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GENETICKE TRANSFORMACIJE FAMILIJE BRASSICACEAE
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1ZVOD: Kupusnjace (Brassicaceae) su ekonomski veoma znacajna familija biljaka. U poslednyih trideset
godina jako imnogo se radi na poboljsavanju karakteristika vrsta roda Brassica. Medu novijim metodama koje se
koriste u oplemenjivacke svrhe na kupusima jesu i telinike genetickog inZenjerstva. Cilj ovog rada bio je da
razmotri transformacije kupusnjaca, prikaze preliminarne reztultate dobijene unasoj laboratoriji. gde je 1zvrsena
inokulacija nekohko genotipova roda Brassica. Koriscéen e soj A. tumefaciens koji nosi bar gen za rezistenciju na
herbicid Basta. kao 1 gen zarezistanciju na kanamicin (nptll) i reporter genza -glukuronidazu (GUS). U raduje dat
1 osvrt na svrsishodnost transformacija Brassicacea. kao i na eventualne rizike koje koriséenje transgenih kupusa

nosi.

Kljuéne redi: kupusnjace, geneticko inZenjerstvo. 4. tumefaciens. transgeni

UVOD: Raz:: Liotehnologije doveo je do
primene ¢itavog niza novih metoda u oplemenjivanju
gajenih biljaka. Tr1 faktora bitno limitiraju efikasnost
tehnika  klasi€nog oplemenjivanja:  problemi
konipatibilno-inkompatibilnih odnosa, stabilnost i
duzina  trajanja  oplemenjivatkog  ciklusa.
Biotchnologija omogucava da se neki od ovih
problema brze i lak3e prevazidu. Tehnike genetickog
inZenjerstva su trenutno veoma zastupljene 1
intenzivno koriScene. kako u naucne, tako i u
prakticne svrhe.

Geneti¢cko inZenjerstvo je manipulisanje
genetitkim  sastavom  orgamizama u  cilju
»premestanjac odgovarajucih osobina i dobijanja
zeljenih kombinacija gena. Odnosi se, uglavnom, na
dobijanje rekombinantne DNK, u kojoj se u jednom
molekulu nalaze fragmenti DNK iz razli¢itih izvora
(Dumanovic i sar., 1994). Genetitko inzenjerstvo
biljaka omogucava poljoprivredi, prehrambenoj,
hemijskoj 1 farmaceutskoj industriji da razviju nove
proizvode i tchnolo3ka redenja. Vreme potrebno za
dobijanje novih sorti 1 hibrida razli¢itog gajenog bilja
se bitno skracuje kori¢enjem tchnika genetickog
inzenjerstva (Dozet 1 sar., 1995).

Jedan od prvih ciljeva koji je postignut
koriscenjem rekombinantne DNK za poboljsavanje
karakteristika gajenth biljaka, bio je konstruisanje
biljaka otpornih na herbicide 3irokog spcktra (Good-
man et al., 1987). Stvaranje otpornosti biljaka prema

Izvorni nau¢mi rad (Oniginal scientific paper)

insektima je takode jedan od ciljeva pri stvaranju
transgenih biljaka (Mectz et al., 1994, Mladenovic-
Drnini¢ i Drini¢, 1998), kao i razvijanje otpornosti na
neke viruse (Passelcgue and Kerlan. 1996). Geneticke
transformacije se danas koriste 1 u cilju proucavanja
gencticke strukture 1 regulacije genske ckspresije.

Transformacije vrste Brassica oleracea

Brussica oleracea je visoko polimorfna vrsta u
koju spada veliki broj vrlo vaznih povrtarskih kultura
(Basset, 1986). Ekonomski najznacajnije su kupus
(Brassica oleracea var. capitata), Kartiol (Brassica
oleracea var. botryns), kelj (Brassica oleracea var.
sabauda), kelj pupCar (Brassica oleracea var.
gemmifera), raStan (Brassica oleracea var. acephala),
brokoli (Brassica oleracea var. botryns subvar.
cymosa). Geneticke transformacije roda Brassica
zapodete su jo§ sredinom osamdesetih godina.
Tchnike izvodenja transformacije su razliéfte. Prve
transformacije su vrene putem Agmbﬁclermm
tuinefacrens, kori$¢enjem onkogenih 1 takozvanih
»disarmed« konstrukata, kako na vrsti Brassica napus
(Puaetal, 1987, Fry etal.. 1987, Radke et al., 1988).
tako i na vrsti Brassica oleracea (Holbrook and Miki,
1985, Srivastava ct al., 1988, Toryama et al., 1991).
Uspesne transformacije su vrSene 1 direktnim
iransferom DNK ( Neuhaus et al., 1987. Chapel and
Glimelius, 1990). Medutim, u okviru roda Brassica
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do 1991. godine normalne fertilne biljke su dobijene
samo kod B. napus (Mukhopadhyay et al., 1991).

Dosadainja istrazivanja su pokazala da postoji
dosta problema u izvodenju transfomacija kod B.
oleracea. jer sc pojavljuje varijabilnost u uspesnosti
transformacije izmedu genotipova, kao i unutar
genotipa. Za uspedno transformisanje ove vrste,
naro¢ito kada se radi o kupusu, potrebno je dosta rada
1 vestine. jer se javlja mali procenat regenerisanih
biljaka 1z transformisanog tkiva. Protokol pogodan za
transformacije jednog genotipa ne mora biti
adckvatan i za regeneraciju biljaka kod drugog
genotipa iste vrste 1 varijeteta.

Obzirom na navedeno, imajuéi u vidu znacaj
osvajanja metode genetickih transformacija, u na3oj
laboratoriji zapodelo se sa istrazivanjima moguénosti
transformacije povréa roda Brassica. Ogledi se vrie
sa ciljem iznalaZenja najadekvatnijih metoda za
transformacije kupusnjaa koji bi dali dobru
regeneraciju transgenih biljaka, uz pokulaj
razmatranja svrsishodnosti ovakvih metoda u
oplemenjivanju.

U ogledu je korid¢eno &etiri genotipa vrste Bras-
sica oleracea: dva Kupusa (linije Ppl 14 i Pb 15 visoke
mmbred generacije), linija kelja Gg 1 i karfiola Sn 1,
kao i jedna linija B. napus, BnS3. Kao eksplantati koje
smo inokulisali posluzilt su hipokotili 1 kotiledoni
klijanaca. Povr3inska sterilizacija 1 sterilno
iskliyjavanje  semena su izvr§emt po ranije
ustanovljenom metodu (T. Srctenovi¢ Rajicic, 1996).
Klijanje semena, kao 1 rast kultura su se odvijali u
komori za rast biljaka, na temperaturi 22,2°C, pri
svetlosnom rezimu dugog dana (16 h dan / 8 h no¢) 1
intenzitetu svetlosti od 3000 lux-a. Soj 4.
tumefasciens koji je koriscen u ogledu je LBA4404, sa
plazmidom pGKBS (Bouchez et al., 1993), koji nosi
gