dobijeni klijanci su dalje gajeni u istim epruvetama gde je

ispitivana njihova sposobnost formiranja adventivnih pupoljaka in vitro.

3.2. Hranljiva podloga

Osnovna hranljiva podloga koris¢ena u ovom radu sadrzala je saharozu (30
g L'l), mio-inozitol (100 mg L'l; Sigma), agar (6 g L'l; Torlak, Beograd), makro i mikro
soli 1 kompleks gvozda (Murashige 1 Skoog 1962; MS, Tabela 1), i vitamine (Linsmaier
1 Skoog 1965; Tabela 2). pH vrednost hranljive podloge podeSavana je na 5,8 pomocu
IN rastvora NaOH neposredno pre sterilizacije. Hranljiva podloga je sterilisana u

autoklavu na temperaturi od 115 °C u trajanju od 25 minuta.
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Tabela 1. Sastav mineralnih soli MS u osnovnoj hranljivoj podlozi (Murashige i1 Skoog

1962)

NH,NO, 1650
KNO, 1900
CaCl, x 2 H,0 440
MgSO, x 7 H,0 370
KH,PO,

FeSO, x 7H,0

MnSO, x 4H,0 22,30
ZnSO, x 7TH,0 8,60
H,;BO;, 6,20

KJ 0,83
NaMoO, x 2H,0 0,25
CuSO, x 5H,0O 0,025
CoCl, x 6H,0 0,025

27,85

Na,EDTA x 2H,0

37,20

Tabela 2. Sastav rastvora vitamina u osnovnoj hranljivoj podlozi (Linsmaier 1 Skoog

1965)

vitamin B, 0,1
vitamin B¢ 0,5
nikotinska kiselina 0,5
glicin 2,0
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U osnovnu hranljivu podlogu su dodavani odgovaraju¢i biljni regulatori rastenja

u zavisnosti od tipa eksperimenta.
Indukcija somatske embriogeneze (SE): 0, 0,5, 1 ili 1,5 mg L' 2.4-D.

Efekat citokinina na formiranje sekundarnih embriona: cisZ, transZ, TDZ ili BAP u

koncentraciji od 1 mg L™

Indukcija de novo organogeneze izdanaka:
* 1 mg L cisz;

*2mg L cisz;

* 1 mg L transZ;

*2 mg L transZ;

*2 mg L' TDZ;

*5mg L' BAP.

UmnoZavanje regenerisanih izdanaka: 0,5 mg L™ BAP.

Oziljavanje izdanaka:
*2 mg L' IBA (indol-3-buterna kiselina);
*4mg L' IBA.

3.3. Gajenje u uslovima in vitro

Sve hranljive podloge, radni instrumenti kao i laboratorijski sudovi su sterilisani
prema standardnim procedurama kulture biljaka in vitro. Rad sa biljnim materijalom

vrSen je u asepti¢nim uslovima u laminarnoj komori (Termovent, Uzice).

In vitro kulture su gajene u komori sa kontrolisanim uslovima na temperaturi od
25 £ 2 °C i fotoperiodu od 16 h svetlosti i 8 h mraka (uslovi dugog dana). Kao izvor
svetlosti koriS¢ene su fluorescentne lampe (“Tesla®, Pancevo) jacine 65W, 4500 K i

gustine svetlosnog fluksa od 47 + 2 pmol m™ s
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3.4. Indukcija somatske embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona in vitro

Izolovani nezreli zigotski embrioni su postavljani u Petri kutije sa po 25 ml
podloge za indukciju somatske embriogeneze. Za svaki tretman je koriS¢eno po 30
eksplantata svakog od Cetiri tipa embriona: T, RK, K ili KK. Eksperiment je ponovljen

tri puta.

Nakon dve nedelje gajenja, nezreli zigotski embrioni koji su u meduvremenu
proklijali, su subkultivisani na svezu podlogu istog sastava i gajeni jo§ Cetiri nedelje.
Formirani primarni somatski embrioni i na njima naknadno razvijeni sekundarni
embrioni su odvajani od bilj¢ica nastalih od poc€etnih eksplantata i subkultivisani na isti
tip podloge. Subkultivacija je dalje vrSena svake Cetiri nedelje na podlozi bez regulatora
rastenja, a nakon godinu dana je kod o¢uvanih embriogenih linija ispitivan potencijal za

sekundarnu embriogenezu.

Novoformirani somatski embrioni su brojani nakon 4, 5, i 6 nedelja gajenja

nezrelih zigotskih embriona na odredjenim podlogama u uslovima in vitro.

Frekvencija SE predstavljena je kao procenat onih eksplantata koji su razvili
najmanje jedan somatski embrion. Intenzitet embriogeneze je izracunat kao [(ukupan
broj formiranih somatskih embriona) / (broj pocetnih eksplantata kod kojih je
indukovana SE)] u svakom tretmanu. Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona
(eng. “Embryo Forming Capacity“, EFC) je predstavljen formulom [(vrednost

frekvencije embriogeneze) x (intenzitet embriogeneze) / 100].

3.4.1. Efekat citokinina na formiranje sekundarnih embriona

Za prouCavanje pojave sekundarne SE pod uticajem citokinina kori§¢eni su
primarni somatski embrioni koji su izolovani sa isklijalih RK zigotskih eksplantata
gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi bez 2,4-D. Po 30 primarnih somatskih embriona
na globularnom (G) 1 kotiledonarnom (K) stadijumu razvi¢a su preneseni na Petri kutije
sa podlogama u koje su dodati odgovaraju¢i citokinini. Primarni somatski embrioni

gajeni na podlozi bez regulatora rastenja koris¢eni su kao kontrola.

47



3. Materijal i metode

Rezultati dobijeni nakon 5 nedelja gajenja su predstavljeni na isti nacin kao kod

primarne SE. Eksperiment je ponovljen 3 puta.

3.4.2. Regeneracija biljaka iz somatskih embriona i njihova aklimatizacija u

uslovima staklene baste

Pojedinaéni sekundarni embrioni u kasnom kotiledonarnom stadijumu su
postavljani vertikalno u staklene sudove zapremine 250 mL sa po 50 mL osnovne
hranljive podloge. Nakon 5 nedelja, dobro razvijene bilj¢ice su prenesene u staklenu
baStu u saksije sa supstratom (60% treset, 20% humus, 20% pesak, v:v:V) gde su gajene
u uslovima visoke vlaznosti. Biljke su se aklimatizovale tokom perioda od dve do Cetiri

nedelje.

3.5. Regeneracija kelerabe putem de novo organogeneze

U cilju indukcije de novo organogeneze izdanaka kod kelerabe kao eksplantati

su koris¢eni odsecci hipokotila, korenova, kotiledona, kao i intaktni klijanci.

U eksperimentima sa odseccima hipokotila, korena ili kotiledona za svaki
tretman je postavljeno po 40 eksplantata istog tipa na Petri kutije sa odgovaraju¢om

podlogom za indukciju de novo organogeneze izdanaka.

U slucaju semena (klijanaca) kao eksplantata, za svaki tretman citokininima
koriSéeno je po 20 epruveta sa odgovaraju¢om podlogom i jednim semenom po

epruveti.

Svi eksperimenti su podrazumevali 1 kontrolne kulture sa odgovaraju¢im
eksplantatima gajenim na osnovnoj hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, a

eksperimenti su ponovljeni 3 puta.

Stepen indukcije de novo organogeneze kao i broj novoformiranih adventivnih
izdanaka odredivan je nakon 6 nedelja. Efikasnost regeneracije, odnosno efekti razli¢itih
citokinina na organogenezu izdanaka za svaki tip eksplantata kvantifikovani su na

osnovu frekvencije regeneracije i prosecnog broja izdanaka. Frekvencija regeneracije
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izdanaka je racunata kao [(broj eksplantata sa izdancima / ukupan broj eksplantata) x
100%], dok je prosecan broj izdanaka po eksplantatu predstavljen kao koli¢nik broja

izdanaka 1 broja eksplantata koji je formirao izdanke.

3.5.1. UmnoZavanje regenerisanih izdanaka

De novo regenerisani izdanci duzine 1 cm, formirani na eksplantatima hipokotila
kao 1 na intaktnim klijancima, pazljivo su odvojeni od kalusa. Najmanje po 25 izdanaka
obe sorte sa svakog citokininskog tretmana je dalje preneto na podlogu za umnozavanje
izdanaka. Nakon cetiri nedelje izraCunat je prosecan broj formiranih bo¢nih izdanaka,

odnosno indeks multiplikacije. Eksperiment je ponovljen tri puta.

3.5.2. Oziljavanje izdanaka i aklimatizacija biljaka u uslovima staklene baSte

Nakon umnozavanja, po 30 izdanaka obe sorte, sa svakog citokininskog
pretretmana, postavljeni su na podloge za oziljavanje u cilju formiranja adventivnih
korenova. Nakon 5 nedelja vijabilne biljke sa dobro razvijenim korenom su skinute sa
podloge i korenovi su isprani od ostatka podloge pod mlazom tekuc¢e vode. Odredivani
su procenat oziljenih izdanaka i fenotipske karakteristike oziljenih izdanaka, odnosno
biljaka (broj korenova po izdanku i duzina korenova, kao 1 visina biljaka). Eksperiment

je ponovljen tri puta.

Po 30 oziljenih izdanaka za svaku sortu je zasadeno u saksije sa supstratom
(60% treset, 20% humus, 20% pesak Vv:v:Vv), i dalje gajeno u staklenoj basti u uslovima
visoke vlaznosti, do potpune aklimatizacije. Potpuna aklimatizacija je ostvarena u

periodu od dve do cetiri nedelje.

3.6. Analiza endogenih biljnih hormona

Nivo endogenih biljnih hormona (citokinini i IAA) odredivan je kod dva tipa
biljnog tkiva. Odsecci hipokotila gajeni 6 nedelja in vitro na hranljivim podlogama sa

citokininima, zajedno sa njihovim de novo regenerisanim izdancima, su oznaceni kao
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“hipokotili sa regenerisanim izdancima* (HRI). Sa druge strane, klijanci gajeni 6
nedelja in vitro na istim tipovima podloga zajedno sa njihovim de novo regenerisanim
izdancima oznaceni su kao “klijanci sa regenerisanim izdancima® (KRI). Eksplantati
hipokotila i intaktni klijanci gajeni 6 nedelja in vitro na hranljivoj podlozi bez regulatora

rastenja koriS¢eni su kao kontrola.

Endogeni biljni hormoni su ekstrahovani po metodi koju su opisali Dobrev i
Kaminek (2002). Ekstrakcija je vrSena tako Sto je 1 g sveze mase biljnog materijala
samleven u avanu u teCnom azotu. Prah je prenet u smesu metanola, mravlje kiseline i

vode (15:1:4, v:v:v), a preciScavanje je vrSeno iz ¢vrste faze.

Detekcija 1 kvantifikacija citokinina je vrSena koriS¢enjem te¢ne hromatografije
pod visokim pritiskom i masene spektrometrije (HPLC/MS) kao $to su opisali Lexa i
saradnici (2003). Koris¢en je LCQ maseni spektrometar sa jonskim trapom (Finnigan
Corp., San José, CA, SAD) koji funkcioniSe u pozitivnom MS2 modu. Kao interni
standardi za konstrukciju kalibracione krive koriS¢eni su odgovarajuéi citokinini
obeleZeni deuterijumom [*H]. Granica detekcije razli¢itih citokinina kretala se izmedu
0,5 1 1 pmol po uzorku. Koncentracije pojedinacnih citokininskih nukleotida odredene
su kao prirast koncentracije odgovaraju¢ih ribozida usled defosforilacije alkalnom

fosfatazom.

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

Odredivanje koli¢ine endogenih biljnih hormona u svakom od tri bioloska

uzorka ponovljeno je po Cetiri puta.
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3.7. HistoloSka analiza

Priprema histoloskih preparata izvrSena je na slede¢i nacin:

Fiksacija uzoraka tokom 72 h na 4 °C u rastvoru FAA (eng. “Formalin — Acetic
Acid — Alchocol*) po Jensen-u (1962):

40% prodajni formalin 10 mL
glacijana sir¢etna kiselina 5 mL
70% etanol 85 mL

Vakumska infiltracija u trajanju od 5 min.

Dehidratacija tkiva u gradijentu koncentarcija etanola (Tabela 3).

Tabela 3. Dehidratacija tkiva

e

50% etanol 3 x 15 minuta

70% etanol 3 x 20 minuta

96% etanol 3 x 20 minuta

100% etanol 3 x 20 minuta
ksilol : 100% etanol =1 : 1 20 minuta
ksilol 15 minuta

Utiskivanje dehidratisanog tkiva u Paraplast (Paraplast I tokom 24 Ccasa,
Paraplast II tokom 48 ¢asova), nakon ¢ega su napravljeni preseci debljine 8 pm
na rotacionom mikrotomu.

Bojenje preseka rastvorom hematoksilina (Tabela 4). Hematoksilinom se u
ljubicasto boje celulozni Celijski zidovi, citoplazma 1 jedra. Rastvor
hematoksilina je pripremljen na slede¢i nacin: 1 gr hematoksilina je rastvoren u
6 ml 100% etanola, a zatim je kap po kap dodavan u 100 ml zasi¢enog rastvora
aluminijum amonijum sulfata. Nakon filtracije, rastvoru je dodato 25 ml
glicerina i 25 ml metanola.

Fotografisanje preparata upotrebom Leitz DMRB svetlosnog mikroskopa (Leica,
Wetzlar, Nemacka).
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Indukcija SE: Za histoloSku analizu upotrebljeni su sekundarni somatski
embrioni BP kelerabe, sorta Becka Plava, na kotiledonarnom stadijumu razviéa koji su

sakupljeni tri dana nakon subkultivacije na osnovnu hranljivu podlogu.

Indukcija de novo organogeneze izdanaka: Za histoloSku analizu de novo

organogeneze izdanaka odabrani su klijanci BP kelerabe, stari 4 nedelje, kod kojih je
doslo do formiranja kalusa i pupoljaka na hranljivim podlogama sa BAP, TDZ, cis- i

trans-Z.

Tabela 4. Bojenje preparata hematoksilinom

==

ksilol I 10 min
ksilol II 10 min
100% etanol 10 min
96% etanol 10 min
70% etanol 10 min
50% etanol 10 min
destilovana voda 10 min
rastvor hematoksilina 10 min
ispiranje u tekucoj vodi 10 min
destilovana voda 5 min
50% etanol 5 min
70% etanol 5 min
96% etanol 5 min
100% etanol 5 min
ksilol I 5 min
ksilol 11 5 min
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3.8. Analiza ploidnosti regenerisanih biljaka

Ploidnost regenerisanih biljaka kelerabe odredena je upotrebom tehnike proto¢ne
citometrije kod listova jednomese¢nih aklimatizovanih biljaka. Testirano je 30 biljaka
sorte BP dobijenih somatskom embriogenezom i po 15 biljaka obe sorte dobijenih de
novo organogenezom iz intaktnih klijanaca. Kao kontrola u svim slu¢ajevima su
upotrebljeni listovi biljaka kelerabe gajenih iz semena u staklenoj basti, a kao spoljasnji
dipoloidni standard korisc¢eni su listovi bele deteline (Trifolium repens L. cv. Milo).
Proto¢na citometrija je izvrSena prema proceduri koju je opisao Otto (1988). Nukleusi
su oslobodeni u 0,1 M limunskoj kiselini sa dodatkom 0,5% rastvora deterdzenta Tween
20. Dobijena suspenzija nukleusa je filtrirana kroz najlonsku membranu sa porama
pre¢nika 30 pm. Zatim je dodat pufer za bojenje koji je sadrzao 4 mg mL™"' DAPI (4',6-
Diamidino-2-fenilindol) boje u 0,4 M rastvoru dinatrijum fosfata. Merenja su vriena na
Partec PAS floucitometru (Partec, Minhen, Nemacka) koriste¢i linearnu skalu. DAPI
boja je ekscitovana UV zracenjem HBO lampe na 358 nm, a emisija plave
fluorescencije na 461 nm je izmerena kroz filter tipa GG 435. Priblizno 7000 nukleusa
je koris¢eno po uzorku i uradjena su najmanje Cetiri ponavljanja. Za izraCunavanje
pozicija GO/G1 maksimuma koriS¢en je Partec FLOMAX softver (Partec, Minhen,

Nemacka).

3.9. Analiza ekspresije gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog ciklusa

Promene u nivou ekspresije tri gena koji ucestvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa
CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1, pracene su kod kelerabe tokom procesa de novo
organogeneze in Vvitro. PovrSinski sterilisana semena kelerabe, sorta BeCka Plava,
postavljena su na osnovnu hranljivu podlogu u koje je dodat po jedan od sledecih
citokinina: 2 mg L™ cisZ, 2 mg L™ transZ, 2 mg L™ TDZ ili 5 mg L™' BAP. Kontrolna
semena su gajena na osnovnoj hranljivoj podlozi bez citokinina. Biljni materijal
(klijanci a zatim 1 biljke sa kalusom i de novo formiranim izdancima) je sakupljan u
odgovaraju¢im vremenskim tackama i to 7, 10, 14, 21, 28 1 35 dana nakon postavljanja
semena na podloge. Tri eksplantata sa istog tretmana su ¢inila jedan uzorak. Svi uzorci

su zaledeni u te¢nom azotu 1 do upotrebe cuvani u zamrzivacu na -70 °C.
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3.9.1. Izolacija ukupne RNK

Izolacija ukupne RNK iz zamrznutog materijala vrSena je po modifikovanoj
metodi Gasica i saradnika (2004). Ekstrakcija je vrSena tako Sto je 0,15 g biljnog
materijala najpre samleveno u avanu u tecnom azotu. Prah je zatim prenet u sterilne
ependorf tubice zapremine 2 mL koje su prethodno ohladene na ledu. Avani sa
samlevenim uzorcima su dodatno isprani sa po 1,3 mL ekstrakcionog pufera (2%
CTAB; 2% PVP; 0,1% DEPC; 25 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCI pH 8; 2 M NaCl; 0,5
g L-1 spermidina; 2% [-merkaptoetanol koji je dodat neposredno pre upotrebe)
prethodno zagrejanog na 60 °C, koji je zatim dodat u ependorf tubice sa prahom. Uzorci
su inkubirani u vodenom kupatilu na 60 °C tokom 15 min uz povremeno meSanje na
vorteksu. U svaki uzorak dodato je po 650 pL smese hloroform : izoamilalkohol (24:1,
V:V) i me$ano na vorteksu tokom 2 min. Nakon centrifugiranja tokom 10 min na 10000 g
na +4 °C, supernatant koji se odvojio u vidu gornje, bezbojne faze, prenet je u nove
ependorf tubice. Postupak sa dodavanjem smeSe hloroform : izoamilalkohol i

centrifugiranjem od 10 min ponovljen je jo$ jednom.

Supernatant zapremine 500 pL odvajan je u nove ependorf tubice zapremine 2
mL, pa je zatim dodato po 166 uL hladnog 7,5 M LiCl. Sadrzaj tubice je meSan

okretanjem tubice gore-dole nekoliko puta i inkunbiran na +4 °C preko no¢i.

Nakon precipitacije, sadrzaj ependorf tubica je centrifugiran tokom 45 min na
12000 g na +4 °C. Supernatant je odstranjen, a talog ispran dodavanjem 300 pL hladnog
70% etanola i zatim susen na vazduhu u laminarnoj komori tokom 5 min. Talog RNK je
rastvoren dodavanjem 80 pL 0,1% DEPC, potom mu je dodato 8 pL. 3M Na-acetata (pH
5,5) 1 220 pL 70% etanola i inkubiran je preko no¢i na -70 °C. Sadrzaj je ponovo
centrifugiran tokom 45 minuta na 12000 g, na +4 °C. Supernatant je odlivan, a talog
susen u laminarnoj komori tokom 10 min i zatim resuspendovan dodavanjem 200 pL

0,1% DEPC, nakon cega je ¢uvan na -70 °C.
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3.9.2. Provera kvaliteta i kvantifikacija izolovane RNK

Kvalitet izolovane RNK proveravan je elektoforezom na agaroznom gelu.
Elektroforeza je vriena na 1,2% agaroznim gelovima sa 0,5 pg mL™" etidijum-bromida u
1 x TBE puferu (Tabela 5), pri konstantnom naponu od 75 V. Elektroforeza RNK se
odvijala u aparatu za horizontalnu elektroforezu BlueMarine 100 (Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Nemacka). Posle zavrSene elektroforeze gelovi su prosvetljivani na
talasnoj duzini od 266 nm i fotografisani u transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel
Explorer, Exton, PA, SAD). Kvalitet RNK odredivan je i spektrofotometrijski (Agilent
8453, Santa Clara, CA, SAD) prema odnosu Aje/Azgo (za Cistu RNK Ajg0/Azsp 1znosi
1,9-2,1).

Kvantitet izolovane RNK izra¢unavan je prema formuli:

[ukupna RNK] =40 ug mL™" x Axg x razblaZenje

Tabela S. Sastav 1 x TBE pufera za elektroforezu RNK

Tris (hidroksimetil) aminometan (Serva) 10,8 g
Borna kiselina (Duchefa) 5,5g
0,5M EDTA (pH 8) 4,0 mL
Etidijum-bromid (Valeant Pharmaceuticals, 0,5 mg
Montreal, Kanada)

wew 7

3.9.3. Precis¢avanje uzoraka RNK od kontaminacije sa DNK

Pre reakcije reverzne transkripcije (RT) po 2 pg totalne RNK iz svakog uzorka
je tretirano DNK-azom (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,

MA, SAD). Ovaj tretman je vrSen u reakcionoj smesi zapremine 10 uL. (Tabela 6).
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Tabela 6. Sastav reakcione smese za tretman DNK-azom

[ emem— e

totalna RNK 2,00 pg

10 x pufer za DNK-azu (Thermo Scientific) 1,00 pL
DNK-aza 1,00 pL

inhibitor RNK-aze (Thermo Scientific, 40 U/ uL) 0,25 uL.
H20 7,75 pL

Ukupna zapremina reakcione smese 10,00 uL

Tretman DNK-azom odvijao se tokom 30 minuta, na 37 °C, a potom je DNK-
aza inaktivirana zagrevanjem uzoraka u koje je dodat po 1 pL EDTA (Thermo

Scientific) na 65 °C tokom 10 minuta.

3.9.4. Reverzna transkripcija (RT)

Reverzna transkripcija RNK u jednolancanu DNK (cDNK) vrSena je u PCR
masini Ependorf Mastercycler nexus gradient (Ependorf AG, Hamburg, Nemacka),
pomocéu RevertAid™ reverzne transkriptaze (Thermo Scientific) i odvijala se u tri
koraka: 25 °C (10 min), 42 °C (60 min) i zatim 72 °C (10 min). Reakciona smesa

zapremine 20 pL sastojala se od komponenti prikazanih u Tabeli 7.

Tabela 7. Sastav reakcione smesSe za reverznu transkripciju

e T B

5 x RT-PCR pufer (Thermo Scientific) 4,0 uL
10 mM dNTP (Applied Biosystems) 2,0 uL
100 uM nasumiéni heksameri (Thermo Scientific) 1,0 uL
inhibitor RNK-aze 0,5 uL
RevertAid " reverzna transkriptaza 1,0 uL
H20 9,0 uL
RNK (0,2 pg uL™) 2,5 uL
Ukupna zapremina reakcione smese 20,0 uL
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Dobijena ¢cDNK je dalje koriS¢ena u PCR reakciji za proveru specificnosti

prajmera, za dobijanje standarda za apsolutnu kvantifikaciju i u qPCR reakciji.

3.9.5. PCR reakcija
PCR reakcije su se odvijale po slede¢em protokolu:

1. Pocetna denaturacija DNK (95 °C, 5 min)
2. 40 ciklusa:
a) Denaturacija (95 °C, 30 s)
b) Vezivanje prajmera (53 °C, 1 min)
c¢) Ekstenzija (72 °C, 1 min)
3. Finalna ekstenzija (72 °C, 10 min)

Sve PCR reakcije sa specificnim prajmerima uradene su pomocéu GeneAmp®
Gold PCR Reagent Kit-a (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA, SAD) i odvijale su se u PCR masini Ependorf Mastercycler nexus
gradient. Svaka PCR reakcija se odvijala u reakcionoj smesi zapremine 25 pL (Tabela

8).

Tabela 8. Sastav reakcione smese za pojedina¢nu PCR reakciju

| Momrmmiconmats [ e

10 x PCR pufer 1,50 uL

25 mM MgCl, 0,75 pL

10 mM dNTP 1,00 uL

SuM Prajmer F 1,25 uLL

5uM Prajmer R 1,25 uL

5U uL™" AmpliTaq Gold® DNK polimeraza 0,25 uL
H20 17,00 uL

¢DNK (0,05 pg pL™) 2,00 uL

Ukupna zapremina reakcione smese 25,00 uL
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Vizualizacija amplifikovanih fragmenata vrSena je pomocu elektoforeze na

agaroznom gelu, ¢iji je opis dat u odeljku 3.9.2.

Sekvence prajmera ("Forward" i "Reverse") koji su kori§¢eni za amplifikaciju
fragmenata gena kelerabe CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 u PCR reakcijama prikazani
su u Tabeli 9. Prajmeri odgovaraju datim genima koji su ukljuceni u ¢elijski ciklus A.
thaliana, a koji se nalaze u bazi podataka GenBank™. Radi provere ujednacenosti
koli¢ine ukupne cDNK, u svim uzorcima, paralelno sa amplifikacijom tri gena ¢elijskog
ciklusa, amplifikovan je i referentni gen za aktin krompira, Solanum tuberosum L.
(POAC58). Prajmeri koris¢eni za amplifikaciju aktinskog gena prikazani su takode u

Tabeli 9.

Tabela 9. Sekvence prajmera koriS¢enih u PCR i qPCR reakcijama

F: 5’-GTACGAGCCAGCGAAACGAA-3’

CDKB2Z:1 | NM_106304 R: 5’>-GCAGCACACTAGAGATATGCTTGA-3’ 170'bp
F: 5°- GCATCGGCGATCTACACTGC-3’
CYCBZ:4 | NM_106281 R: 5’-CCCTGCCTTGTGATGCAAAC-3’ 141 bp
F: 5’-CTCCTCTTTCCTCCTGGCCA-3’
CYCH;1 | NM_122644 125 bp

R: 5’-GTCGTGTGCTCAGAGTTCGG-3’

F: 5-TGTTGGACTCTGGTGATGGTG-3'

POACS8 | X55749 R: 5-AGTAACCACGCTCAGTGAGGA3' 141 bp

Specifi¢nost prajmera potvrdena je uporedivanjem dobijene duzine amplikona sa
ocekivanim duzinama RT-PCR produkata dobijenih nakon gel elektroforeze (Dmitrovié¢

1 sar. 2015) 1 analizom krive topljenja posle qPCR reakcije.

Produkti RT-PCR amplifikacije za sva 4 gena, koji su dobijeni upotrebom
specifiénih prajmera kod kelerabe, izolovani su sa agaroznog gela. Sekvenciranje
dobijenih produkata je izvrSeno od strane Macrogen Inc (Amsterdam, Holandija) radi

provere stepena homogolije sa sekvencama odgovarajucih gena iz A. thaliana, odnosno
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krompira. Za uporedivanje sekvenci koriS¢en je softver Geneious RS

(http://www.geneious.com, Kearse i sar. 2012) i BLAST (eng. “Basic Local Aligmment

Search Tool*) metoda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.9.6. Standardi za apsolutnu kvantifikaciju ekspresije gena

Za apsolutnu kvantifikaciju ekspresije gena napravljeni su standardi od cDNK
fragmenata svakog od cetiri gena amplifikovanih pomocu klasi¢énih PCR reakcija sa
specificnim prajmerima iz Tabele 9.

Fragmenti cDNK su izolovani sa agaroznog gela koriste¢i GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific) prema metodi Boom-a i saradnika (1990) koja se

satoji iz sledecih koraka:

e Odsecanje traka na gelu, koje su bile uocljive pri UV osvetljenju, i ubacivanje u

ependorf tubice, u koje je dodat vezujuci pufer u odnosu 1:1 (v:m).

¢ Inkubacija sadrzaja u ependorf tubicama u vodenom kupatilu na 56 °C tokom

10 min do potpunog rastvaranja.

e Dodavanje 100% izopropanola sadrzaju u ependorf tubicama u odnosu 1:2 (V:v).
Nakon snaznog mesSanja, sadrzaj je sipan u kolone za filtriranje i centrifugiran
(11000 g, 1 min). Dobijeni filtrat je odstranjen nakon ¢ega je dodato je 700 puL

pufera za ispiranje.

e Centrifugiranje (11000 g, 1 min) nakon ¢ega su filtrati odstranjeni, a ependorf
tubice sa kolonama su ponovo centrifugirane kako bi se kompletno odstranili

ostaci pufera za ispiranje.

e Prebacivanje sadrzaja u nove ependorf tubice u koje je dodato 50 pL elucionog
pufera i centrifugiranje tokom 1 min na 11000 g. Dobijeni filtrati, koji su

sadrzali produkte RT-PCR amplifikacije iz agaroznog gela, su ¢uvani na -20°C.

Kvantitet preciS¢enih ¢cDNK fragmenata odredivan je na spektrofotometru

Agilent 8453 i izraCunavan prema formuli:
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[ukupna DNK] = 50 pg mL™" x A,¢ nm x razblaZenje

Nakon spektrofotometrijske kvantifikacije, izracunat je broj DNK kopija

(http://endmemo.com/bio/dnacopynum.php) i napravljena je serija razblaZzenja za sve

amplifikovane gene (od 10° do 10” kopija DNK po 1 pL). Za qPCR reakciju uzimano je

po 1 uL standarda za svaki gen.

3.9.7. Kvantitativna PCR reakcija (qPCR)

gPCR reakcija sa cDNK kelerabe se odvijala u smesi finalne zapremine 25 pL
(Tabela 10), pri ¢emu su koriS¢eni prajmeri iz Tabele 9. q-PCR analiza je radena
pomo¢u Maxima SYBR Green/ROX Kit-a (Thermo Scientific) po uputstvima
proizvodaca. Maxima SYBR Green/ROX Master Mix je smesa DNK polimeraze (Taq),
dNTP-ova, fluorescentno zelene boje SYBR Green I i referentne boje ROX u
odgovaraju¢em PCR puferu. DNK polimeraza Taq rastvorena u puferu daje osetljivu i
specificnu PCR amplifikaciju. Boja SYBR Green I osigurava detekciju, a samim tim 1
analizu DNK. Boja ROX je pasivna referentna fluorescentna boja koja sluzi za
normalizaciju varijacija izmedu reakcija kao i greSaka u pipetiranju. Ova boja se ne

vezuje za DNK i1 ima konstantnu fluorescenciju tokom reakcije.

Tabela 10. Sastav smeSe za pojedinacnu q-PCR reakciju

[ e e

SYBR Green I Master Mix 12,5 pL.

5 uM Prajmer F 1,5 uL

5 uM Prajmer P 1,5 uL

H20 7,0 uL

¢DNK (12,5 ng uL™) 2,5 uL
Ukupna zapremina reakcione smese 25,0 uL

Sve qPCR reakcije su se odvijale po sledecem protokolu:

1. Pocetna denaturacija cDNK (95 °C, 5 min)
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2. 40 ciklusa:
a) Denaturacija (95 °C, 30 s)
b) Vezivanje prajmera (56 °C , 1 min za CDKB2;1, odnosno 53 °C, 1 min za
CYCB2;4, CYCH;1 i PoAc58)
¢) Ekstenzija (72 °C, 1 min)
3. Finalna ekstenzija (72 °C, 10 min)
4. Analiza krive topljenja

Sve qPCR reakcije uradene su u tri tehnicka ponavljanja u aparatu ABI PRISM
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

3.9.8. Analiza podataka u qRT-PCR metodi

SYBR Green boja je nakon vezivanja za dvolancanu DNK uzorka emitovala
karakteristian fluorescentni signal koji je detektovan pomocu qPCR aparata. Ct
(“threshold cycle”) vrednost, tj. broj ciklusa u kome je fluorescencija uzoraka dostizala
prag “fluorescentnog Suma” koji je poticao od nespecifi¢ne fluorescencije, odredivana

je automatski, pomocu programa 7000 System SDS Software.

Standardne krive, koje pokazuju zavisnost Ct vrednosti od logaritma broja
kopija matrice u standardnim razblaZenjima, kori$¢ene su za izraCunavanje broja kopija
transkripta u uzorcima. Koris¢enjem metode AACt odredena je relativna kvantifikacija
koli¢ine transkripata u uzorcima kelerabe koji su bili tretirani citokininima u odnosu na

kontrolu, za svaku vremensku tacku.

Tacke topljenja amplikona (Tm) su definisane kao temperature na kojima je
prelaz iz dvolancane u jednolancanu formu najbrzi. Analiza krive topljenja je posluzila

za analizu specificnosti amplifikacije odgovarajucih gena kod ispitivanih uzoraka.

3.10. Statisticka obrada podataka i graficko predstavljanje rezultata

Numeri¢ki podaci su obradeni primenom racunarskog programa SAS Version

9.0 (SAS Institute, 2002. SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC.). Za odredivanje
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statistiCki znacCajnih razlika izmedu srednjih vrednosti koriS¢ena je analiza varijanse
(ANOVA) i LSD (eng. “Least Significant Difference®) test za utvrdivanje statisticki

znacajnih razlika na nivou p < 0,05.

Podaci izrazeni u procentima su angularno transformisani u cilju statisticke
obrade i reverzno transformisani inverznom funkcijom radi tabelarnog ili grafickog

prikaza.

Graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomocu racunarskog programa
Origin 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, SAD). Srednje vrednosti
prikazane su sa odgovaraju¢om standardnom greSkom. Na graficima su prikazani i
rezultati analiza statisticke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti i to slovima.
Istim slovima su oznaCene vrednosti koje se medusobno statisticki znacajno ne

razlikuju.

3.10.1. Indukcija somatske embriogeneze

Prilikom obrade podataka dobijenih iz eksperimenata vezanih za indukciju
somatske embriogeneze koriS¢ena je dvofaktorijalna ANOVA, gde su analizirani faktori

bili tip eksplantata i podloga za indukciju.

3.10.2. Regeneracija kelerabe putem de novo organogeneze

U obradi rezultata koji se odnose na de novo organogenezu izdanaka, ukljucujuci
i endogeni sadrzaj citokinina i IAA, koriS¢ena je dvofaktorijalna ANOVA gde su tip
eksplantata i1 tretman predstavljali analizirane faktore. Dvofaktorijalna ANOVA je
takode koriS¢ena prilikom analize podataka dobijenih u eksperimentu oZiljavanja
regenerisanih izdanaka, gde su sastav podloge za indukciju izdanaka i primenjena
koncentracija IBA bili faktori. Za obradu podataka ustanovljenih tokom eksperimenta
umnozavanja regenerisanih izdanaka, upotrebljena je jednofaktorijalna ANOVA, a kao

faktor je analizirana samo podloga za indukciju de novo izdanaka.
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3.10.3. Analiza ekspresije gena ukljucenih u ¢elijski ciklus

Dvofaktorijalna ANOVA je koriS¢ena prilikom obrade podataka detektovanih
tokom pracenja ekspresije gena Celijskog ciklusa. Analizirane faktore u slucaju
relativnih vrednosti transkripata CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1 gena predstavljali su
vremenski interval 1 tip tretmana, dok su za obradu podataka kod apsolutnh kontrolnih

vrednosti faktori bili vremenski interval i dati geni.
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4. REZULTATI

4.1. Somatska embriogeneza

4.1.1. Formiranje somatskih embriona

Za indukciju somatske organogeneze kod kelerabe koris¢eni su nezreli zigotski
embrioni u razliitim stupnjevima razvica: torpedo, rani kotiledonarni, kotiledonarni 1
kasni kotiledonarni. Pocetni eksplantati su gajeni na podlogama sa razli¢itim

koncentacijama 2,4-D, kao i na osnovnoj hranljivoj podlozi.

U toku cetiri nedelje gajenja na osnovnoj hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja, nezreli zigotski embrioni BP kelerabe u ranom kotiledonarnom (Slika 8a),
kotiledonarnom i kasnom kotiledonarnom stadijumu razvili su se u bilj¢ice duzine od
1,5 do 3 cm sa dobro definisanim korenovima i izduzenim hipokotilima, nose¢i na
svojoj povrSini novoformirane primarne somatske embrione. Nasuprot njima,
eksplantati u torpedo stadijumu su isklijali u defektne bilj¢ice sa kratkim 1 debelim
hipokotilima, zavijenim listovima 1 sa blagim kalusnim proSirenjem u bazi hipokotila.
Ove bilj¢ice su takode na svojoj povrsini nosile novoformirane somatske embrione. To
je ukazalo da je kod svih tipova pocetnih eksplantata gajenih na osnovnoj hranljivoj

podlozi doslo do spontane pojave somatskih embriona (Tabela 11).

Prisustvo 2,4-D u podlozi dovelo je do nepravilnog razvoja i deformacije svih
eksplantata nevezano za njihov stadijum razvi¢a. Na niZim koncentracijama 2,4-D (0,5
mg L'l) eksplantati su bili deformisani, sa uocljivom radikulom i pojavom kalusa u
osnovi kratkih 1 zadebljalih hipokotila. Stepen deformisanosti eksplantata rastao je sa
povecanjem koncentracije 2,4-D do kompletne malformacije eksplantata gajenih na 1,5
mg L™ 2,4-D. Somatski embrioni su se formirali i na eksplantatima gajenim na 2,4-D,
ali sa manjom ucestalos¢u u odnosu na one gajene na podlozi bez biljnih regulatora

rastenja (Tabela 11).
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U skoro svim slucajevima, somatski embrioni su se formirali direktno na

eksplantatu bez posredne kalusne faze (Slika 8b). Kompaktan kalus se mogao uociti

samo kod manjeg broja eksplantata gajenih na veéim koncentracijama 2,4-D.

Slika 8. Indukcija somatske embriogeneze kod nezrelih zigotskih embriona kelerabe,
sorta BeCka Plava, gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi. (a) Nezreli zigotski embrion
u ranom kotiledonarnom stadijumu, bar = 0,3 mm; (b) Globularni embrioni formirani
na povrsini eksplantata, bar = 0,8 mm; (c) primarni somatski embrioni u razli¢itim
stadijumima razvica nakon Cetiri nedelje gajenja, bar = 3 mm; (d) zreli kotiledonarni
somatski embrion, bar = 1,5 mm,; (e) Isklijali primarni somatski embrion, bar = 3 mm.

Primarni somatski embrioni u globularnom stadijumu razvi¢a su se formirali
nakon razli¢itog vremenskog perioda gajenja pocetnih eksplantata na podlozi bez
regulatora rastenja, tako da su se kod KK javili nakon 7 dana, kod K nakon 10 dana, kod
RK nakon 12 i kod T nakon 18 dana gajenja. Novoformirani embrioni bili su svetlo
zelene boje i lako su se razaznavali na povrSini eksplantata (Slika 8b). Do kraja 28.
dana, globularni somatski embrioni na eksplantatima su se razvili do razli¢itih stadijuma
razvia (Slika 8c,d). U skoro svim slucajevima, somatski embrioni su formirani
direktno na eksplantatu bez posredne kalusne faze. Kompaktan kalus se mogao uoditi

samo kod manjeg broja eksplantata gajenih na ve¢im koncentracijama 2,4-D.
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Razli¢ite koncentracije 2,4-D, u hranljivim podlogama su imale statisti¢ki
znaCajan uticaj na frekvenciju somatske embriogeneze nakon cetiri nedelje gajenja
eksplantata u kulturi (Tabela 11). Takode, postojala je interakcija koncentracije 2,4-D i
stadijuma razvic¢a pocetnih eksplantata u indukciji somatske embriogeneze. Najbolji
odgovor kod sva Cetiri tipa eksplantata je zabelezen kada su bili gajeni na hranljivoj
podlozi bez biljnih regulatora rastenja, pri ¢emu je najveca frekvencija somatske
embriogeneze nakon Cetiri nedelje dobijena kod eksplantata u ranom kotiledonarnom
(80,7%) 1 kotiledonarnom (74,6%) stadijumu. Dodavanje auksina 2,4-D u hranljivu
podlogu imalo je inhibitorni efekat na somatsku embriogenezu, snizavajuci frekvenciju

somatske embriogeneze na 0-19 %.

Oba analizirana faktora, koncentracija 2,4-D 1 stadijum razviéa pocetnih
eksplantata, znacajno su uticali i na intenzitet somatske embriogeneze, a postojala je i
interakcija izmedu njih (Tabela 11). Najveci prosecan broj primarnih somatskih
embriona po eksplantatu nakon cetiri nedelja gajenja na osnovnoj hranljivoj podlozi
zabelezen je za rani (8,2) i kasni kotiledonarni (7,5) stadijum. Eksplantati gajeni na

podlozi sa 2,4-D su imali znacajno manji intenzitet embriogeneze.

I nakon 5 nedelja gajenja u kulturi, oba faktora su imala uticaj na frekvenciju
somatske embriogeneze, ali nakon 6 nedelja, efekat stadijuma razvi¢éa pocetnih

eksplantata je izostao (Tabela 11).

Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona, koji odrazava kumulativni
efekat frekvencije i intenziteta somatske embriogeneze, pokazao je da je embriogeni
odgovor nezrelih embriona gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi zavisio 1 od duzine

perioda gajenja i od stadijuma razvica pocetnih eksplantata (Grafik 1).
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Grafik 1. Efekat vremena gajenja i stadijuma razvica pocetih eksplantata na embriogeni
odgovor nezrelih zigotskih embriona kelerabe, sorta BeCka Plava, gajenih na osnovnoj
hranljivoj podlozi. Za svaku vremensku tacku, izraCunata je srednja vrednost = S.E. za
tri nezavisna ponavljanja.

U svakoj tacki vremena, vrednosti indeksa su se statisticki znacajno razlikovale
za sve testirane pocetne eksplantate u razli¢itim stadijumima razvi¢a. Na osnovu
vrednosti datog indeksa, zigotski embrioni u ranom kotiledonarnom stadijumu su se

pokazali kao najefikasniji eksplantati za indukciju somatske embriogeneze.

Vecina primarnih somatskih embriona formirana je u zoni hipokotila, bez obzira
na pocetni stadijum razvic¢a zigotskih embriona koji su koriS¢eni kao eksplantati, ili
upotrebljene hranljive podloge (Grafik 2). Formiranje somatskih embriona bilo je
manje izrazeno na kotiledonima i korenu, osim kod eksplantata u torpedo stadijumu
gajenih na 1,5 mg L' 2,4-D gde su svi somatski embrioni bili formirani u zoni korena.
Somatski embrioni regenerisani iz hipokotila su se brZe razvijali od onih regenerisanih

iz kotiledona ili korena.
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Grafik 2. Udeo somatskih embriona formiranih na razli¢itim delovima isklijalih
pocetnih eksplantata, sorta BeCka Plava, gajenim na razli¢itim koncentracijama 2,4-D.

Procenat klijanja primarnih embriona na osnovnoj hranljivoj podlozi bio je
100%. Isklijali embrioni su imali dobro razvijen koren i kotiledone (Slika 8¢). Kod
veoma malog broja somatskih embriona dosSlo je do pojave fascijacije, odnosno
srastanja veceg broja embriona; ovi somatski embrioni su formirali deformisane

bilj¢ice.

4.1.2. Sekundarna somatska embriogeneza

Sekundarni embrioni su se spontano formirali na primarnim somatskim
embrionima kelerabe nakon pet nedelja gajenja inicijalnih zigotskih eksplantata na
osnovnoj hranljivoj podlozi (Slika 9a i b). Najbolji odgovor dobijen je kod eksplantata
u ranom kotiledonarnom stadijumu, dok je kod onih u stadijumu torpeda zabelezena
najniza frekvencija sekundarne somatske embriogeneze (Tabela 12). Kod sekundarne
somatske embriogeneze, pojava fascijacije (Slika 9c) dostigla je frekvenciju od 7%, Sto
je znacajno vise u odnosu na primarnu somatsku embriogenezu. Pojedina¢ni sekundarni
embrioni su izolovani sa primarnih i preneti na svezu hranljivu podlogu bez regulatora

rastenja, gde je 100% embriona isklijalo a 96% se razvilo u bilj¢ice. Na razvijenim
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bilj¢icama su se formirali novi somatski embrioni. Kultura sekundarnih somatskih

embriona se kontinuirano odrzavala subkultivacijom svake Cetiri nedelje.

Slika 9. Spontana pojava sekundarne somatske embriogeneze na primarnim somatskim
embrionima kelerabe, sorta Becka Plava, gajenim na osnovnoj hranljivoj podlozi. (a)
Sekundarni embrion u kotiledonarnom stadijumu (strelica) formiran na hipokotilu
isklijalog primarnog embriona 5 nedelja nakon postavljanja nezrelih zigotskih embriona
na podlogu, bar = 3 mm; (b) Vec¢i broj sekundarnih somatskih embriona (strelica)
formiranih na bilj¢ici razvijenoj iz primarnog embriona, bar = 4 mm; (c¢) Pojava
fascijacije sekundarnih somatskih embriona, bar = 3 mm.

Tabela 12. Spontana sekundarna embriogeneza na primarnim somatskim embrionima
kelerabe, sorta Becka Plava, nakon pet nedelja gajenja nezrelih zigotskih eksplantata na
osnovnoj hranljivoj podlozi

Torpedo 41,28+ 1,06 ¢ 1,42+ 0,29 ¢ 0,59
Rani

kotiledonarni 73,85+0,53 a 8,17+1,32a 6,03
Kotiledonarni 67,09 £0,51b 6,81 £ 0,67 ab 4,57
Kasni

kotiledonarni 60,63 £0,48 b 6,16+0,94b 3,73

Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost = S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeleZene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

* Frekvencija embriogeneze: procenat eksplantata koji su formirali najmanje jedan somatski embrion.

" Intenzitet embriogeneze: srednja vrednost broja sekundarnih somatskih embriona formiranih po primarnom
somatskom embrionu.

" EFC: Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona, izradunat kao [(frekvencija embriogeneze) x (intenzitet
embriogeneze) / 100].
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Nakon 12 subkultivacija, potencijal za sekundarnu embriogenezu kod
embriogenih linija poreklom od sva 4 tipa zigotskih eksplantata ostao je visok. Najvisi
intenzitet sekundarne somatske embriogeneze za period od 5 nedelja je zabeleZen kod
embriogenih linija koje su vodile poreklo od pocetnih eksplantata u ranom

kotiledonarnom stadijumu i iznosio je 30,4 (Grafik 3).

35

Broj sekundarnih somatskih embriona po eksplantatu

torpedo " rani kotiledonarni  kasni
kotiledonarni kotiledonarni

Embriogena linija

Grafik 3. Embriogeni potencijal jednogodisnjih embriogenih linija kelerabe, poreklom
sa razlicitih zigotskih eksplantata, gajenih na osnovnoj hranljivoj podlozi. Embriogeni
potencijal je izrazen kao proseCan broj novoformiranih embriona nakon 5 nedelja
gajenja pojedinacnih embriona, uzetih iz kultura starih godinu dana, na osnovnoj
hranljivoj podlozi. Rezultati predstavljaju srednju vrednost = S.E. (n = 3); razlicita slova
ukazuju na statisticki znacajnu razliku izmedu srednjih vrednosti prema LSD testu, na
nivou znacajnosti p < 0,05.

4.1.3. Efekat citokinina na formiranje sekundarnih embriona

U cilju testiranja efekta razliCitih citokinina na formiranje sekundarnih
embriona, kao eksplantati su koriS§¢eni primarni somatski embrioni u globularnom i

kotiledonarnom stadijumu, poreklom od RK zigotskih embriona. Oni su preneSeni na
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podloge u koje je dodato po 1 mg L' jednog od ¢etiri razli¢ita citokinina. Sekundarni
somatski embrioni su detektovani nakon nedelju dana, a formirali su se putem direktne
somatske embriogeneze bez formiranja kalusa. Bez obzira na upotrebljeni citokinin,
sekundarni somatski embrioni su se uglavnom formirali na hipokotilima, slicno kao kod

primarne somatske embriogeneze.

Nakon pet nedelja gajenja somatskih embriona na podlozi sa citokininima, na
frekvenciju sekundarne embriogeneze znaCajno je uticao kako stadijum razvica
eksplantata tako 1 upotrebljeni citokinin, pri ¢emu nije bilo interakcije izmedu
navedenih faktora (Tabela 13). Frekvencija embriogeneze je varirala od 80,7% (TDZ i
BAP) do 100% (osnovna hranljiva podloga) kada su kao eksplantati koriS¢eni primarni
somatski embrioni u kotiledonarnom stadijumu. Eksplantati u globularnom stadijumu su
imali manje izrazen embriogeni odgovor, pri ¢emu su najveée vrednosti frekvencije
dobijene na hranljivoj podlozi obogacenoj sa cisZ (90,7%) i osnovnoj hranljivoj podlozi

(73,8%).

Tabela 13. Efekat razlicitih citokinina na indukciju sekundarne somatske embriogeneze
kod primarnih embriona kelerabe, sorta Becka Plava, nakon 5 nedelja gajenja

Globularni 0 73,79 £ 0,47 cd 10,89 + 2,88 ab 8,04
cisZ 1 90,72 + 2,43 be 496+1,25b 4,49

transZ 1 60,58 £1,46d 8,94 + 3,47 ab 5,41

TDZ 1 67,13 £0,52 cd 8,652,771 ab 5,81

BAP 1 67,13 +£0,52 cd 497+1,35b 3,34
Kotiledonarni 0 100,00 + 0,00 a 13,48+ 1,89 a 13,48
cisZ 1 98,04 + 1,89 ab 1252 +271 a 12,27

transZ 1 89,75 +3,15bc 9,27+ 1,48 ab 8,32

TDZ 1 80,71+ 0,14 cd 10,44 + 1,63 ab 8,43

BAP 1 80,71 £ 0,14 cd 8,66 + 2,06 ab 6,99

Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost = S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

* Frekvencija embriogeneze: procenat eksplantata koji su formirali najmanje jedan somatski embrion.

" Intenzitet embriogeneze: srednja vrednost broja sekundarnih somatskih embriona formiranih po primarnom
somatskom embrionu.

" EFC: Indeks kapaciteta formiranja somatskih embriona, izratunat kao [(frekvencija embriogeneze) x (intenzitet
embriogeneze) / 100].
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Stadijum razvic¢a primarnih somatskih embriona znacajno je uticao na prosecan
broj sekundarnih embriona, ali tip primenjenog citokinina, primenjenog u datoj
koncentraciji, nije (Tabela 13). Takode, interakcije izmedu ova dva faktora nisu

postojale.

4.1.4. Histoloska analiza

Histoloska analiza je radena kod sekundarnih somatskih embriona u
kotiledonarnom stadijumu razvi¢a, tri dana nakon njihovog prenoSenja na svezu
osnovnu hranljivu podlogu. HistoloSkom analizom su uocCene Ccelijske deobe u
spoljasnjem celijskom sloju hipokotiledonarnog regiona. Kontinualne deobe u ovom
podru¢ju su dovele do formiranja malih globularnih promeristemskih struktura,

najverovatnije jednocelijskog porekla (Slika 10a).

U novoformiranim kompaktnim masama mogle su se jasno uociti ¢elije u
intenzivnoj deobi sa gustom citoplazmom 1 upadljivim jedrima (Slika 10b). Daljim
umnozavanjem Celija doSlo je do formiranja globularnih embriona koji su bili jasno
definisani u odnosu na okolno tkivo (Slika 10c). Takode, globularni embrioni su se
odlikovali jasno diferenciranim protodermisom i uzanim bazalnim spojem sa

materinskim tkivom (Slika 10d).

Dalje razvie globularnih embriona dovelo je do formiranja embriona u
stadijumu srca kod kojih su se mogli uociti protodermis i zona ¢elija u deobi ispod

protodermisa (Slika 10e).

Embrioni u stadijumu torpeda (Slika 10f) su ispoljavali bipolarnu organizaciju,
sa korenovim vrhom na bazalnom polu i vthom izdanka na apikalnom polu, a takode se
moglo uociti 1 karakteristicno provaskularno tkivo. Embrioni na kotiledonarnom
stadijumu (Slika 10g) su imali po dve kotiledonu slicne strukture, sli¢no onim kod
zigotskih embriona biljke, kao 1 dobro razvijen meristem izdanka na apikalnom polu

(Slika 10h).
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Slika 10. Histoloska analiza sekundarne somatske embriogeneze kod kelerabe, sorta
Becka Plava, indukovane na osnovnoj hranljivoj podlozi. (a) Promeristemska struktura
(strelica) formirana u protodermisu hipokotila eksplantata, bar = 16 um; (b) linicijalna
faza formiranja proembriona (Strelica) sa gusto obojenim meristemskim ¢elijama Sto
ukazuje na intenzivne celijske deobe, bar = 25 pum; (c¢) Globularni embrion (strelica)
jasno izdvojen u odnosu na okolno tkivo, bar = 40 um; (d) Odvajanje globularnog
embriona kod kojeg je diferenciran protodermis (strelica), bar = 50 um; (e) Srcasti
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embrion sa protodermisom (gornja strelica) i zonom ¢elija koje se dele (donja strelica),
bar = 50 pum; (f) Stadijum kasnog torpeda sa definisanim apikalnim meristemom
izdanka (mi), meristemom korena (mK), i provaskularnim tkivom (vt), bar =200 pm; (g)
Kotiledonarni somatski embron (k, kotiledon; mi, apikalni meristem izdanka; mk,
meristem korena), bar = 200 pum; (h) Uzduzni presek embriona u kotiledonarnom
stadijumu razvi¢a sa dobro razvijenim apikalnim meristemom izdanka (mi), bar = 80
pum.

Meristemske celije su se mogle prepoznati po tamno obojenoj citoplazmi i
velikim jedrima, suprotno od svetle citoplazme ispunjene vakuolama kod vecéine
embrionalnih ¢elija. U grupacijama somatskih embriona mogli su se uociti razliciti
razvojni stadijumi, ukazuju¢i na nesinhronizovano razvi¢e. Embrioni u kasnijim
stadijumima razvica (rani kotiledonarni i kotiledonarni) su se mogli lako osloboditi od
okolnog tkiva. Nije postojala vaskularna veza izmedu materinskog tkiva i embriona koji

se razvijaju. Formiranje embriona se najverovatnije odvijalo putem direktne

embriogeneze, s obzirom na to da kalus nije bio uocen.

4.1.5. Aklimatizacija i analiza ploidnosti regenerisanih biljaka

Nakon $to su sekundarni embrioni vertikalno postavljeni na osnovnu hranljivu
podlogu u tegle od 250 ml, 96% embriona se spontano razvilo u mlade bilj¢ice. Vecina
biljaka razvijenih iz somatskih embriona se nije razlikovala od kontrolnih biljaka.
Dobro razvijene biljke (Slika 11a) su posadene u zemlju i nakon mesec dana
aklimatizacije stepen prezivljavanja iznosio je 72,5%. Biljke su imale normalnu
morfologiju i razvile su zadebljanje na stablu u roku od 4 meseca (Slika 11b i ¢). Nakon
10 meseci gajenja u staklenoj basti biljke su procvetale a zatim i formirale mahune

(Slika 11d).

Protoc¢na citometrija sprovedena na aklimatizovanim biljkama pokazala je da je
96,7% analiziranih regenerisanih biljaka bilo diploidno, $to je ukazalo na to da kod

vecine regenerisanih biljaka kelerabe nije doslo do remecenja ploidnosti.
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Slika 11. Aklimatizacija biljaka kelerabe, sorta Becka Plava, regenerisanih putem
somatske embriogeneze. (a) Bilj¢ica razvijena iz sekundarnog somatskog embriona; (b)
Aklimatizovana biljka normalne morfologije; (c) Zadebljanje formirano debljanjem
tkiva donjeg regiona stabla; (d) Biljka kelerabe u cvetu i stvaranje mahuna nakon 10
meseci gajenja u staklenoj basti.

4.2. Regeneracija biljaka kelerabe putem organogeneze

Regeneracija biljaka kelerabe, sorte Becka Plava i Becka Bela, odvijala se putem
indirektne de novo organogeneze izdanaka kod kojih je zatim indukovano formiranje

adventivnih korenova.

De novo regeneracija izdanaka na hranljivim podlogama sa pojedina¢nim
citokininima (cisZ, transZ, BAP i TDZ) je pracena kod razlicitih tipova eksplantata
(Slika 12).
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Slika 12. Shematski prikaz regeneracije biljaka kod dve sorte kelerabe, Becka Plava i
Becka Bela putem organogeneze iz razliCitog pocetnog biljnog materijala. Uspesna
regeneracija izdanaka de novo postignuta je iz odsecaka hipokotila i intaktnih klijanaca,
ali su se oziljene kao i aklimatizovane biljke dobijene samo iz izdanaka regenerisanih iz

intaktnih klijanaca.

4.2.1. Regeneracija iz odsecaka korena i kotiledona

Kod odsecaka korenova gajenih u prisustvu egzogeno dodatih citokinina doslo je

najpre do njihovog izduZivanja i grananja, a zatim 1 do formiranja rastresitog Zuc¢kastog

kalusa na mestima grananja. Pupoljci su se pojavili samo na podlozi sa 2 mg L' cisZ

(0,56%) kod BP (Slika 13), odnosno sa 2 mg L™ transZ (0,28%) kod BB.

Slika 13. Indirektna organogeneza iz odsecaka korena kelerabe, sorta Becka Plava,

nakon 6 nedelja gajenja na podlozi sa 2 mg L™ cisZ.
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Odsecci kotiledona su tokom gajenja na podlogama obogac¢enim citokininima
zadebljali 1 porasli, a indirektna organogeneza je bila inicirana samo na ivicama
kotiledona. Sli¢no kao kod korenova, regenerativni odgovor je bio slab tako da je nakon
6 nedelja gajenja regeneracija dobijena jedino kod sorte BP na hranljivoj podlozi sa 2
mg L™ TDZ (1%). Eksplantati na ostalim citokininskim tretmanima, kao i eksplantati

gajeni na kontrolnoj podlozi su vremenom nekrozirali.

Usled slabog regenerativnog odgovora, ova dva tipa eksplantata iskljucena su iz

daljih istrazivanja.

4.2.2. Regeneracija iz odsec¢aka hipokotila i intaktnih klijanaca

Nakon 6 nedelja gajenja na hranljivim podlogama sa citokininima odsecci
hipokotila obe sorte bili su okarakterisani debljanjem i pojavom rastresitog svetlo
zeleno-zutog kalusa. Procenat kalusa na kojima je doslo do pojave pupoljaka se kretao
do 4% kod BP (Slika 14a, Tabela 14) i do 7% kod BB (Slika 14b, Tabela 15). Kalusi

su se formirali kako na ivicama tako i duz odsecaka hipokotila.

Organogeni odgovor u kontrolnim odse¢cima hipokotila gajenim na podlozi bez
regulatora rastenja izostao je i nakon 6 nedelja kada je doSlo do pojave nekroze i

propadanja eksplantata.

Intaktni klijanci koji su koris¢eni kao pocetni materijal za regeneraciju biljaka
kelerabe putem organogeneze su dobijeni isklijavanjem semena na podlogama sa
razli¢itim citokininima. Klijavost semena je bila 100%. Razvijeni klijanci su dalje
tretirani kao eksplantati za regeneraciju de novo izdanaka. Nakon dve nedelje doslo je
do formiranja kalusa u osnovi stabla klijanaca (Slika 14c), i to kod 100% klijanaca na
podlogama sa TDZ, odnosno BAP, i do 96% na podlogama sa zeatinom. Nedelju dana
nakon formiranja kalusa na njima je uocena regeneracija pupoljaka (Slika 14d).
Frekvencija regeneracije dostigla je vrednosti od 50% kod BP (Tabela 14) 1 60% kod
BB (Tabela 15) nakon 6 nedelja gajenja.
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Slika 14. Indirektna organogeneza iz odsecaka hipokotila i intaktnih klijanaca kelerabe
gajenih na hranljivoj podlozi za indukciju regeneracije. (a) Formiranje pupoljka na
odsecku hipokotila, sorta Be¢ka Plava (BP), gajenog 6 nedelja na podlozi sa 2 mg L™
cisZ; (b) Eksplantat hipokotila sorte Becka Bela, gajen 6 nedelja na hranljivoj podlozi
obogacenoj sa 2 mg L™ transZ, sa formiranim kalusom i regenerisanim pupoljcima; (c)
Formiranje kalusa u osnovi hipokotila BP klijanca, nakon dve nedelje gajenja na
podlozi sa 5 mg L' BAP; (d) Regeneracija izdanaka kod BP klijanca nakon 6 nedelja
gajenja na podlozi sa 5 mg L™ BAP; k — kalus, p — pupoljak.

Semena gajena na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja su se razvila u biljke
na kojima nije doslo do formiranja kalusa ni nakon 6 nedelja. Takode, ove biljke su
imale dobro razvijen korenov sistem, za razliku od biljaka tretiranih TDZ i BAP kod

kojih je izostalo formiranje korena ili je koren zakrzljao.

De novo organogeneza izdanaka se nije odvijala u isto vreme na svim
eksplantatima. Razli¢iti stadijumi razvi¢a izdanaka mogli su se uociti medu razli¢itim
eksplantatima, kao i1 na istom eksplantatu (Slika 14d). Uopste, izdanci formirani de
novo iz intaknih klijanaca bili su vijabilni u poredenju sa onima regenerisanim iz

odsecaka hipokotila koji su se slabo razvijali.
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Tabela 14. Efikasnost regeneracije izdanaka kelerabe, sorta Becka Plava, iz eksplantata
hipokotila 1 klijanaca gajenih 6 nedelja na hranljivim podlogama sa razli¢itim
citokininima

Odsecak 0 0,00 £0,00 f 0,00+ 0,00 g
hipokotila cisZ 1 0,28 + 0,28 ef 4,00 + 0,65 def
CisZ 2 4,08 +0,05 d 9,00+ 0,49 ¢
transZ 1 0,28 £0,28 ef 3,00 £ 0,25 defg
transZ 2 3,29+0,91 d 24,67 +3,03 a
TDZ 2 0,28 £0,28 ef 15,00£0,74 b
BAP 5 0,28 £0,28 ef 10,00 £ 0,98 ¢
Klijanac 0 0,00 £0,00 f 0,00+ 0,00 g
cisZ 1 0,00 £0,00 f 0,00 0,00 g
CisZ 2 2,48 £0,01 de 2,00+ 0,25 fg
transZ 1 29,92 +£0,10 ¢ 2,67+ 0,36 fg
transZ 2 37,41 +£0,16 bc 2,86 0,32 efg
TDZ 2 50,00 £ 0,16 ab 5,20+ 0,71 de
BAP 5 60,10 £0,22 a 5,42+0,67 d

Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti + S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

Kod obe sorte kelerabe zabelezen je statisticki znacajan uticaj tipa eksplantata i
podloge za regeneraciju na frekvenciju organogeneze kao i na prosecan broj izdanaka
po eksplantatu (Tabele 14 i 15). Takode je uoceno postojanje interakcije ova dva
faktora. Frekvencija regeneracije iz intaktnih klijanaca bila je znacajno visa u odnosu na

odsecke hipokotila na svim testiranim citokininima, osim kod BP na podlogama sa CiSZ.

Medu svim primenjenim citokininima, najvise vrednosti za frekvenciju de novo
organogeneze izdanaka kod klijanaca dobijene su na hranljivim podlogama sa BAP
(60%) 1 TDZ (50%) kod BP (Tabela 14), dok su TDZ, BAP i transZ ispoljili sli¢an
efekat na organogenezu izdanaka kod BB gde su dostignute vrednosti frekvencije od
37% do 50% (Tabela 15). Kod obe sorte kelerabe, procenat klijanaca sa regenerisanim
izdancima na hranljivoj podlozi sa CiSZ je bio oko 10 puta nizi u odnosu na podloge sa

ostalim citokininima.
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Tabela 15. Efikasnost regeneracije izdanaka kelerabe, sorta Becka Bela, iz eksplantata
hipokotila 1 klijanaca gajenih 6 nedelja na hranljivim podlogama sa razliitim

citokininima

Odsecak 0 0,00 +0,00 d 0,00 0,00 ¢
hipokotila cisz 1 1,11 +£0,28 cd 4,50 £ 0,45 de
CcisZ 2 3,94+ 1,01 be 6,57 1,08 cd
transZ 1 0,56+ 0,56 cd 9,56+ 1,78 bc
transZ 2 7,37+0,08 b 13,00+ 1,21 b
TDZ 2 6,61 £0,03 b 31,12+ 5,08 a
BAP S5 4,46 +1,19 be 10,12 £2,24 bce
Klijanac 0 0,00 +0,00 d 0,00 0,00 €
cisZ 1 2,47+ 0,02 be 1,00+0,12 ¢
CisZ 2 4,95+ 0,03 be 2,50+0,15 de
transZ 1 42,42 +0,25 a 3,06 +0,41 de
transZ 2 37,49 +£0,01 a 2,80+0,22 de
TDZ 2 4749 £0,03 a 4,00 +0,49 de
BAP 5 50,00+ 1,35 a 420+0,52 de

Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti + S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

Suprotno od BP klijanaca, najvise vrednosti frekvencije regeneracije izdanaka
kod odsecaka BP hipokotila (4%) su dobijene na podlogama sa cisZ i transZ (Tabela
14). Kod odsecaka BB hipokotila nije zabeleZzena znacajna razlika izmedu efekata Cetiri
vrste primenjenih citokinina, a frekvencija organogeneze je dostigla vrednost od 4 do
7% (Tabela 15). Imajuci u vidu da su primenjene 2 razli¢ite koncentracije CiSZ i transZ,
pokazano je da je tretman sa 2 mg L™ rezultovao boljim organogenim odgovorom kod

oba genotipa kelerabe.

Prosecan broj regenerisanih izdanaka po eksplantatu kod klijanaca je varirao
izmedu 2,00 (2 mg L™ cisZ) i 5,42 (5 mg L' BAP) kod BP, i izmedu 1,00 (I mg L™
cisZ) i 4,20 (5 mg L' BAP) kod BB. Najvida vrednost za prosean broj formiranih
izdanaka kod odse&aka hipokotila iznosila je 24,67 na 2 mg L™ transZ kod BP (Tabela
14) 131,12 na 2 mg L' TDZ kod BB (Tabela 15).
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4.2.3. Histoloska analiza de novo formiranih pupoljaka kod klijanaca kelerabe

tretiranih citokininima

Za histolosku analizu uzimani su bazalni delovi stabla onih intaktnih klijanaca
BP kelerabe gajenih 30 dana na hranljivim podlogama sa citokininima kod kojih je
doslo do formiranja kalusa u bazalnim delovima stabla. Histoloska analiza potvrdila je
formiranje kalusa i pojavu de novo organogeneze kod intaktnih klijanaca gajenih na
svim podlogama sa citokininima. Na preparatima se moglo jasno uociti kalusno tkivo
formirano oko centralnog cilindra eksplantata (Slika 15a). ZabeleZeno je prisustvo de
novo pupoljaka na razli¢itim stadijumima razvi¢a na kalusu istog eksplantata, Sto je

ukazivalo na nesinhronizovanost procesa regeneracije (Slika 15a).

U kalusnoj strukturi mogle su se raspoznati tamno obojene meristemske
formacije sa gusto pakovanim celijama (Slika 15b). Jo§ u ranim fazama razvi¢a
primeceno je prisustvo jasno definisanog protodermalnog sloja na povrSini primordija
pupoljka (Slika 15c). Sa napredovanjem razvica mogli su se uociti elementi
vaskularnog sistema kao tamnije obojene strukture u odnosu na okolno tkivo pupoljka

(Slika 15d).

Kasnije faze razvi¢a obuhvatale su formiranje strukture sa lisnim primordijama,
a zatim 1 listovima oko apikalnog meristema izdanka (Slika 15c, d i e). Dobro razvijeni
apikalni meristemi izdanka sastojali su se od brojnih malih ¢elija koje su bile u fazi
aktivnih ¢elijskih deoba. U ovoj zoni uocena je kompaktna ¢elijska organizacija, a jaca
obojenost ukazivala je na veliku metaboli¢ku aktivnost (Slika 15d). Lisne primordije su
imale definisani protodermalni sloj koji je pokrivao kompaktnu masu meristemskih

¢elija od kojih ¢e se kasnije formirati unutrasnja tkiva lista.

Data anatomska istrazivanja pokazala su da se de novo formiranje pupoljaka kod
kelerabe odvijalo putem procesa indirektne organogeneze, koja je ukljucivala pojavu

kalusnog tkiva.
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Slika 15. Histoloska analiza pupoljaka formiranih putem indirektne de novo
organogeneze kod intaktnih klijanaca kelerabe, sorta Becka Plava, gajenih 30 dana na
hranljivim podlogama sa citokininima. (a) Poprecni presek bazalnog dela stabla sa
centralnim cilindrom (cC) i okolnim kalusnim tkivom (k) sa meristemskom formacijom
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(mf) i pupoljcima (p) u ranoj fazi razvica, bar = 320 um; (b) Meristemska formacija sa
kompaktnom ¢elijskom organizacijom (strelica) jasno uocljiva u odnosu na okolno
kalusno tkivo, bar = 100 um; (c) Pocetna faza razvic¢a pupoljka sa jasno definisanim
slojem protodermisa na povrsini (pd), bar = 80 um (d) Ranija faza razvié¢a pupoljka sa
tamnije obojenim vaskularnim tkivom (v), bar = 320 um; (e, f) Kasnije faze razvica
pupoljaka kod kojih je dobro razvijen apikalni meristem (am) sa lisnim primordijama
(Ip), bar =200 um, odnosno mladim listovima (1), bar = 320 um.

4.2.4. Efekat podloge za regeneraciju na stepen umnoZavanja regenerisanih

izdanaka

Izdanci regenerisani na podlogama sa razli¢itim citokininima dodatim u
razli¢itim koncentracijama odvojeni su od kalusa a zatim postavljeni na podlogu sa 0,5
mg L' BAP radi daljeg umnoZavanja. Izdanci koji su regenerisani iz odseaka
hipokotila obe sorte se nisu umnozavali na ovoj hranljivoj podlozi i nakon nedelju dana

gajenja doslo je do pojave nekroze.

Izdanci regenerisani iz intaktnih klijanaca obe sorte generalno su bili vijablini,
izuzev onih dobijenih na podlozi sa CiSZ, koji su bili veoma mali i sa pojavom nekroze, i
kao takvi su izostavljeni iz daljih eksperimenata. Nakon Cetiri nedelje gajenja izdanaka
na podlozi sa 0,5 mg L' BAP, zabeleZena je statisticki znadajna razlika u vrednostima
za indeks multiplikacije, tj. u prosecnom broju novoformiranih izdanaka, izmedu
razlic¢itih citokininskih pretretmana kod BP kelerabe (Grafik 4). Izdanci regenerisani na
podlogama sa transZ su ispoljili zna¢ajno manji stepen umnozavanja u odnosu na one

dobijene na podlozi obogacenoj sa BAP.

Suprotno BP, kod BB kelerabe nisu uoc¢ene znacajne razlike u prose¢nom broju

novih izdanaka izmedu razli¢itih citokininskih pretretmana (Grafik 5).
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Grafik 4. Prosecan broj novoformiranih izdanaka (indeks multiplikacije) kelerabe, sorta
Becka Plava, nakon 4 nedelja gajenja na podlozi sa 0,5 mg L BAP. Prikazani podaci
predstavljaju srednje vrednosti = S.E. iz tri nezavisna eksperimenta sa po najmanje 25
regenerisanih izdanaka. Srednje vrednosti obeleZene istim slovom se statitisticki
znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Grafik 5. ProseCan broj novoformiranih izdanaka (indeks multiplikacije) kelerabe, sorta
Becka Bela, nakon 4 nedelja gajenja na podlozi sa 0,5 mg L' BAP. Prikazani podaci
predstavljaju srednje vrednosti + S.E. iz tri nezavisna eksperimenta sa po najmanje 25
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regenerisanih izdanaka. Srednje vrednosti obelezene istim slovom se statitisticki
znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

4.2.5. Oziljavanje regenerisanih izdanaka

Sposobnost oZiljavanja proucavana je kod izdanaka regenerisanih iz intaktnih
klijanaca. Organogeneza adventivnih korenova kod ovih izdanaka zavisila je od
primenjene koncentarcije IBA u hranljivim podlogama. Nakon 5 nedelja gajenja,
celokupna efikasnost oziljavanja bila je viSa kada su izdanci bili gajeni na podlozi sa 4
mg L™ IBA nego sa 2 mg L™ IBA i to kako kod BP (Slika 16a) tako i kod BB (Slika
16b). Na broj biljaka kod kojih je doslo do oziljavanja statisticki znacajno su uticali
citokininski pretretman i genotip, a postojala je i interakcija ova dva faktora. Najvisi
procenat oziljenih izdanaka i kod BP (94,57%) 1 kod BB (90,19%) zabelezen je kod

izdanaka regenerisanih na podlozi sa 2 mg L™ transZ (Tabela 16).

Slika 16. Formiranje adventivnih korenova kod regenerisanh izdanaka dve sorte
kelerabe: Becka Plava (a) 1 Becka Bela (b) nakon 5 nedelja gajenja na podlozi sa 4
mg L' IBA.
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Dodatno su odredene i fenotipske karakteristike biljaka oziljenih na obe
primenjene koncentracije IBA (Tabela 16). Kada je u pitanju visina biljaka, nije uocena
statisticki znacajna razlika medu razli¢itim pretretmanima sa citokininima, osim kod

izdanaka dobijenih na 1 mg L™ transZ (Tabela 16).

Kod biljaka sorte Becka Bela nije zabelezen statisticki znacajan uticaj ni
podloge za oziljavanje niti pretretmana na broj formiranih korenova. Suprotno tome,
kod BP, povecanje primenjene koncentracije IBA u hranljivoj podlozi imalo je
pozitivan efekat na broj formiranih korenova na transZ pretretmanima (Tabela 16).
Najveca vrednost (8,69) zabelezena je kod biljaka regenerisanih na hranljivoj podlozi sa

2 mg L transZ.

Tabela 16. Efikasnost oziljavanja i fenotipske karakteristike biljaka kelerabe, sorte
Becka Plava (BP) i Be¢ka Bela (BB), nakon 5 nedelja gajenja na podlogama sa 2 mg L
IBA isa4 mgL"'IBA

BP
2 transZ 1 53,30+£0,03d 3,75+0,86 ¢ 5,06+0,87 bc 4,70+£0,53 d
transZ 2 60,02+0,04 cd 4,22+0,51 ¢ 5,67+0,64 bc  6,05+0,29 bc
TDZ 2 66,71 0,01 ¢ 6,30 £ 1,06 abc 6,75+0,83 bc  6,25+0,33 be
BAP 5 4329+0,03 ¢ 6,85+0,90 abc 7,69+£0,99 ab 6,15+0,40 be
4 transZ 1 5831+0,03d 6,87+0,99 ab 471+1,15 ¢ 5,37+0,67 cd
transZ 2 94,57+0,28 a 8,69+1,32 a 6,34+0,71 bc 6,82+0,50 ab
TDZ 2 80,04+0,03 b 6,95+0,75 a 7,15+0,44 bc  6,75+0,33 ab
BAP 5 76,74+ 0,03 b  8,26+0,80 a 9,30+0,85 a 7,28+£0,36 a
BB
2 transZ 1 50,00+ 0,05 d 4,13+0,66 b 6,10+0,58 a 733+041 a
transZ 2 39,99+0,02 e 6,80+1,32 a 5,80+ 0,68 a 6,04 +0,28 b
TDZ 2 19,94+0,05 f 3,33+£0,67 b 5,00+ 1,00 a 6,23 £0,39 ab
BAP S5 66,82+0,03 ¢ 6,90=+0,71 a 6,10+ 0,58 a 6,40 £0,35 ab
4 transZ 1 86,77+ 0,05 a  5,65+0,51 ab 7,32+0,62 a 6,37+ 0,44 ab
transZ 2 90,19+0,12 a  5,74+0,61 ab 6,20+ 0,45 a 6,53 +0,29 ab
TDZ 2 70,01 £0,02 ¢ 5,76 +0,73 ab 6,55+0,60 a 6,92 £0,39 ab
BAP 5 80,06+0,05 b  5,87+0,49 ab 6,67 £0,56 a 6,75+0,35 ab

Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti + S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Kod BP biljaka na 4 mg/L IBA samo je pretretman koji je sadrzao BAP
znacajno uticao na duzinu korenova gde je vrednost iznosila 9,30 cm (Tabela 16). Kod
BB biljaka pretretman citokininima nije uticao na oZiljavanje, a efekti razli¢itih

koncentracija IBA nisu se statisticki razlikovali (Tabela 16).

4.2.6. Analiza aklimatizovanih biljaka proto¢nom citometrijom

Biljke sa dobro razvijenim korenom su dalje zasadene u saksije sa supstratom 1
nakon mesec dana gajenja pod odgovaraju¢im uslovima staklene baste aklimatizovano
je 76,7% BP 1 63,3% BB biljaka. Sve biljke koje su prezivele aklimatizaciju su
pokazivale normalnu morfologiju 1 razvile su zadebljanje na stablu u roku od Cetiri
meseca (Slika 17a). Biljke su procvetale (Slika 17b) nakon 10 meseci gajenja u

staklenoj basti, a zatim su formirale i mahune (Slika 17c).

Slika 17. Aklimatizacija biljaka kelerabe, sorta Becka Plava (BP). (a) Aklimatizovana
BP biljka normalnog rastenja i morfologije sa zadebljalim stablom; nakon 10 meseci
gajenja u staklenoj basti biljke su procvetale (b), nakon ¢ega su formirale mahune (c).
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Protocna citometrija je uradena kod aklimatizovanih biljaka i pokazano je da nije

doslo do promena u njihovoj ploidnosti.

4.3. Analiza endogenih biljnih hormona

Sadrzaj endogenih citokinina i TAA analiziran je kod odsecaka hipokotila sa
regenerisanim izdnacima (HRI) kao i kod intaktnih klijanaca sa regenerisanim
izdancima (KRI) koji su gajeni in vitro na podlogama sa razli¢itim citokininima. Ove
vrednosti su uporedene sa odgovaraju¢im kontrolnim vrednostima dobijenim analizom

odsecaka hipokotila i intaktnih klijanaca gajenih na podlozi bez regulatora rastenja.

4.3.1. SadrZaj endogenih citokinina

Identifikacijom i kvantifikacijom endogenih citokinina u HRI, KRI i kontroli
dobijen je citokininski profil (Grafici 6 i 7) koji je predstavljen prema podeli citokinina
koju su dali Dwivedi i saradnici (2010). Ovakva podela podrazumeva postojanje Cetiri
grupe citokinina: bioaktivne forme citokinina (slobodne baze i ribozidi), neaktivne
forme citokinina (N’- i N’-glukozidi), forme citokinina za skladiitenje (O-glukozidi) i

citokininski nukleotidi.

Kod obe sorte kelerabe dobijen je slican citokininski profil, gde je nivo ukupnih
endogenih citokinina generalno bio vi$i kod HRI u odnosu na KRI. Nivoi ukupnih
citokinina 1 kod BP (Grafik 6) i kod BB (Grafik 7) su zavisili od tipa eksplantata,
hranljive podloge, a uocCena je i interakcija ova dva faktora. Kod BP, koli¢ina ukupnih
citokinina je bila statisticki znacajno veca kod oba tipa eksplantata sa regenerisanim
izdancima u odnosu na kontrolu za tretmane sa CisZ i transZ, kao i kod HRI gajenih na
podlozi sa BAP. TDZ nije imao nikakav efekat na sadrzaj ukupnih citokinina ni kod

jednog tipa analiziranog tkiva (Grafik 6).

Kod BP, najvisi nivoi svih klasa citokinina u HRI detektovani su na podlozi sa
transZ (Grafici 6, 8a, 9a, 10a). Jedini izuzetak predstavljali su citokininski nukleotidi
koji su najvisi nivo imali kod HRI gajenim na podlozi sa cisZ (Grafik 11a). Kod KRI,

najvisi nivo ukupnih citokinina zabelezen je na podlozi sa cisZ (Grafik 9a). Sa druge
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strane, najnize vrednosti nivoa svih grupa citokinina su kod svih tretmana detektovane

na podlozi sa TDZ (Grafici 6, 8a, 9a, 10a 1 11a).

N Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)
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Grafik 6. Sadrzaj ukupnih citokinina (pmol g' svere mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) 1 klijjancima sa regenerisanim izdancima (KRI)
kelerabe, sorta Becka Plava, nakon 6 nedelja gajenja na razli¢itim citokininskim
tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost £ S.E. (n = 3). Srednje
vrednosti obelezene istim slovom se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu,
na nivou znacajnosti p < 0,05.

Sli¢no, kod oba analizirana tipa BB tkiva, jedino je gajenje na Cis- i transZ
dovelo do znacajnog porasta u nivoima ukupnih citokinina u poredenju sa kontrolom
(Grafik 7). I u ovom slucaju, najvisi nivoi citokinina kod HRI dostignuti su na tretmanu
sa transZ, osim bioaktivnih formi na tretmanu sa ciSZ (Grafik 8b). Kod KRI,
maksimalni nivoi detektovani su ili na CisZ ili na transZ tretmanima. Sli¢no kao kod

BP, najnize vrednosti za sve klase citokinina zabelezene su i kod HRI i kod KRI
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gajenim na podlozi sa TDZ (Grafici 7, 8b, 9b, 10b 1 11b), sa izuzetkom formi citokinina
za skladistenje kod KRI (Grafik 10b).

I Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)
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Grafik 7. Ukupan sadrzaj citokinina (pmol g' sveZe mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI)
kelerabe, sorta Becka Bela, nakon 6 nedelja gajenja na razliCitim citokininskim
tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost = S.E. (n = 3). Srednje
vrednosti obelezene istim slovom se statitisti¢ki znac¢ajno ne razlikuju prema LSD testu,
na nivou znacajnosti p < 0,05.

Bioaktivni citokinini (transZ, cisZ, iP, DHZ i njihovi odgovaraju¢i ribozidi)
predstavljali su samo mali deo ukupnih citokinina i kod HRI 1 kod KRI obe sorte
kelerabe. Statisticka analiza je pokazala da se vrednosti dobijene za BP HRI gajene na
svim podlogama obogacenim citokininima znacajno razlikuju od kontrolnih vrednosti.
Te vrednosti su bile viSe na cisZ, transZ i BAP a nize na TDZ. Kod KRI, jedino je
tretman sa CiSZ doveo do znaCajnog povecanja u nivoima bioaktivnih citokininskih

formi u odnosu na kontrolu (Grafik 8a). Za HRI sorte BB (Grafik 8b) zabeleZena je
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4. Rezultati

sli¢na raspodela bioaktivnih citokinina kao i kod BP. Medutim, prisustvo CisZ, TDZ i

BAP u hranljivim podlogama umanjio je nivo bioaktivnih citokinina kod KRI.

[ Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)
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Grafik 8. Sadrzaj bioaktivnih formi citokinina (pmol g sveZe mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) nakon 6
nedelja gajenja na razli¢itim citokininskim tretmanima kod kelerabe, sorte Becka Plava
(a), odnosno Becka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + S.E. (n =
3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se statitisticki znacajno ne razlikuju prema
LSD testu, na nivou znac¢ajnosti p < 0,05.
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Neaktivne forme citokinina (N’- i Ng-glukozidi) predstavljaju preovladujuce
citokininske forme u svim ispitivanim tkivima (Grafik 9) i dobijene vredosti u

potpunosti koreliSu sa raspodelom ukupnih citokinina (Grafici 6 1 7).

I Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)
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Grafik 9. Sadraj neaktivnih formi citokinina (pmol g sveZe mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) nakon 6
nedelja gajenja na razli¢itim citokininskim tretmanima kod kelerabe, sorte Becka Plava
(a), odnosno Becka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost £ S.E. (n =
3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se statitisticki znac¢ajno ne razlikuju prema
LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Takode, za forme citokinina za skladiStenje (O-glukozidi) zabeleZzene su
oCigledne razlike u zavisnosti od tretmana, eksplantatskog tkiva kao i medusobne

interakcije ova dva faktora i kod BP (Grafik 10a) i kod BB (Grafik 10b).

[ Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)
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Grafik 10. Sadrzaj formi citokinina za skladidtenje (pmol g' sveZe mase) u
hipokotilima sa regenerisanim izdancima (HRI) i1 klijjancima sa regenerisanim
izdancima (KRI) nakon 6 nedelja gajenja na razliCitim citokininskim tretmanima kod
kelerabe, sorte Becka Plava (a), odnosno Becka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju
srednju vrednost = S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se statitisticki
znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Citokiniski nukleotidi-monofosfati predstavljaju malu frakciju ukupnog
citokininskog sadrzaja, i analiza je pokazala postojanje razlika u njihovim profilima
izmedu dva tipa eksplantata kod oba genotipa. Grafik 11 pokazuje znacajno manju

koli¢inu ove grupe citokinina kod KRI u poredenju sa HRI za sve primenjene tretmane.

I Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)
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Grafik 11. SadrZaj citokininskih nukleotida (pmol g sveZe mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) nakon 6
nedelja gajenja na razli¢itim citokininskim tretmanima kod kelerabe, sorta Becka Plava
(a), odnosno Becka Bela (b). Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost + S.E. (n =
3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se statitisticki znacajno ne razlikuju prema
LSD testu, na nivou znac¢ajnosti p < 0,05.
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Endogeni citokinini se na osnovu strukture bocnog lanca mogu kategorizovati u
Cetiri tipa citokinina (Aremu i sar. 2014a): CisZ tip (CiSZ, CiSZR, CiSZ7G, CisZ9G,
CisZOG, CiSZROG, CiSZRMP); transZ tip (transZ, transZR, transZ7G, transZ9G,
transZOG, transZROG, transZRMP); DHZ tip (DHZ, DHZR, DHZ7G, DHZ9G,
DHZOG, DHZROG, DHZMP) i iP tip (iP, iPR, iP7G, iP9G, iPRMP).

StatistiCka analiza pokazala je da su nivoi sva cCetiri tipa citokinina zavisila kako
od vrste analiziranog tkiva i primenjenog tretmana, tako i1 od interakcije ova dva faktora
(Tabela 17).

Tabela 17. Endogeni sadrzaj citokinina (pmol g’ sveze mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) kod dve
sorte kelerabe, Becka Plava (BP) i Becka Bela (BB) nakon 6 nedelja gajenja na

podlogama sa razli¢itim citokininima (citokinini su grupisani na osnovu strukture
bo¢nog lanca na transZ-, cisZ-, DHZ- i iP-tip)

BP

HRI 0 42,00+ 1,31d 52,85+ 1,15d 30,80 + 0,87 cd 56,85+£2,62b
CisZ 2 6847,75+113,04a 550,65+ 18,98 b 109,30 £ 10,56 b 69,18+6,13b
transZ 2 578,35 +38,02 ¢ 6551,40 £202,35a 453,22 +22,68a 36,35+6,73 ¢

TDZ 2 32,75 +0,95d 1425+2,11d 320+ 0,40 ¢ 10,55 + 0,66 de
BAP 5 12,20 £ 0,68 d 283,43+ 21,56 ¢ 83,90+ 11,43b 159,53 +10,01 a
KRI 0 3120+2,74d 19.35+2,35d 0,20+ 0,00 ¢ 14,10 + 0,46 de
CisZ2  2339,55+56,80b 69,55 +3,30d 17,67+0,10de 22,70+ 1,65d
transZ2  65,15+5,39d 413,70 + 5,03 be 43,15+4.29 ¢ 9,45+ 0,66 ¢
TDZ 2 13,62 £ 0,60 d 220+025d 470£033 ¢ 245+0,15¢
BAP 5 49,12+5,69d 420+0,17d 2,90+ 0,29 ¢ 8,80 £ 0,25 ¢
BB
HRI 0 42,15+ 1,49d 51,05+ 2,60 30,55+£2,77bc 53,60 +4,62a
CisZ2  4563,37+10231a  831,15+3,58b 4937+4,82b 4422 +3,06b
transZ2  577,75+5507c  6394,60 £397,10a 451,70+2251a  34,00+2,42c¢
TDZ 2 42,90 +3,28d 27,00+ 1,84 ¢ 367+1,11d 8,45+ 0,32 fg
BAP 5 35,90 0,84 d 22,10 +£225¢ 7,00 + 0,09 d 31,40+ 0,87
KRI 0 32,70 3,96 d 520+0,31¢ 7,70+ 0,57 d 23,05+ 1,14d
CisZ2 730,90 +47,34 b 51,50 £525¢ 475+185d 9,75+ 0,52 f
transZ2  43,32+3,16d 730,64 + 43,69 b 13,73+ 0,84 cd 18,78 +2,36 de
TDZ 2 23,40+1,22d 0,00 = 0,00 ¢ 1,75+0,03 d 2,55+0,10 ¢
BAP 5 59,75 +£2,95d 2,85+ 0,66 ¢ 2,55+0,07d 16,40 +2,19 ¢

Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti + S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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U vec¢ini slucajeva, vrednosti su bile viSe kod HRI, kao Sto je ve¢ opisano za
distribuciju citokinina na osnovu fizioloske funkcije. Na podlozi sa CiSZ najvise je bio
zastupljen CiSZ tip citokinina, dok su transZ i DHZ tipovi imali najvise vrednosti na
podlozi obogaéenoj sa transZ. Ova pojava se odnosila i na HRI i na KRI obe sorte
kelerabe iako je efekat egzogeno dodatih citokinina na sadrzaj endogenih citokinina
generalno bio vise izrazen kod HRI. Pored toga, kod HRI je bio vise izrazen efekat
primenjenog transZ na nivo endogenog CisZ tipa citokinina, kao i efekat primenjenog
CcisZ na nivoe endogenih transZ i DHZ tipova citokinina. Uoceno je da je endogeni
sadrzaj iP tipa bio ili snizen ili poviSen pod uticajem citokininskih tretmana kod BP, dok
je kod BB svuda bio snizen (Tabela 17). TDZ tretman je uglavnom doprineo smanjenju
sadrzaja sva Cetiri tipa citokinina kod obe sorte, dok je efekat BAP na endogene nivoe

razlicitih tipova citokinina bio veoma varijabilan.

4.3.2. Endogeni sadrzaj IAA i odnos IAA / bioaktivne forme citokinina

Endogeni nivo indol-3-siréetne kiseline (IAA) odreden je kod obe sorte kelerabe
1 dobijeni su uporedivi rezultati (Tabela 18). I kod BP i kod BB analiza je pokazala da
je doslo do statisticki znacajnog porasta endogenog nivoa IAA u oba tipa eksplantata
gajenih na podlogama sa citokininima u poredenju sa kontrolom. Izuzetak su
predstavljali BP HRI gajeni na TDZ kao i BP KRI gajeni na podlogama sa CisZ ili sa
BAP, kod kojih nisu zabelezene znacajne razlike u odnosu na kontrolno tkivo. Najvisi

nivo endogene TAA je izmeren kod uzoraka gajenih na 2 mg L™ transZ.

Analiziran je odnos IAA i bioaktivnih formi citokinina, pri cemu su uoceni sli¢ni
obrasci kod obe sorte (Grafici 12 i 13). Kod KRI odnos IAA / bioaktivne forme
citokinina je u veéini slucajeva bio povecan na podlogama za regeneraciju u odnosu na
kontrolu. Sa druge strane, kod HRI nije zabeleZena znacajna promena u datom odnosu,
osim kod BB eksplantata sa izdancima koji su gajeni na podlozi sa TDZ. Vrednosti kod

BP sorte (Grafik 12) su uglavnom bile snizene u odnosu na BB (Grafik 13).
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Tabela 18. Endogeni sadrzaj IAA (pmol g' sveze mase) u hipokotilima sa
regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa regenerisanim izdancima (KRI) kod dve
sorte kelerabe, Becka Plava (BP) i Becka Bela (BB) nakon 6 nedelja gajenja na

podlogama sa razli¢itim citokininima

BP BB
HRI 0 336+0.21¢g 13,63+ 1,73 de
cisZ 2 2391+1,15a 2234 +£231 be
transZ 2 19,84 + 2,31 bed 29,88 +2.60 a
TDZ 2 422+0,13 ¢ 22,79+2.88b
BAP 5 20,53 £ 1,15 abce 20.80 +£2.77 be
KRI 0 13,09+ 1,73 f 833+1,15¢
cisZ 2 16,22 £ 1,28 def 16,68 £1,83 cd
transZ 2 2235+ 1,73 ab 21,11 +£1,15bc
TDZ 2 17,70 £ 1,15 cde 18,45+ 0,71 bed
BAP 5 14,68 +£0.97 ef 2030+ 1.73 be

Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti = S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom
se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

Odnos IAA i bioaktivnih citokinina

I Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)

kontrola

cisZ 2 transZ 2
Tretman (mg L")

TDZ 2 BAP 5

Grafik 12. Odnos endogenog nivoa indol-3-siréetne kiseline (IAA) 1 ukupnih
bioaktivnih citokinina u hipokotilima sa regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa
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regenerisanim izdancima (KRI) kelerabe, sorta BeCka Plava, nakon 6 nedelja gajenja na
razli¢itim citokininskim tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost +
S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene razli¢itim slovom se statitisticki znacajno
razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

I Hipokotili sa regenerisanim izdancima (HRI)
Il Klijanci sa regenerisanim izdancima (KRI)

18 - a

16 - b

Odnos |IAA i bioaktivnih citokinina

kontrola CisZ 2 transZ 2 TDZ 2 BAP 5

Tretman(mg L")

Grafik 13. Odnos endogenog nivoa indol-3-siréetne kiseline (IAA) 1 ukupnih
bioaktivnih citokinina u hipokotilima sa regenerisanim izdancima (HRI) i klijancima sa
regenerisanim izdancima (KRI) kelerabe, sorta Becka Bela, nakon 6 nedelja gajenja na
razli¢itim citokininskim tretmanima. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost +
S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene razliCitim slovom se statitisticki znacajno
razlikuju prema testu najmanjih znacajnih razlika (LSD), na nivou znacajnosti p < 0,05.

Takode, odnosi su veé¢inom bili zna¢ajno manji kod HRI u poredenju na KRI.
Najvise vrednosti kod KRI obe sorte uocene su na tretmanima sa TDZ, $to je u
korelaciji sa relativno niskim nivoima citokinina u eksplantatima gajenim na hranljivim
podlogama sa TDZ. Najnizi odnosi IAA / bioaktivne forme citokinina pokazani su ili

kod tretmana sa cisZ (BP KRI, BB HRI) ili kod kontrole (BP hipokotili, BB klijanci).
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4.4. Odredivanje nivoa ekspresije gena uklju¢enih u éelijski ciklus kelerabe tokom

procesa organogeneze in vitro

Nivo ekspresije gena CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH,;1 ispitivan je pomoc¢u qRT-
PCR analize u klijancima BP kelerabe nakon 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana gajenja na
hranljivim podlogama u koje su dodati pojedinacni citokinini. Kao kontrola koris¢ene su

biljke isklijavane na osnovnoj hranljivoj podlozi.

Semena kelerabe su posle 2-4 dana gajenja isklijala, a nakon 7 dana na svim
tretmanima bili su formirani klijanci na stadijumu dva kotiledona (Slika 18). Tretirani
klijanci su izgledali sli¢no kontrolnim. Nakon 10 dana gajenja biljke gajene na CiSZ i
transZ su bile slicnog izgleda i nisu se razlikovale od kontrolnih. Sa druge strane, mogla

se uociti razlika izmedu kontrolnih biljaka i onih gajenih na TDZ i BAP (Slika 18).

Prva pojava kalusa u osnovi stabla zabelezena je posle 14 dana kod biljaka
gajenih na podlogama sa TDZ (Slika 18) i BAP. Generalno, kod biljaka tretiranih TDZ i
BAP zapaZen je mali koren, manji broj listova kao 1 deblje stablo (naroc€ito izrazeno kod
BAP) u odnosu na kontrolu i zeatinski tretman. Formiranje kalusa kod biljaka gajenih
na zeatinu je zabelezeno nakon 21 dana gajenja, kada je kod biljaka tretiranih BAP i
TDZ doslo do regeneracije u vidu pojave pupoljaka na kalusu. Posle 28 dana, na podlozi
sa transZ je takode doSlo do pojave pupoljaka, a kod biljaka gajenih na TDZ i BAP
doslo je do uvecanja kalusa i broja pupoljaka. Kod biljaka gajenih na CiSZ regeneracija
se mogla uociti posle 35 dana, kada je kod BAP i TDZ tretiranih biljaka ve¢ bio prisutan

veliki broj izraslih izdanaka na kalusu (Slika 18).
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K(7) K (10)

.
!

10z (28) |0z (35)

Slika 18. Biljke kelerabe, sorta Becka Plava, gajene na osnovnoj hranljivoj podlozi — K,
na podlozi sa 2 mg L™ ¢isZ — ¢Z i podlozi sa 2 mg L' TDZ — TDZ, i pojava de novo
organogeneze u odredenim vremenskim tackama. Vreme gajenja (dani) je prikazano u
zagradi.

Iz sakupljenog biljnog materijala izolovana je ukupna RNK. Kvalitet izolovanih
RNK je proveren na agaroznom gelu. Pokazano je da su izolovane RNK bile

zadovoljavajuceg kvaliteta 1 koncentracije (Slika 19).
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kontrola cisZ transZ

7 10 14 21 28 35 7 10 14 21 28 35 7 10 14 21 28 35

S

TDZ . . BAP

7 10 14 21 28 35 7 10 14 21 28 35

T Y

Slika 19. RNK (2 pg po bunari¢u) izolovane iz biljaka kelerabe, sorta Becka Plava,
gajenih 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana na hranljivim podlogama sa 2 mg L' cisZ; 2 mg L
transZ'; 2 mg L' TDZ, odnosno 5 mg L' BAP". Kontrolne biljke su gajene na osnovnoj
hranljivoj podlozi.

Nakon izolacije, uradena je reverzna transkripcija RNK BP kelerabe kao i
amplifikacija upotrebom specifi¢nih prajmera (Slika 20). Takode, na Slici 20 pokazano
je podudaranje veli¢ine dobijenih amplikona kelerabe sa amplikonima iz A. thaliana
koji su sluzili kao kontrola specificnosti upotrebljenih prajmera. Produkti PCR
amplifikacije kelerabe su ekstrahovani iz agaroznog gela nakon gel elektroforeze, 1
kvantifikovani pomocu spektrofotometra. Nakon sekvenciranja ovih produkata PCR
amplifikacije kod kelerabe pokazano je postojanje visokog stepena homologije sa
sekvencama odgovarajucih gena iz A. thaliana odnosno krompira. Za gen CDKB2;1
(GenBank™ pristupni br. NM 106304) podudaranje sa sekvencom iz A. thaliana
iznosilo je 94%, za gen CYCB2;4 (GenBank™ pristupni br. NM_106281) 88%, a za gen
CYCH;1 (GenBank™ pristupni br. NM_122644) 94%. Takode, pokazano je postojanje
homologije datih gena sa odgovaraju¢im sekvencama za koje se pretpostavlja da
odgovaraju vrsti Brassica rapa, i to od 97% za gen CDKB2;1, 96% za gen CYCB2;4 i
98% za gen CYCH;1. Za aktinski gen (GenBank™ pristupni br. X55749) podudaranje
sa sekvencom iz krompira iznosilo je 86%, odnosno 92% sa predvidenom sekvencom iz

B. rapa.
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Slika 20. Amplikoni dobijeni reverznom transkripcijom 1 amplifikacijom cDNK
upotrebom specificnih prajmera za sekvencu gena CDKB2;1 (a), CYCB2;4 (b) i
CYCH;1 (c). Dobijeni gelovi su koris¢eni za ekstrakciju produkata PCR amplifikacije
kelerabe. K — keleraba, A — A. thaliana, L — DNK marker.

Za svaki gen pra¢en qRT-PCR analizom napravljena je serija razblazenja od 10°
do 10? kopija/ul. Dobijena razblaZenja koris¢ena su kao standardi pomoéu kojih su

konstruisane standardne krive (Slika 21).

|

Ct vrednost

3 L] -] L] I L] ?

Koncentracija (log)
Slika 21. Primer standardne krive poznate koncentracije amplifikovanih PCR produkata
CDKB2;1 gena.

Ujednacena koli¢ina ukupne cDNK svih uzoraka u toku qPCR analize potvrdena
je paralelnom amplifikacijom referentnog gena za POAc58. Ovaj gen kodira aktin kod

krompira 1 konstitutivno se eksprimira. Prosecan broj ciklusa posle kojih je dostignut
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prag detekcije (Ct vrednost) referentnog gena za aktin kod svih analiziranih uzoraka bio

je ujednacen, Sto pokazuje Grafik 14.

Analizom krive topljenja pokazana je specifi¢nost amplifikacije CDKB2;1,
CYCB2;4, CYCH;1 kao i POAc58 gena kod svih analiziranih uzoraka. Krive topljenja su
bile bez odstupanja, sa maksimumom vrednosti —dRn/dT dostignutim u istom
temperaturnom opsegu, koji je iznosio 78,3-78,7 °C za CDKB2;1 (Slika 22a), 79,6-80,4
°C za CYCBZ2;4 (Slika 22b), 79-79,7 °C za CYCH;1 (Slika 22c), 81,1-81,9 °C za aktin
(Slika 224d).

30+ |- Kontrola [ cisz [ transz BAP [ TDZ |

25 4 =

20 A

154

10 4

Ct vrednost referentnog gena za aktin

7 10 14 21 28 35
Vreme tretmana (dani)

Grafik 14. Broj ciklusa posle kojih se dostize prag detekcije amplifikacije (Ct vrednost)
sekvence referentnog gena POAC58 prilikom qPCR amplifikacije cDNK biljaka kelerabe
gajenih in vitro 7, 10, 14, 21, 28 i 35 dana na razli¢itim citokininskim tretmanima.
Kontrolne biljke su gajene na osnovnoj hranljivoj podlozi. Prikazani podaci
predstavljaju srednju Ct vrednost + S.E. (n = 3).
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Slika 22. Krive topljenja produkata qPCR amplifikacije cDNK biljaka kelerabe, sorta
Becka Plava, tretiranih citokininima, pomocu prajmera specifi¢nih za sekvencu gena

CDKB2;1 (a), CYCB2;4 (b), CYCH;1 (c) i POAC58 (d).

Metodom qPCR-a pokazan je uticaj citokininskih tretmana na aktivnost sva tri
gena ukljuCena u regulaciju ¢elijske deobe kod BP kelerabe. Dobijeni rezultati
predstavljeni su relativno u odnosu na kontrolne biljke gajene na osnovnoj hranljivoj
podlozi, za svaku vremensku tacku ponaosob. Kod kontrolnih biljaka, sva tri gena su
pokazala slican profil promene ekspresije u toku vremena (Grafik 15). U svim
vremenskim tackama kod kontrolnih biljaka najniza ekspresija zabelezena je za
CDKB2;1 gen. Dodatno, nije uocena statisticki znacajna promena ekspresije ovog gena
tokom vremena, za razliku od ekspresije CYCB2;4 i CYCH;1 gena kod kojih je najvisa
vrednost broja kopija transkripata / ng RNK dostignuta nakon 10 dana gajenja (Grafik
15).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala da su vreme gajenja 1 tip
citokininskog tretmana imale statisticki znacajan uticaj na relativou promenu ekspresije

sva tri gena, kao 1 da je postojala interakcija ova dva faktora (Grafik 16).
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Grafik 15. Broj kopija transkripata (po 1 ng RNK) CDKB2;1, CYCB2;4 1 CYCH;1 gena
u kontrolnim biljkama kelerabe, sorta Becka Plava, gajenih in vitro 7, 10, 14, 21, 28, i
35 dana na osnovnoj hranljivoj podlozi. Prikazani podaci predstavljaju srednju vrednost
+ S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se ne razlikuju statitisticki
znacajno prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

Najveci relativni porast ekspresije CDKB2;1 gena (Grafik 16a) pod uticajem
citokinina zabelezen je nakon 7 dana gajenja, pri ¢emu je uoceno povecanje relativnog
sadrzaja transkripata do 4 puta u odnosu na netretiranu kontrolu. Rezultati prikazani na
Grafiku 16b pokazuju slican obrazac ekspresije 1 kod CYCB2;4 pri ¢emu je najveci
statisticki znaCajan porast ekspresije (oko 3 puta) u odnosu na kontrolu zabelezen nakon

7121 dana gajenja kod sva 4 tretmana.

U trenutku kada je doslo do pojave prvog kalusa, nivo ekspresije oba gena bio je
znacajno nizi u odnosu na nivo ekspresije kod kontrole na svim tretmanima. Sa pojavom
regenerisanih izdanaka i njihovog daljeg rastenja i razvi¢a, doslo je do blagog porasta
aktivnosti CDKB2;1 gena, narocito kod TDZ tretmana nakon 28 dana, gde se dobijena
vredost znacajno razlikovala od onih dobijenih na ostalim tretmanima. Zabelezeni
porast ekspresije je joS viSe bio izrazen kod CYCB2;4 gena, i to najviSe nakon 21 dana
gajenja gde je promena ekspresije dobijene na podlogama sa TDZ i BAP bila statisticki

znacajna u odnosu na druge citokinine.
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Grafik 16. qRT-PCR analiza ekspresije gena ukljucenih u regulaciju ¢éelijskog ciklusa
kod biljaka kelerabe, sorta Becka Plava, nakon 7, 10, 14, 21, 28, i 35 dana gajenja in
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vitro na podlozi sa 2 mg L™ cisZ; 2 mg L™ transZ; 2 mg L' TDZ, odnosno 5 mg L™
BAP. Koli¢ina transkripta CDKB2;1 (a), CYCB2;4 (b) i CYCH;1 (c) prikazana je kao
relativan broj kopija u odnosu na kontrolne vrednosti (K) za svaku vremensku tacku.
Kontrolne biljke su gajene na osnovnoj hranljivoj podlozi. Prikazani podaci
predstavljaju srednju vrednost £ S.E. (n = 3). Srednje vrednosti obeleZene razli¢itim

slovom se statitisti¢ki znacajno razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p <
0,05.

Na Grafiku 16c se moze videti da ekspresija CYCH;1 gena kod kelerabe prati
obrazac ekspresije CDKB2;1 i CYCB2;4 gena tokom vremena. Najvece statisticki
znacajne promene u ekspresiji u odnosu na kontrolu uocene su kod tretmana sa TDZ

nakon 28 i1 35 dana gajenja.
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5. DISKUSIJA

Razvijanje efikasnog protokola za in vitro regeneraciju biljaka, kod odredenih
biljnih vrsta, predstavlja preduslov za brojne eksperimentalne pristupe u modernoj

biljnoj fiziologiji, biotehnologiji kao i u genetickom inzenjerstvu.

Jedini uspesni protokol za regeneraciju biljaka kelerabe in vitro publikovan do
sada (Glendening i Sjolund 1988) zahtevao je upotrebu izuzetno visoke koncentracije
citokinina BAP (10 mg L") koja moze da dovede do brojnih neZeljenih efekata kao §to
su inhibicija oziljavanja, problemi sa aklimatizacijom ili pojava morfoloskih
abnormalnosti (Werbrouck 1996). Takode su zabelezeni pokuSaji koji su vodili ka
slaboj regeneraciji (Klima i sar. 2004). Po prvi put u ovoj doktorskoj disertaciji su
uspostavljeni efikasni protokoli za regeneraciju biljaka kelerabe in vitro putem somatske

embriogeneze, kao i de novo organogeneze iz intaktnih klijanaca.

5.1. Somatska embriogeneza

In vitro razvice biljaka zavisi od razlicitih faktora, kao S§to su vrsta biljke,
genotip, starost i stadijum razvica eksplantata, fiziolosko stanje majke biljke koja je
izvor eksplantata. Takode, veoma bitni faktori su sastav hranljive podloge i uslovi u
kulturi, kao §to su svetlost i temperatura. Interakcija izmedu svih ovih faktora vodi ka
indukciji 1 ekspresiji specificnog puta dediferencijacije ¢elija i razvi¢a organa, odnosno

biljaka (Gaj 2004).

Preduslov za upostavljanje uspeSnog sistema za somatsku embriogenezu
podrazumeva dobar izbor biljnog materijala, tj. da eksplantati budu izvor kompetentnih
¢elija. Sa druge strane, odredivanje fizickih i hemijskih faktora koji indukuju njihov

embriogeni put razviéa je takode izuzetno vazno (Gaj 2004).

Somatska embriogeneza moze biti indukovana iz razli¢itih tipova eksplantata,
kao Sto su klijanci i njihovi fragmenti: petiole, listovi, korenovi, kotiledoni 1 meristemi
izdanaka, kao i semena i zigotski embrioni. Nezreli zigotski embrioni predstavljaju

najcesc¢e koriséen izvor embriogenih ¢elija. Njihova upotreba je omoguéila indukciju
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somatske embriogeneze i kod onih vrsta biljaka kod kojih je tokom godina istrazivanja
nije bilo moguce dobiti (Raemakers i1 sar. 1995; Von Arnold i sar. 1996). U ovom
istrazivanju, nezreli zigotski embrioni kelerabe demonstrirali su visok potencijal za

regeneraciju biljaka putem repetitivne embriogeneze bez posredne kalusne faze.

Razliciti tipovi eksplantata koriS¢eni za indukciju SE pokazuju najve¢i odgovor
pri odredenoj starosti (Fiore i sar. 1997; Koh i Loh 2000). Sto se ti¢e zigotskih embriona
veéi embriogeni potencijal je, najceSée, zabelezen kod mladih zigotskih embriona
(Garin i sar. 1998). Medutim, uoceni su i slucajevi kod kojih embriogeni potencijal raste
sa staroS¢u, odnosno zrelos¢u zigotskih embriona (Choi YE 1 sar. 1998; Gaj 2001). Kod
A. thaliana je pokazano da je zrelost zigotskog embriona uticala i na tip somatske
embriogeneze, odnosno zreliji zigotski embrioni su ulazili u direktnu SE, dok je kod
mladih najpre dolazilo do formiranja kalusa iz kojeg su se razvili somatski embrioni

(Pillon 1 sar. 1996; Gaj 2001; Mordhorst i sar. 1998).

Stadijum razvi¢a nezrelih zigotskih embriona kelerabe pokazao se kao veoma
vazan za embriogenu kompetenciju, kao Sto je pokazano i za druge pripadnike roda
Brassica (Koh i Loh 2000; Gaj 2001, 2004; Burbulis i Kupriene 2005; Rai i sar. 2007).
U nasem radu, najvisa frekvencija somatske embriogeneze zabeleZzena je kod zigotskih
embriona u ranom kotiledonarnom stadijumu razvi¢a, dok su eksplantati u stadijumu
torpeda 1 u kasnom kotiledonarnom stadijumu dali manji odgovor. Razlika moze biti
rezultat toga Sto se eksplantati u razliCitim stadijumima razvi¢a odlikuju drugacijim

fizioloSkim statusom (Rai 1 sar. 2007).

Auksini 1 citokinini predstavljaju esencijalne regulatore rastenja kod biljaka i
ukljuceni su u regulaciju celijskih deoba i diferencijaciju. Eksperimentalni podaci
prikupljeni za veliki broj biljnih vrsta u poslednje dve decenije upravo ukazuju na to da
ovi biljni hormoni predstavljaju klju¢ne faktore za sticanje embriogene kompetencije i
da njihovo dodavanje u podlogu za gajenje indukuje somatsku embriogenezu in vitro
(Von Arnold i sar. 2002; Jiménez 2005). Pretpostavlja se da je ova pojava povezana sa
njihovom ulogom u regulaciji ¢elijskog ciklusa i ¢elijskoj deobi (Francis i Sorrell 2001;

Fehér i sar. 2003; Gaj 2004).
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Od auksina je najcesce koriS¢en 2,4-D (Raemakers i sar. 1995) koji se pokazao
najefikasnijim kod brojnih biljnih vrsta (Pillon 1 sar. 1996; Choi i sar. 1998; Gaj 2001).
Cak u 65% protokola ovaj auksin je koriséen sam ili u kombinaciji sa drugim

regulatorima rastenja (Gaj 2004).

Medutim, 2,4-D je imao negativan efekat na somatsku embriogenezu kelerabe.
Dodatak 2,4-D osnovnoj hranljivoj podlozi je doveo do smanjenja efikasnosti somatske
embriogeneze kod nezrelih zigotskih embriona, a ovaj auksin nije ispoljio ni
stimulatorni efekat na dalje razvi¢e somatskih embriona. Naime, oba procesa su bila
efikasnija na podlozi bez regulatora rastenja. Sta vise, prisustvo 2,4-D u hranljivoj
podlozi dovelo je do nepravilnog rastenja i deformacije eksplantata nevezano za njihov
stadijum razvica, a stepen deformisanosti rastao je sa povecanjem koncentracije 2,4-D.
Takode, kompaktan kalus se mogao uociti samo kod manjeg broja eksplantata gajenih
na veé¢im koncentracijama 2,4-D, a u ostalim sluCajevima, somatski embrioni su

formirani direktno na eksplantatu, bez posredne kalusne faze.

Pored toga S§to 2,4-D ima ulogu inicijatora embriogenog razvica u biljnim
¢elijama gajenim in vitro, ovaj auksin takode deluje kao jak stresor (Fehér i sar. 2003).
Primena 2,4-D u podlozi za indukciju somatskih embriona moZe imati Stetan efekat, kao
Sto je razviée malformisanih embriona (Rodriguez i Wetzstein 1994; 1998). Smatra se
da to moze biti posledica narusavanja polarnog transporta endogenih auksina usled
egzogene primene auksina (Choi 1 sar. 1997). Primena auksina takode moze dovesti do
inhibicije razvi¢a embriogenih masa u somatske embrione, tako S$to ili inhibira polaritet
¢elije ili onemogucava stvaranje auksinskog gradijenta (Von Arnold 2002; Fehér i sar.

2003).

U nekim sistemima pokazano je da su umesto auksina citokinini efikasni u
indukciji somatske embriogeneze (Carimi i sar. 1999; Sagare i sar. 2000; Chen 1 Chang
2001; Kim 1 sar. 2003). Medutim, ovaj sistem za indukciju somatske embriogeneze koji
ukljucuje samo citokinine je redak. Pokazano je da je od ispitivanih protokola za
indukciju somatske embriogeneze, manje od 14% koristilo neki iz ove grupe hormona
(Gaj 2004). Od toga, BAP je najcesce koriS¢en, zatim kinetin, 1 na kraju zeatin 1 TDZ

(Raemakers i sar. 1995). Medutim, u poslednje vreme se TDZ pokazao kao efikasan u
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indukciji direktne SE visoke frekvencije i1 kod diferenciranih tkiva, kao Sto su hipokotili

1 kotiledoni (Zhang i sar. 2005).

Somatska embriogeneza na podlozi bez biljnih regulatora rastenja je retka
pojava. Gaj i saradnici (2004) su pokazali da su regulatori rastenja koriSéeni za
indukciju somatske embriogeneze u 93% analiziranih protokola. Kod najveceg broja
vrsta kod kojih nije potreban dodatak regulatora rastenja za indukciju somatske
embriogeneze, endogeni auksini i citokinini su bili kljuéni faktori u odredivanju
embriogenog odgovora (Fehér i sar. 2003; Gaj 2004; Jiménez 2005), verovatno zbog
toga §to, kao §to je ve¢ pomenuto, imaju vaznu ulogu u regulisanju Celijskog ciklusa i

¢elijske deobe.

Visok potencijal za somatsku embriogenezu kod kelerabe uocen je kod
hipokotila isklijalih nezrelih zigotskih eksplantata. To je u skladu sa rezultatima
istrazivanja kod mnogih drugih biljnih vrsta (Kim i sar. 2003; Burbulis 1 Kupriene
2005), Sto ukazuje na to da su mladi hipokotili povoljne mete za indukciju somatske
embriogeneze. Konar i saradnici (1972) su ovaj potencijal pripisali epidermalnim

¢elijama hipokotila koje su povratile meristemske karakteristike, tj kapacitet.

Prisustvo auksina je, u ve€ini sluc¢ajeva, neophodno za indukciju sekundarne
somatske embriogeneze. Kod nekih sistema potrebna je kombinacija auksina sa
citokininima (Agarwal i sar. 2004) ili se sekundarna somatska embriogeneza javlja u
odsustvu biljnih regulatora rastenja (Koh i Loh 2000). Kada je u pitanju keleraba, u
ovom radu je pokazano da su se sekundarni embrioni spontano javljali na primarnim
tokom gajenja na podlozi bez regulatora rastenja. Egzogeno primenjeni citokinini

generalno nisu doveli do znacajnog povecanja frekvencije sekundarne embriogeneze.

Veéina vrsta pokazuje nizu frekvenciju indukcije primarne u odnosu na
indukciju sekundarne embriogeneze (Raemakers et al. 1995; Vasic et al. 2001). Takode,
neke kulture imaju sposobnost da odrze kompetenciju za sekundarnu embriogenezu
dugi niz godina (Thorpe 2000; Martinelli 1 sar. 2001). Sli¢ni rezultati su dobijeni 1 u
naSim istrazivanjima kelerabe, gde su nakon jedne godine repetitivne somatske
embriogeneze na hranljivoj podlozi bez biljnih regulatora rastenja, kulture i dalje

zadrzale visok embriogeni potencijal. Najvisi intenzitet sekundarne somatske
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embriogeneze je zabelezen kod embriogenih linija koje su vodile poreklo od zigotskih
eksplantata u ranom kotiledonarnom stadijumu. Ova vrednost je bila skoro trostruka u
odnosu na onu dobijenu za primarnu somatsku embriogenezu iz istih eksplantata §to sve
zajedno pruza mogucnost za produkciju velikog broja embriona u relativno kratkom
vremenskom periodu. Svi testirani sekundarni embrioni su isklijali u bilj¢ice od kojih se
veéina razvila u normalne diploidne biljke Sto ukazuje na to da su Sanse za pojavu
somaklonalnog variranja tokom ovog regenerativnog postupka veoma male. Na osnovu
svega ovoga moze se zakljuciti da je po prvi put kod kelerabe uspostavljen veoma

efikasan regenerativni sistem putem somatske embriogeneze.

Klasican koncept somatske embriogeneze podrazumeva da somatski embrion
potice od jedne ¢elije (Haccius 1978) Sto je pokazano kod razli¢itih biljaka kao Sto je
npr. Sargarepa (Toonen i sar. 1994). Medutim, jednocelijsko poreklo somatskih
embriona nije pravilo 1 postoje primeri istovremene pojave jednocelijskog 1
viSecelijskog porekla u jednom regenerativnom sistemu (Chan i sar. 1998). Danas se
smatra da su oni regenerativni sistemi koji mogu garantovati jednocelijsko poreklo
somatskih embriona veoma retki. Somatski embrioni koji se formiraju iz kalusa,
odnosno putem indirektne SE imaju veéu verovatnoéu visecelijskog porekla, dok je u
direktnoj SE veca verovatno¢a da somatski embrioni nastaju od pojedinacne ¢elije (Gaj
2004). U vecini slucajeva gde biljni regulatori rastenja nisu koriS¢eni za embriogenu
indukciju, somatski embrioni se formiraju direktno na povrSini eksplantata bez
formiranog kalusa (Fehér i sar. 2003), kao Sto je pokazano i u slucaju kelerabe. U nasim
istrazivanjima, histoloska analiza je ukazala na to da su somatski embrioni formirani

direktno iz povrSinskih ¢elija, odnosno slojeva eksplantata, bez posredne kalusne faze.

Somatski embrioni se obi¢no razvijaju u male biljke, slicno klijancima, na
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Medutim, u brojnim sistemima za indukciju
SE, 1ako dolazi do formiranja velikog broja embriona, mnogi od njih ne uspevaju da se
razviju u biljke. NajceS¢e se za razvi¢e somatskih embriona u biljke u podlogu dodaje
giberelna kiselina (Kim i sar. 1997; Yang i Choi 2000), glutamin ili hidrolizat kazeina
(Von Arnold i sar. 2002). Takode, u ove svrhe koriste se i indol-3-buterna kiselina,
abscisinska kiselina ili citokinini (Ahmed 1 sar. 1996; Choi YE i sar. 1998; Sarasan i sar.

2001). U istrazivanjima kelerabe 96% embriona se spontano razvilo u mlade bilj¢ice, a
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nakon jednog meseca aklimatizacije u staklenoj basti stepen prezivljavanja je iznosio
72,5%. Efikasna konverzija embriona u biljke predstavlja vazan preduslov za primenu

ovog protokola u biotehnoloskim programima oplemenjivanja kelerabe.

Uspostavljeni sistem za regeneraciju kelerabe, kao jedan od model sistema u
kojima dodatak biljnih regulatora rasta nije neophodan za indukciju somatske
embriogeneze, moze takode da doprinese razja$njenju ranih regulatornih dogadaja u

razvi¢u embriona.

5.2. De novo organogeneza

De novo organogeneza predstavlja najcesée koris€en put za regeneraciju biljaka
kod mnogih vrsta iz roda Brassica (Cardoza i Stewart 2004). Takode, pokazano je da se
pripadnici roda Brassica karakteriSu veoma visokom genotipskom specifi¢no$éu za
regeneraciju (Cardoza 1 Stewart 2004). Zato je za svaki genotip neophodno razviti

odgovarajuci protokol za regeneraciju.

U ovom radu predstavljen je efikasan protokol za in vitro organogenezu
izdanaka kod dve sorte kelerabe — Becka Plava (BP) i Becka Bela (BB). Nasa
istrazivanja su pokazala da je morfogenetski potencijal kelerabe bio varijabilan i da je
zavisio od tkiva eksplantata i primenjenih regulatora rastenja kod obe sorte, Sto je
prethodno pokazano za druge pripadnike roda Brassica (Ovesna i sar. 1993; Sparrow i
sar. 2004; Akasaka-Kennedy i sar. 2005; Ghnaya i sar. 2008; Pavlovi¢ i sar. 2010).
Svaki od primenjenih citokinina (transZ, cisZ, TDZ, BAP) je samostalno doveo do
indukcije regeneracije izdanaka 1 kod hipokotila i kod klijanaca kelerabe, bez potrebe za
egzogenom primenom auksina. Protokoli za regeneraciju koji ne obuhvataju auksine se
smatraju pogodnijim, s obzirom na to da egzogena primena ovih regulatora rastenja u
kulturi biljnog tkiva moze dovesti do somaklonalnih varijacija (Lo Schiavo i sar. 1989;

Neelakandan i Wang 2012).

De novo regeneracija izdanaka kelerabe na hranljivim podlogama sa
citokininima odvijala se putem procesa indirektne organogeneze koji je podrazumevao

kalusnu fazu $to je potvrdila i histoloska analiza klijanaca gajenih na podlogama sa CK.
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Formiranje kalusa uoceno je kod svih tretmana, a sposobnost regeneracije izdanaka

zavisila je, izmedu ostalog, od tipa eksplantata.

5.2.1. Efekat tipa eksplantata na efikasnost regeneracije izdanaka

Postoje brojni literaturni podaci o uspeSnim regeneracijama biljaka kako iz
kotiledona (Teo i sar. 1997; Mollika i sar. 2011; Ravanfar i sar. 2011; 2014) tako 1 iz
korena (Wong i Loh 1988; Sharma i Thorpe 1989) kod razli¢itih vrsta roda Brassica. U
nasem istrazivanju, koren i kotiledon se nisu pokazali kao pogodan eksplantatski
materijal za in vitro regeneraciju kelerabe, daju¢i niske vrednosti kako za frekvenciju
organogeneze tako i za prosecan broj regenerisanih izdanaka. Imajuéi u vidu da su za
indukciju regeneracije kod drugih vrsta Brassica koris¢eni auksini, moguce je da je
prisustvo ovih hormona u podlozi neophodno u slucaju upotrebe kotiledona ili korena
kao primarnih eksplantata i u slucaju kelerabe. Odsecci kotiledona su se pokazali
efikasnim za regeneraciju izdanaka kod ukrasnog kelja (Brassica oleracea L. var.
acephala), ali su bili manje produktivni u odnosu na hipokotil ¢ak i na podlozi sa
auksinom (Dai i sar. 2009). Takode, kod portugalskog kelja (Brassica oleracea L. var.
tronchuda) hipokotili su bili uspesniji u regeneraciji izdanaka u odnosu na kotiledone
(Msikita i Skirvin 1989). Nasuprot ovome, kod uljane repice (Brassica napus L.),
zabelezZena je veca efikasnost regeneracije kod kotiledona u odnosu na hipokotile, dok
su eksplantati korena i u ovom slucaju ispoljili mali regenerativni potencijal (Kamal i

sar. 2007).

Odsecci  hipokotila kelerabe su se pokazali uspeSnijim eksplantatima u
regeneraciji izdanaka u odnosu na odsecke korenova i kotiledona, $to je u skladu sa
prethodnim opazanjima da su hipokotili najpogodniji eksplantati i za regeneraciju i za
geneticku transformaciju biljaka kod mnogih vrsta iz roda Brassica (Cardoza i Stewart
2004). Sa druge strane, u poredenju sa intaktnim klijancima odlikovali su se nizom
frekvencijom regeneracije. Upotreba intaktnih klijanaca kelerabe bila je veoma uspesna,
pri ¢emu je na tretmanima sa 2 mg L' TDZ odnosno 5 mg L' BAP dobijena skoro
deset puta veca efikasnost regeneracije kod obe sorte u odnosu na odsecke hipokotila.

Takode, uspesna in vitro morfogeneza iz intaktnih klijanaca je opisana i kod Lotus
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corniculatus L. (Nikoli¢ i1 sar. 2006). Izdanci dobijeni regeneracijom iz klijanaca

kelerabe izgledali su vijabilnije od onih dobijenih iz eksplantata hipokotila.

Interesantno, prosecan broj regenerisanih izdanaka po eksplantatu je bio visi kod
eksplantata hipokotila u odnosu na klijance. Moguce je da je na efikasnost za
regeneraciju izdanaka iz hipokotila uticala starost tkiva. U vecini istrazivanja pokazano
je da eksplantati poreklom iz nekoliko dana starih klijanaca daju optimalne frekvencije
regeneracije. Tako, kod B. rapa ssp. oleifera je pokazano da su tri dana stari klijanci
dali bolji materijal za regeneraciju nego oni stari Cetiri dana (Burnett i sar. 1994). Kod
B. napus eksplantati iz Cetiri dana starih klijanaca su imali frekvenciju regeneracije od
90% (Ono 1 sar. 1994), a kod B. rapa najbolju regeneraciju su dali eksplantati iz biljnog
materijala starog 3 dana (Teo i sar. 1997). I kod B. juncea, optimalna regeneracija
izdanaka je dobijena upotrebom eksplantata iz 3-5 dana starih klijanaca (Sharma 1i sar.
1990). Dodatno, pokazano je da je optimalna starost hipokotila za produkciju izdanaka
procesom de novo organogeneze do sedam dana (Fuller i sar. 1994; Kamal i sar. 2007,
Pavlovi¢ i sar. 2010; Ravanfar i sar. 2014). U ovom radu su za eksperimente koriS¢eni
odsecci hipokotila klijanaca kelerabe starih dve nedelje, posto klijanci kelerabe mladi od
dve nedelje nisu bili dovoljno razvijeni. Upotreba eksplantata izolovanih iz dve nedelje
starih klijanaca u regeneraciji izdanaka zabelezena je takode kod kupusa (Jin i sar.

2000).

5.2.2. Efekat egzogeno primenjenih citokinina na regeneraciju izdanaka

Kod mnogih biljnih vrsta, ukljucujuéi i pripadnike roda Brassica, BAP i TDZ su
najefikasniji kada je u pitanju de novo organogeneza izdanaka, pa su iz tog razloga i
najcesce korisceni citokinini (Glendening i Sjolund 1988; Khan i sar. 2003; Ghnaya i
sar. 2008; Abassi i sar. 2011). TDZ, kao i drugi sinteticki citokinini, je izgleda manje
osetljiv na enzimsku degradaciju in vivo u poredenju sa prirodnim citokininima, tako da
1 pri niskim koncentracijama moze indukovati veéi odgovor biljnog tkiva. Medutim,
ovaj regulator rastenja takode moze izazvati neke neZeljene posledice, kao S§to su
inhibicija izduzivanja izdanaka, srastanje izdanaka i hiperhidracija (Magyar-Tabori i
sar. 2010). U ovom istrazivanju zabeleZena je visoka efikasnost oba ova hormona u

indukeciji organogeneze izdanaka kelerabe bez pojave bilo kakvih nezeljenih efekata.
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Takode, pokazano je da je medu egzogeno primenjenim citokininma transZ bio
najuspesniji u pogledu broja de novo indukovanih izdanaka iz hipokotila kod sorte BP.
Ovaj citokinin je doprineo i visokoj frekvenciji regeneracije izdanaka, slicno onoj
dobijenoj sa BAP i TDZ kod BB hipokotila, kao i kod klijanaca obe sorte. Ovi podaci
nisu u saglasnosti sa prethodno objavljenim zapazanjima kod razli€itih biljnih vrsta gde
se transZ pokazao kao najmanje uspe$an u indukciji de novo organogeneze izdanaka
(Bretagne i sar. 1994; Pellegrineschi 1997; Ahmadabadi i Bock 2010; Verma i sar.
2011). Ipak, postoje i literaturni podaci gde je transZ bio efektivniji u stimulisanju
regeneracije izdanaka od drugih citokinina (Coleman i Ernst 1989; Souza i sar. 2003),

ili sa sliénim efektom kao BAP (Suri 1 sar. 2005).

Regeneracija izdanaka kelerabe, kako iz hipokotila tako i iz intaktnih
klijanaca, je ostvarena i na hranljivoj podlozi sa CiSZ. Interesantno je da se dugo
vremena smatralo da je fizioloSka aktivnost zeatina ograni¢ena samo na transZ,
dok se za cisZ verovalo da je neaktivna ili slabo fizioloski aktivna forma
citokinina. Ovi zakljucci su bili izvedeni na osnovu ranijih radova koji su opisivali
slabu biolosku aktivnost cisZ u nekim citokininskim bioloskim testovima (Schmitz
i sar. 1972; Kaminek i sar. 1979). Upravo zato su brojna istrazivanja biosinteze i
metabolizma citokinina uglavnom bila fokusirana na transZ, iako su CiSZ i njegovi
derivati izolovani iz viSe vrsta, uklju¢ujué¢i krompir (Nicander i sar. 1995), pirinac
(Izumi sar. 1988; Takagi i sar. 1989), hmelj (Watanabe i sar. 1981), pSenicu (Parker
i sar. 1989), ovas (Parker i sar. 1989) i leblebije (Emery i sar. 1998). Medutim, ova
tema vezana za aktivnost CiSZ odnosno transZ je veoma aktuelna poslednjih godina i
predstavlja predmet brojnih diskusija. Skorije analize su pokazale da Cis izomeri mogu
imati ulogu dominantnih citokinina u odredenim stadijumima rastenja i razvi¢a biljaka
(Emery i sar. 1998; 2000; Gajdosova i sar. 2011; Stirk i sar. 2012). Takode, geni koji
kodiraju enzime O-glukoziltransferaze, specificne za O-glukozilaciju CiSZ
identifikovani su kod kukuruza (Martin i sar. 2001; Veach i sar. 2003). Ova otkri¢a
ukazuju na to da cis-izomeri zeatina mogu imati jedinstvene fizioloske funkcije u
rastenju i1 razvicu biljaka. U ovom radu je pokazano da je CiSZ bioloski aktivan u
procesu regeneracije izdanaka iz eksplantata hipokotila, kao 1 drugi primenjeni
citokinini. Sa druge strane, CiSZ se pokazao mnogo manje efikasan u odnosu na njegov

trans izomer u regeneraciji izdanaka iz intaktnih klijanaca kelerabe.
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5.2.3. Efekat citokininskih pretretmana na umnoZavanje izdanaka dobijenih de

NOVO organogenezom

Izdanci regenerisani na odseccima hipokotila ili intaktnim klijancima su
odvojeni od primarnih eksplantata i dalje gajeni na hranljivoj podlozi koja je sadrzala
0,5 mg L' BAP. Smatra se da su podloge sa BAP najbolje podloge za umnoZavanje
izdanaka kod brojnih biljnih vrsta (Sharma i Thorpe 1990; Ruzi¢ i Vujovi¢ 2008; Moura
1 sar. 2009; Yunus i sar. 2012). Gajenje regenerisanih izdanaka kelerabe na ovoj
hranjlivoj podlozi pruzilo je dodatnu moguénost za izucavanje razlika u potencijalu za
umnozavanje izmedu izdanaka regenerisanih iz eksplantata hipokotila i klijanaca, kao 1
izmedu pretretmana razliCitim citokininima. Efekat citokininskog pretretmana na
umnoZzavanje izdanaka regenerisanih na klijancima se razlikovao izmedu dve ispitivane
sorte. Kod BP efekat pretretmana bio je uocljiv, dok kod BB efekat pretretmana nije
detektovan. Razlika izmedu BP 1 BB genotipova u smislu trajanja efekata citokinina
moze biti posledica razlike u njithovom metabolizmu. Moguce je da su kod BB
akumulirane vecée koli¢ine citokinina, pa je premaSena gornja granica osetljivosti tkiva
na citokinine, zbog Cega je izostala oCekivana stimulacija umnozavanja izdanaka od

strane ovih regulatora rastenja.

5.2.4. Oziljavanje i aklimatizacija umnoZenih izdanaka regenerisanih iz klijanaca

Prisustvo IBA u koncentraciji od 4 mg L™ u hranljivoj podlozi za oZiljavanje je
dovelo do povecanja frekvencije rizogeneze kao i broja korenova formiranih po izdanku
kod obe sorte kelerabe u odnosu na 2 mg L™ IBA. Prose¢na duZina korena je bila
povecana, dok su Pavlovi¢ i saradnici (2010) zabelezili da su 1 frekvencija oziljavanja i
proseéna duzina korena bili umanjeni prilikom dodavanja 4 mg L™ u odnosu na 2 mg L’
"IBA kod razligitih varijeteta Brassica oleracea L. Abbasi i saradnici (2011) su takode
pokazali da su najviSe vrednosti za frekvenciju oziljavanja, broj korenova po izdanku,
kao i duzinu korena dobijene na podlozi sa 3 mg L™ IBA, dok su koncentracije vise od
ovih (4 mg L") imale inhibitorni efekat na parametre oziljavanja kod B. rapa L. var.
turnip. Rezultati, dobijeni u ovom istrazivanju, ukazuju na to je keleraba mozda manje
osetljiva prema IBA nego druge vrste roda Brassica kod kojih je proucavana

rizogeneza. Zbog toga je potrebna primena koncentracije IBA od 4 mg L kako bi se
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dostigao maksimalni odgovor kod kelerabe. Dobra oziljenost regenerisanih biljaka
doprinela je njihovoj daljoj uspesnoj akliimatizaciji. Sve aklimatizovane biljke kelerabe
su nastavile normalno da se razvijaju, cvetaju i formiraju mahune, pri ¢emu ni kod jedne
biljke nije doslo do promene ploidnosti. Sve ovo ukazuje na uspesnost i efikasnost
protokola za regeneraciju kelerabe putem de novo organogeneze razvijenog u okviru

ove doktorske teze.

5.3. Endogeni nivo citokinina i IAA

Sastav hranljive podloge za regeneraciju, odnosno primenjeni citokinini imali su
uticaj na nivo endogenih citokinina, kao i TAA, 1 kod hipokotila sa regenerisanim
izdancima (HRI) i kod klijanaca sa regenerisanim izdancima (KRI). Smatra se da su ove
promene u nivou endogenih biljnih hormona najverovatnije doprinele regenerativnom

potencijalu ovih eksplantata.

5.3.1. Nivo endogenih citokinina i TAA u eksplantatima sa regenerisanim

izdancima gajenim na razli¢itim hranljivim podlogama za regeneraciju

U cilju ispitivanja uloge citokinina u regeneraciji izdanaka kelerabe in vitro, u
ovom istrazivanju je po prvi put izmeren sadrzaj endogenih citokinina i napravljen
potpuni citokininski profil odsecaka hipokotila sa regenerisanim izdancima i intaktnih

klijanaca sa regenerisanim izdancima kelerabe.

Dodavanje sintetickih citokinina, kao Sto su BAP i TDZ, u hranljivu podlogu za
regeneraciju izdanaka izazvalo je ili nikakvo ili veoma malo povecanje endogenog
nivoa citokinina i kod HRI i kod KRI, u poredenju sa kontrolom. Medutim, kada su u
podlogu za regeneraciju dodati neki od prirodnih citokinina trans-, odnosno cisZ, uocen
je znaCajan porast u nivou endogenih citokinina. Narocito je doslo do povecéanja
sadrzaja kod istog tipa citokinina, trans- ili CisZ, koji je i primenjen u hranljivoj podlozi.
Ovi podaci ukazuju na to da je porast u nivou citokinina prvenstveno bila posledica
usvajanja citokinina iz hranljive podloge. Slicno ovome, u ranijoj literaturi postoje

podaci da endogeni nivoi odredenih citokinina rastu nakon njihovog egzogenog
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dodavanja u podlogu za gajenje (Klems i sar. 2011; Montalban i sar. 2013; Aremu 1 sar.
2014a). Izrazitiji porast endogenih citokinina u HRI gajenih na podlozi koja je
sadrzavala ciSZ odnosno transZ u odnosu na KRI gajenih na istim hranljivim
podlogama, sugeriSe da je usvajanje egzogenih citokinina mozda efikasnije za segmente

hipokotila nego za klijance.

Dodatak transZ u hranljivu podlogu je takode doveo do znacajnog povecanja
endogenih nivoa CiSZ-tipa citokinina, dok je egzogeno dodat cisZ doveo do porasta
endogenih nivoa transZ-tipa citokinina. Istovremeno, u oba slucaja je doslo i do
znaCajnog povecanja nivoa DHZ-tipa citokinina. Ovi efekti su ponovo narocito bili
izrazeni u HRI kod obe sorte. Moguce objasnjenje dobijenih rezultata jeste da se porast
endogenog nivoa CiSZ nakon usvajanja iz podloge u koju je dodat transZ i obrnuto moze
pripisati usvajanju jednog od izomera iz hranljive podloge, koji se zatim prevodi u
drugi, verovatno preko procesa Cis-trans izomerizacije. Naime, interkonverzija izmedu
cis- i transZ delovanjem zeatin-Cis-trans izomeraze je predlozena kod Phaseolus
vulgaris (Bassil i sar. 1993) i A. thaliana (Kasahara i sar. 2004), iako su skorija
istrazivanja izazvala sumnju vezanu uopste za vaznost ovog procesa u biljkama in vivo
(Gajdosova 1 sar. 2011). Montalban i saradnici (2013) su takode pokazali da se tokom
regeneracije izdanaka iz vegetativnih pupoljaka kod kalifornijskog bora (Pinus radiata)
endogeni nivo CiSZ povecava nakon gajenja na hranljivoj podlozi obogaéenoj sa transz,

1 obrnuto.

Prisustvo egzogenih citokinina u hranljivim podlogama generalno nije doprinelo
povecanju endogenog nivoa iP-tipa citokinina ni u jednom od ispitivanih tkiva kod obe
sorte kelerabe. Smatra se da ovaj tip citokinina prvenstveno ima ulogu prekursora za
biosintezu odgovarajucih izomera zeatina (Takei i sar. 2004b). Sli¢ne rezultate su
objavili i Montalban i sar. (2013). Kod sorte Becka plava, izlaganje citokininima iz
hranljive podloge dovelo je ¢ak i1 do opadanja endogenog nivoa iP-tipa citokinina u
poredenju sa kontrolom, 1 kod HRI i kod KRI. Ovakvi rezultati mogu biti pokazatelj
regulacije koja se odvija putem negativne povratne sprege. Prethodna istrazivanja su
pokazala da su nivoi endogenih citokinina u biljkama podredeni takvoj kontroli putem
negativne povratne sprege, ili putem smanjenja biosinteze (Miyawaki 1 sar. 2004) ili

povecanjem katabolizma (Motyka i sar. 2003; Brugiere i sar. 2003).
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Nakon usvajanja iz hranljive podloge, citokinini bi u biljkama mogli postojati ili
kao bioaktivni citokinini ili bi moglo do¢i do njihove konjugacije pri ¢emu nastaju
citokininski O- i N-glukozidi, sude¢i po porastu ovih klasa citokinina nakon gajenja na
transZ ili cisZ u poredenju sa kontrolom, naro¢ito u HRI kod obe sorte. Akumulacija
citokininskih O- 1 N-glukozida je prethodno zabelezena u biljnim tkivima izlozenim
pojacanom usvajanju (Klem§ i sar. 2011; Montalban 1 sar. 2013) ili izmenjenoj
hormonskoj homeostazi (Raspor i sar. 2012) i predstavlja posledicu metabolicke
glukozilacije. O-glukozidi nastaju vezivanjem glukoze na neki od atoma kiseonika
bo¢nog lanca slobodnog transZ, cisZ, DHZ, njihovih ribozida (Bajguz i Piotrowska,
2009; Stirk 1 sar. 2012). Uloga O-glukozilacije je privremena deaktivacija, skladistenje i
zaStita od mehanizama katabolizma (Veach i1 sar. 2003; Stirk i sar. 2012). Sa druge
strane, N-glukozidi nastaju glukozilacijom atoma azota adeninskog prstena
citokininskih slobodnih baza, njihovih ribozida ili ribotida, a bioloska uloga N-
glukozilacije jo§ uvek nije razjasSnjena (Bajguz i Piotrowska 2009). Kod KRI, najvisi
nivo ukupnih citokinina zabeleZzen je na podlozi sa CiSZ, §to se moze smatrati

posledicom ekstemno visokog nivoa upravo neaktivnih formi citokinina, N-glukozida.

Sadrzaj endogenih citokinina i IAA, kao i odnos IAA i bioaktivnih citokinina su
ukazali na to da postoji jasna razlika izmedu HRI i KRI po pitanju endogenih nivoa ovih
biljnih hormona kod kelerabe. HRI su generalno sadrzali ve¢u koli¢inu citokinina u
odnosu na KRI, dok su KRI sadrzali vise IAA i za njih je dobijen i visi odnos [AA i
bioaktivnih citokinina. Stirk i saradnici (2008) su pokazali da stadijum razvica biljaka
ima uticaja na nivo endogenih citokinina kao i na njihove metabolite. To moze biti
razlog primecéenih razlika imedu HRI i KRI u nasem slucaju, s obzirom na to da su

hipokotili predstavljali starije tkivo u odnosu na tkivo klijanaca.

Dodavanje citokinina u hranljivu podlogu za regeneraciju dovelo je do porasta u
endogenim nivoima IAA i1 u HRI i u KRI kod obe sorte, u poredenju sa eksplantatima
gajenim na kontrolnoj podlozi koja nije sadrZala biljne regulatore rastenja. ZabeleZeni
porast endogene TAA je doveo i do povecanja odnosa [AA i bioaktivnih citokinina u

vecini KRI gajenih na podlogama sa citokininima i kod BP i kod BB.

Od kada su otkriveni, pokazano je da citokinini i auksini medusobno intereaguju

tokom nekoliko fizioloskih i razvojnih procesa biljaka ukljuc¢ujuéi apikalnu dominaciju,
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regulaciju celijskog ciklusa, grananje korena, regulaciju senescencije 1 razvice
vaskularnih elemenata (Coenen i Lomax 1997; Swarup i sar. 2002). Pri tome, moze se
smatrati da je odnos citokinina i auksina prilicno medusobno zavisan. U vecini
slucajeva promena endogenog nivoa jednog biljnog hormona utice na promenu
endogenog nivoa drugog (Coenen i Lomax 1997). Dobijeni rezultati su u skladu sa ve¢
poznatom ¢injenicom da citokinini uti¢u na endogeni nivo auksina u biljkama, pri cemu

je taj uticaj prili¢no promenljiv (Eklof 1 sar. 1997).

Postoje razlic¢iti literaturni podaci o citokininima kao pozitvnim regulatorima
biosinteze auksina (Jones i1 sar. 2010), gde povecanje koli¢ine citokinina utie na
povecanje nivoa auksina i obrnuto. Tako je pokazano da kod ipt mutanata Nicotiana
glutinosa povecanje nivoa citokinina uzrokuje povecanje koli¢ine slobodne IAA (Binns
i sar. 1987). Egzogena primena citokinina uti¢e na porast nivoa IAA u korenu kukuruza
1 graska (Bourquin 1 Pilet 1990; Bertell 1 Eliasson 1992). Povecana stopa biosinteze IAA
je zabelezena i1 u apeksima izdanaka, mladim listovima i korenovima deset dana starih
klijanaca A. thaliana, gajenih u te¢noj podlozi obogacenoj sa BAP, transZ ili cisZ
(Jones i sar. 2010). Pokazano je takode da su egzogeni citokinini indukovali lokalnu
biosintezu kao i polarni transport auksina tokom regeneracije izdanaka A. thaliana
(Cheng 1 sar. 2013). Dodatno, postoje podaci da povecana aktivnost CKX enzima kod
A. thaliana snizava nivo endogenih citokinina $to dalje utiCe na smanjenje koli¢ine

endogenih auksina (Werner i sar. 2001; Jones i sar. 2010).

Ipak, postoji i nekoliko istrazivanja koja ukazuju na suprotan efekat, a to je da
citokinini negativno uti¢u na nivo auksina. Pokazano je da kod ipt mutanata duvana i A.
thaliana povisen nivo citokinina uti¢e na smanjenje koli¢ine IAA (EkI6f i sar. 1997,
Nordstrom i sar. 2004). Negativan uticaj citokinina na nivo auksina potvrden je i kod pls
mutanata A. thaliana (Liu i sar. 2010). Takode, potvrdeno je da je regulacija biosinteze
citokinina posredstvom auksina brza 1 direktna, dok je regulacija koliine IAA

posredstvom citokinina spora i indirektna (Nordstrom 1 sar. 2004).

Iz navedenih primera istrazivanja sloZzenog odnosa ove dve grupe hormona se
moze zakljuciti da postoji mogucnost da je porast endogenog sadrzaja IAA kod kelerabe
koja je bila izlozena tretmanu egzogenim citokininima upravo posledica biosinteze

auksina indukovane citokininima.
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5.3.2. Endogeni sadrzaj citokinina i IAA kao mogudi faktor koji utice na efikasnost

regeneracije

Nivo endogenih hormona ili njihov odnos moze uticati na sposobnost in vitro
regeneracije iz razlicitih eksplantata biljaka (Bouza i sar. 1993; Centeno i sar. 1996;
Valdés 1 sar. 2001; Moncalean i sar. 2003; Klems i sar. 2011; Cuesta i sar. 2012;
Montalban 1 sar. 2013; Aremu 1 sar. 2014a; 2014b). Pored toga, citokini dodati u
hranljivu podlogu mogu interagovati sa endogenim hormonima, menjajuéi razvice
biljaka in vitro (Parker i sar. 1986; Valdés i sar. 2001; Moncalean i sar. 2003; Klems i
sar. 2011).

Rezultati dobijeni u ovom istraZzivanju su pokazali da su eksplantati kelerabe
sposobni da formiraju kalus na hranljivim podlogama u koju su dodati samo citokinini,
bez potrebe za egzogenim auksinima. Nasuprot ovome, standardni protokoli za in vitro
regeneraciju kod najveceg broja biljnih vrsta ukljucuju seriju od dva tipa hranljivih
podloga od kojih prva sadrzi auksine u cilju indukcije kalusa (CIM), dok druga sadrzi
citokinine koji su namenjeni za regeneraciju izdanaka (SIM) (Duclercq i sar. 2011;
Motte i sar. 2014). Na molekularnom nivou je pokazano da u toku de novo
organogeneze izdanaka dolazi do odredenih promena u ekspresiji gena ukljucenih u
auksinske 1 citokininske signalne puteve, kao 1 odgovaraju¢ih transkripcionih faktora
(Che 1 sar. 2006; 2007). Na pocetku, egzogeni auksin posreduje procese kao $to su
sticanje kompetencije za formiranje organa, dediferencijaciju ¢elija, formiranje kalusa i
u njemu specificnih zacetaka organa. Zatim, egzogeni citokinin iz hranljive podloge na
koju se eksplantati dalje prenose, posreduje odredivanje razvojnog puta od primordije

organa do izdanka (Motte i sar. 2014).

Endogeni nivo auksina u tkivu eksplantata ima vaZzan uticaj na sposobnost
regeneracije. Kod mutanata A. thaliana sa visokom ekspresijom gena ukljucenih u
biosintezu auksina pokazano je da postoji visok regenerativni kapacitet i u protokolima
koji iskljuuju prvi korak inkubacije na podlozi sa auksinom (Zhao i sar. 2013).
Medutim kod krompira, koji ima prirodno visok nivo endogenih auksina, do formiranja
kalusa dolazi samo primenom standardnog protokola za regeneraciju i ¢ak zahtevaju

primenu antiauksinskih jedinjenja (Pal 1 sar. 2012).
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U ovom radu pokazano je da su endogeni nivoi IAA znacajno poviseni u
eksplantatima hipokotila i1 klijancima kelerabe gajenih na podlogama u koje su dodati
citokinini. Smatra se da su upravo ti poviSeni nivoi auksina mozda mogli biti dovoljni
da indukuju prvu fazu organogeneze u ovim eksplantatima bez potrebe za dodatnim
auksinom u hranljivim podlogama. Pretpostavlja se da su fitohormonski signalni putevi
koji se odvijaju u biljakama u potpunosti zavisni od koncentracije endogenih hormona
prisutnih u biljnim tkivima, $to ne mora nuzno da odrazava sastav biljnih regulatora

rastenja prisutnih u podlozi za regeneraciju (Gordon i sar. 2007).

U ovom istrazivanju, najbolji rezultati za frekvenciju regeneracije kod obe sorte
dobijeni su kod klijanaca gajenih na podlogama sa BAP, TDZ ili transZ. Interesantno,
kod ovih klijanaca je i odnos IAA 1 bioaktivnih citokinina dostigao najviSe vrednosti na
ovim tretmanima. Prema dobijenim rezultatima, izgleda da su i efikasnost regeneracije
izdanaka 1 vijabilnost regenerisanih izdanaka kelerabe u korelaciji upravo sa visokim
odnosom endogene IAA 1 bioaktivnih citokinina. Prema tome, raspolozivost endogenog
auksina moze predstavljati vazan faktor za pocetne faze u organogenezi izdanaka kod
kelerabe, pre nego visok sadrzaj citokinina koji je neophodan za kasnije formiranje

primordija izdanaka.

Eksplantati hipokotila, bez obzira na nisku frekvenciju regeneracije, ispoljili su
viSe vrednosti za proseCan broj regenerisanih izdanaka u odnosu na klijance kao
eksplantate. Takode, kod hipokotila je zabelezen i znacajno nizi odnos TAA i
bioaktivnih citokinina usled viSeg sadrzaja citokinina kao i zbog nizeg IAA sadrzaja.
Okubo 1 saradnici (1991) su pokazali da kada je najnizi odsecak hipokotila zevalice
(Antirrhinum majus L.) kori$¢en kao eksplantat, ispoljio je vecu sposobnost regeneracije
izdanaka u odnosu na bilo koje druge odsecke nakon gajenja na podlozi sa BAP.
Hemijske analize su pokazale da je ovaj segment takode imao najvisi sadrzaj endogenih
citokinina 1 najnizi nivo IAA, ukazuju¢i na ulogu ovih fitohormona u procesu
regeneracije izdanaka. Poznato je da na morfogenezu izdanaka utice ravnoteza izmedu
citokinina i1 auksina, koji su ili egzogeno dodati u hranljivu podlogu (Skoog i Miller
1957; Kohlenbach 1977) ili njihovom interakcijom u biljnim tkivima (Cheng i sar.
2013). Pretpostavlja se da visoki odnos auksina prema citokininima favorizuje

formiranje korena, dok bi niZi odnos trebalo da favorizuje regeneraciju izdanaka (Skoog
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1 Miller 1957). Stoga, hipokotili mozda imaju veéi potencijal za kasnije faze
regeneracije izdanaka u odnosu na druge biljne delove, zahvaljujuéi razli¢itom sastavu
endogenih hormona. Ovo bi moglo predstavljati razlog zaSto su eksplantati hipokotila
proizveli veci prose¢an broj izdanaka nego intaktni klijanci, iako je celokupna

regeneracija iz klijanaca bila uspesnija.

Lokalne promene u koncentraciji biljnih hormona, ukljuc¢ujuéi uspostavljanje
lokalnih gradijenata, aktiviraju razvojne procese vezane za organogenezu (Benkova i
sar. 2003; Pernisova i sar. 2009; Cheng i sar. 2013). Dalje, s obzirom na to da lokalne
promene u sadrzaju auksina vezane za organogenezu zavise od citokinina i obrnuto
(Pernisova 1 sar. 2009; Cheng i sar. 2013), one mogu zavisiti od fitohormonskih
signalnih puteva koji se odvijaju unutar intaktnih biljaka. Ovo moze biti razlog zbog
kojeg intaktni klijanci kelerabe podlezu efikasnijoj regeneraciji izdanaka u odnosu na
eksplantate koji su dobijeni iz izolovanih tkiva, kao Sto su hipokotili, kotiledoni ili
koren, kod kojih izostaju fitohemijske interakcije sa drugim delovima biljke. Na taj
nacin izdanci kelerabe regenerisani iz hipokotila se nisu pokazali viljabilni tokom
eksperimenata umnozavanja izdanaka i na kraju su postali nekroti¢ni. Nasuprot tome,
izdanci dobijeni regeneracijom iz klijanaca su se uspe$no umnozili i razvili u bilj¢ice

koje su se uspesno ozilile.

5.4. Ekspresija gena uklju¢enih u kontrolu c¢elijskog ciklusa tokom de novo

organogeneze izdanaka

Ciklus ¢elijske deobe kod biljaka kontrolisan je ciklinima i1 kinazama zavisnim
od ciklina (Berckmans i De Veylder 2009; Dong i sar. 2011). Kinaze zavisne od ciklina
imaju centralnu ulogu u kontroli toka ¢elijskog ciklusa, pri ¢emu je njihova aktivacija
regulisana vezivanjem za odgovarajuci ciklin u razli¢itim kontrolnim tackama (Dewitte
1 Murray 2003; Nieuwland 1 sar. 2009). Aktivnost ovih kompleksa je strogo
kontrolisana tokom ¢elijskog ciklusa i razvi¢a organa, a dati kompleksi takode mogu
biti ukljuceni u regulaciju signalne transdukcije i procesa diferencijacije (Barroco i sar.

2003; Montero-Cortés i sar. 2010).
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Pokazano je da ekspresiju odredenih tipova ciklina, kao Sto je tip D, razlicito
kontroliSu saharoza i biljni hormoni, kao S§to su citokinini i brasinosteroidi (Riou-
Khamlichi i sar. 2000; Liu i sar. 2012; Rosa i sar. 2013). U nasem radu pracen je uticaj
razli¢itih citokinina na nivoe ekspresije tri gena ukljuenih u regulaciju celijskog
ciklusa, CDKB2;1, CYCB2;4 i CYCH;1, u odredenim vremenskim periodima (nakon 7,

10, 14, 21, 28 i 35 dana) tokom in vitro procesa organogeneze iz klijanaca BP kelerabe.

Kinaze zavisne od ciklina tipa B predstavljaju familiju mitotickih CDKs koje su
karakteristine samo za biljni svet, i ona obuhvata dve grupe kinaza CDKB1 i CDKB?2.
Pokazano je da je ekspresija ovih kinaza fazno specificna tokom celijskog ciklusa, pri
¢emu se CDKBI eksprimira tokom prelaza S/rana M faza dok se CDKB2, ukljucujuci i
CDKB2;1, eksprimira u viSe ograni¢enom periodu tokom G2/M faza (Fobert i sar.

1996; Magyar i sar. 1997; Umeda i sar. 1999).

Lee i saradnici (2003) su koristeci in vitro proteinski test (“pull-down assay”)
prvi pokazali da se CDKB2;1 izolovana iz pirin¢a vezuje za B2 tip ciklina, CYCB2;1 i
CYCB2;2, ali ne i za CYCAI;1. I jedan i drugi ciklin su ispoljili ili veoma mali afinitet
ili potpuno odsustvo afiniteta za vezivanje CDKA;1 i CDKA;2. Ovi rezultati su ukazali
na to da je interakcija CDKB2;1 i CYCB specifi¢na. Takode, proteinski kompleksi
CDKB2;1/CYCB2;1 (ili CYCB2;2) su ispoljavali enzimsku aktivnost, ukazuju¢i na
funkcionalnost kompleksa kao i na to da kinazna aktivhost CDKB2;1 zavisi od
interakcije sa CYCB2;1 ili CYCB2;2. I druga istrazivanja kod A. thaliana pokazala su
da se ciklini B tipa iskljucivo vezuju za CDK tipa B (Van Leene i sar. 2010).

U naSem istrazivanju dobijeni rezultati pokazuju da je promena aktivnosti
analiziranih gena u korelaciji sa odredenim fazama de novo organogeneze. Dobijeni su
sli¢ni obrasci ekspresije gena CDKB2;1 i CYCB2;4 tokom 6 diskretnih tacaka kako u
kontrolnom tkivu tako i kod svih citokininskih tretmana. To moze znaliti da je u
procesu de novo organogeneze kelerabe tokom celijskih ciklusa doslo do interakcije i
stvaranja kompleksa izmedu CDKB2;1 i CYCB2;4. Ova pretpostavka je u skladu sa
prethodnim istrazivanjima specifi¢nosti vezivanja B2 tipa ciklina i kinaza zavisnih od
ciklina tokom celijskog ciklusa kod drugih biljnih vrsta (Lee i sar. 2003: Van Leene i
sar. 2010). Veliki relativni porast ekspresije CDKB2;1 i CYCB2;4 gena pod uticajem

citokinina zabelezen je sedmog dana gajenja, pri cemu je uoceno povecanje relativnog
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sadrzaja transkripata 3 do 4 puta u odnosu na netretiranu kontrolu. U datom momentu
na svim tretmanima kao i na kontrolnom bazalnom medijumu formirani su klijanci na
stadijumu dva kotiledona. Interesantno je da je sa pojavom prvog kalusa nivo ekspresije
oba gena bio sli¢an ili nizi u odnosu na kontrolu za svaki od primenjenih citokinina, da
bi opet doslo do povecanja aktivnosti u odnosu na kontrolu u momentu pojave
regenerisanih izdanaka 1 dalje sa njihovim razviéem. Na razliitim citokininskim
tretmanima, regenerisani izdanci su se javljali razli¢itom dinamikom koju je pratila i
ekspresija analiziranih gena. Ovakvi rezultati ukazuju na postojanje slozenog obrasca

ponasanja ¢elija u okviru meristema izdanka tokom procesa organogeneze.

Slozenost procesa formiranja organa naglaSava potrebu za preciznim
balansiranjem ¢elijskih deoba i diferencijacije u razli¢itim delovima meristema kako bi
se odrzala struktura i funkcija ovog tkiva. U tom smislu, veoma je vazno da se signali
meristemskih regulatora tatno protumace od strane masinerije koja regulise celijski
ciklus. Koordinisane ¢elijske deobe predstavljaju preduslov za formiranje organizovanih
viSecelijskih tkiva, medutim jo§ uvek nije utvrdeno u kolikoj meri ¢elijske deobe
aktivno doprinose oblikovanju jednog organizma (Fleming 2006; Inzé i De Veylder

2006).

Postoje dve teorije koje opisuju moguce principe koji leZe u osnovi rastenja i
razvica biljaka. Teorija ¢elije podrzava misljenje da Celijske deobe igraju glavnu ulogu i
predstavljaju silu koja vodi ka razvi¢u organa, odnosno celog organizma. Sa druge
strane, teorija organizma podrazumeva postojanje unapred zamisljenog plana razvica
(Kaplan 1 Hagemann 1991). Postoje literaturni podaci koji idu kako u prilog teorije
organizma (Hemerly 1 sar. 1995; Boudolf 1 sar. 2004) tako i u prilog teorije Celije

(Andersen i sar. 2008).

Pokazano je da ometanje funkcije CDKB2 kod A. thaliana dovodi do pojave
abnormalnosti ne samo kod toka celijskog ciklusa ve¢ i u organizaciji meristema
(Andersen 1 sar. 2008). Ova zapazanja su ukazivala na to da su CDKs tipa B2 aktivne u
apikalnom meristema izdanka i da su neophodne za njegovo funkcionisanje, kao i da je
ta aktivnost ovih CDKs usko povezana sa funkcijama klasi¢nih regulatora meristema.
Naime, regulatori Celijskog ciklusa mogu sluziti kao mete za integraciju celijske

proliferacije sa diferencijacijom, morfogenezom i rastom (Gutierrez 2005). Smatra se da
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bi upravo CDKB2 geni mogli sluziti kao potencijalne mete u okviru meristema izdanka

(Andersen i sar. 2008).

Poznato je da nivoi auksina i citokinina kontrolisu c¢elijski ciklus i mnoge
programe razviéa u biljci (Skoog 1 Miller 1957; Riou-Khamlichi i sar. 1999; Himanen i
sar. 2002). Ve¢ dugo vremena se ovi hormoni koriste u indukciji in vitro regeneracije
biljnog tkiva, pri ¢emu njihov odnos ne odreduje samo stepen Celijskih deoba, ve¢ i
sudbinu razvica tkiva (Skoog i Miller 1957). Andersen i saradnici (2008) su pokazali da
su endogeni nivoi ovih hormona bili izmenjeni u slucaju gubitka funkcije CDKB2.
Naime, oni su zapazili da tkivo sa poremecenom funkcijom CDKB2 nije moglo da
prevede hormonske signale u pravilno razvic¢e, uprkos cenjenici da je tkivo bilo
normalno u momentu izolacije eksplantata. To je dovelo do zakljucka da je koordinacija

¢elijskog ciklusa i programa razvi¢a posredstvom biljnih hormona od izuzetne vaznosti.

Sa druge strane, smatra se da citokinini kontroliSu tok ¢elijskog ciklusa tako Sto
uticu na fazno-specifi¢nu izmenu ciklina u kompleksu sa CDKs vezujuéi se za ATP
mesto na CDKs (Planchais i sar. 1997). Citokinini reguliSu prelazak iz G2 u M fazu
(Redig i sar. 1996; Laureys i sar. 1998) tako Sto aktiviraju odredeni tip fosfataza koje
vrse uklanjanje inhibitorne fosfatne grupe sa odgovaraju¢ih CDKs ¢ime se povecava

njihova aktivnost (Zhang i sar. 2005).

Razli¢iti kompleksi CDK/ciklin mogu fosforilisati veliki broj supstrata koji
ucestvuju u regulaciji faznih prelaza, kao $to su G1/S i G2/M, 1 omoguc¢avanju odvijanja
udvajanja DNK molekula i odvijanja mitoze. Ciklini H tipa ¢ine regulatornu
komponentu kompleksa CDKD/CYCH (Umeda 1 sar. 2005). Ovi kompleksi
predstavljaju CDK-aktivirajuce kinaze koje vrSe fosforilaciju kinaza zavisnih od ciklina
i tako ih aktiviraju (Inz€¢ 2005). S obzirom na to da ekspresija CYCH;1 gena kod
kelerabe prati obrazac ekspresije CDKB2;1 i CYCB2;4 gena tokom vremena, verovatno
su se date promene odrazavale 1 na aktivnost kompleksa CDKD/CYCH koji takode

predstavlja deo sloZzene masinerije koja regulise ¢elijski ciklus.

Na osnovu aktivnosti analiziranih gena mozemo da pretpostavimo da su
citokinini ispoljili uticaj na ¢elijski ciklus tokom in vitro organogeneze izdanka kod BP

kelerabe. Regulacija je vrSena posredstvom CDKB2;1 1 CYCB2;4 kao i CYCH;1
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najverovatnije na nivou G2/M kontrolnog mesta. Najvece promene u ekspresiji u

odnosu na kontrolu su uoc¢ene kod tretmanu sa TDZ u skoro svim vremenskim tackama.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije mogu se izvesti sledeci zakljuccei:

Uspostavljen je efikasan sistem za regeneraciju kelerabe in vitro putem
repetitivne somatske embriogeneze iz nezrelih zigotskih embriona na podlozi

bez regulatora rastenja.

Nezreli zigotski embrioni u ranom kotiledonarnom stadijumu su najpotentniji

eksplantati za indukciju somatske embriogeneze.

Embriogeni potencijal kultura je odrzavan tokom duzeg vremenskog perioda

zahvaljujuci pojavi sekundarne somatske embriogeneze.

Uspesna indukcija indirektne de novo organogeneze kod dve sorte kelerabe,
Becka Plava i Becka Bela, je postignuta gajenjem ekplantata na hranljivim
podlogama sa citokininima, bez prethodnog auksinskog tretmana. Intaktni
klijanci su pokazali najveéu efikasnost regeneracije kao 1 vijabilnost
regenerisanih izdanaka kod obe sorte, a najviSa frekvencija regeneracije je

postignuta na podlozi sa BAP ili TDZ za BP i sa BAP, TDZ ili transZ za BB.

Pokazano je da je cisZ bioloski aktivan u procesu regeneracije izdanaka iz
odsecaka hipokotila, kao i drugi testirani citokinini. CiSZ se pokazao mnogo
manje efikasan u odnosu na njegov trans izomer u regeneraciji izdanaka iz

klijanaca kelerabe.

Indeks multiplikacije regenerisanih izdanaka na podlozi sa 0,5 mg L' BAP je

zavisio od genotipa.

130



6. Zakljucci

10.

11.

12.

13.

14.

Prisustvo IBA u koncentraciji od 4 mg L u hranljivoj podlozi za oZiljavanje je

dovelo do povecanja frekvencije oZiljavanja kod obe sorte kelerabe u odnosu na

2 mg L IBA.

Biljke regenerisane putem somatske embriogeneze 1 organogeneze su uspesno

aklimatizovane na uslove spoljasnje sredine.

Nivo endogenih citokinina je bio visi kod hipokotila sa regenerisanim izdancima
u odnosu na klijance sa regenerisanim izdancima kod obe sorte kelerabe, Sto
moze biti posledica efikasnijeg usvajanja citokinina od strane odseCaka

hipokotila.

Tretmani sa zeatinom su doveli do porasta nivoa ukupnih endogenih citokinina u
odnosu na kontrolu kod oba tipa regeneranata obe sorte kelerabe, dok je

prisustvo BAP i TDZ imalo mali ili nikakav efekat.

Primena egzogenih citokinina dovela je do porasta endogenog nivoa IAA kako u
hipokotilima tako 1 u klijancima sa regenerisanim izdancima kod obe sorte u

poredenju sa kontrolom.

Poviseni nivoi IAA u odseCcima hipokotila i1 klijancima kelerabe gajenih na
podlogama sa citokininima su verovatno bili dovoljni da indukuju prvu fazu
organogeneze u ovim eksplantatima bez potrebe za dodatnim auksinima u

hranljivim podlogama.

Efikasnost regeneracije izdanaka kao i vijabilnost regenerisanih izdanaka je
verovatno u korelaciji sa visokim odnosom endogene IAA i bioaktivnih

citokinina prisutnim kod intaktnih klijanaca.

Prac¢enjem ekspresije gena celijskog ciklusa tokom de novo organogeneze
indukovane citokininima kod klijanaca BP kelerabe, dobijeni su sli¢ni obrasci
ekspresije CDKB2;1; CYCB2;4 i CYCH;1 gena. Promena aktivnosti analiziranih

gena je bila u korelaciji sa odredenim fazama de novo organogeneze.
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15.  Dobijeni rezultati predstavljaju polaznu osnovu za dalje rasvetljavanje
mehanizama de novo organogeneze kod biljaka koje nisu uobicajeni model-

sistemi za izuCavanje procesa regeneracije in vitro.
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Mpwunor 1.

MU3jaBa o ayTOopCTBY

Motnncanu-a Tartjana M. hocuh
Bpoj ynuca EAQ070007
UsjaBrbyjem

[a je AoKTOpCKa aMcepTauyja nog Hacrnosom

LIMTOKMHUHCKa XOMEOCTasa 1 ekcrpecuja reHa YKbyvYeHux y koHTpony henwjckor

LMKIyca TOKOM npoLieca pereHepauuie kenepabe (Brassica oleracea var. gongylodes)

in vitro

e pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTpaXKmBadKkor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepTaumja y LEMUHW HA ¥ enoBUMa Huje Buna npeanoxeHa
3a gobujakbe OWNO Koje AWNMOMe Mpema CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBa,

e [a cy pesynTaTv KOPEKTHO HABEOEHM W

e [a HMCaM KpLUMoO/na ayTopcKa npaeBa W KOPUCTUO WHTEMNEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nviua.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 15.04.2015.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Wme v npesnme aytopa TartjaHa M. 'hocuh

bpoj ynuca EAQ70007

Crygujckun nporpam____ ®usnonoruja n monekynapHa éuonoruja burbaka

Hacroe paga__ LINTOKMHMHCKA XOMEOCTa3a U eKCrpecuia reHa YKIbYYeHUX Y KOHTPOITY
henujckor LiMkyca TOKOM npoLieca pereHepaumie kenepabe (Brassica oleracea var.
gongylodes) in vitro

MeHTop ap Cnasuua HuHkoBmh

[ToTnucaxn TaTtjana M. hocuh

U3jaBrbyjem fda je WTamnaHa Bep3auja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA ErleKTPOHCKO)
BEep3uWju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noprtany JAurutandor
peno3utopujyma YHuBep3utera y Beorpaay.

HosBorbaBam fa ce objaBe MOjM NUYHM Nofjauu BesaHu 3a gobujare akafemcKor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 npesume, roguHa 1 Mecto pohewa 1 gatym
oabpaHe paga.

OBM nuuHnm nofjaum Mory ce o06jaBuTU Ha MPEXHVWM CcTpaHuuama AauruTanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory v y nybnvkauvjama YHusepauteTa y Beorpagy.

MoTnuc pokropanaa

Y Beorpagy, 15.04.2015.
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [dururantu
penosutopujym YHueepsuteTta y beorpagy yHece Mojy [OKTOPCKY AvcepTauujy nog
HaCrOBOM:

LINTOKMHMHCKA XOMEOCTasa M ekcripecu|a reHa YKiby4YeHux Yy KOHTPOIy henwujckor

LMKITyCa TOKOM rpoLeca pereHepauvie kenepabe (Brassica oleracea var. gongylodes)

in vitro
Koja je Moje ayTopcKo Aero.

OucepTaumjy ca cBuM Npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopMmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy QoKTOpcky AucepTaumjy noxpaweHy y JurutanHu penosutopujym YHuBepsuteTa
y Beorpagy mory fa Kopucte CBM koju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4una.

@ AyTOpPCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLNjanHo

3. AyTOpCTBO — HEKOMepLumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUMjanHo — AeNUTK Nog UCTUM YCIoBMMA
5. AytopcTBo — ©e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AEenuTW Nog UCTUM YCIToBUMa

(Monumo faa 3aokpyxuTe camo jeqHy of LIecT noHyfeHux nuueHuM, KpaTak onuc
nUUeHUw aT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagay, 15.04.2015.
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy M jaBHO caornwTaBake
Aena, n npepajge, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
Unu gaesaoua nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcrniobogHmja og cBUX
nuueHum.

2. AyTOopCcTBO — HEekomepumjanHo. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, QUCTPUObyLMjy 1 jaBHO
caonwitaBawe fena, u rnpepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSbaBa KomepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekoMepumjanHo — 06e3 npepage. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBah-€,
anctpubyumnjy M jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBawa WUnu
ynotpebe gena y CBOM feny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayduH oapeheH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 003BOfbaBa KomepuwujanHy
ynotpeby Agena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarie nuueHue, OBOM NULEHLOM Ce orpaHu4aBa
Hajsehn obum npaBa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepLuujanHo — AenuTu nof UCTum ycrioBuma. [lo3Borbasarte
YMHOXaBatbe, AMCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe gerna, u npepage, ako ce HaBefde
nMe aytopa Ha HayuH ofpefeH oA CcTpaHe ayTopa unu Jasaoua NuueHLEe U ako ce
npepaga Aavctpubympa noa MCTOM UNW CAMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
Ao3Borbasa koMmepuwujanHy ynotpeby fena v npepaja.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa nnu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa wvnuv gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosrbaBa KoMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO - OenutTM nog WCTUM ycroBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
AncTprbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBee nMme aytopa Ha
HaunH ofpeheH o cTpaHe ayTopa WnM JaBaoua NUuUeHue W ako ce npepaja
anctpubympa nog WCTOM WM cnudHoM nmueHuom. OBa nvueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CrnvyHa je COPTBEPCKMM nuLEeHLama,
O[HOCHO NnuueHuama oTBOpPeHor koaa.
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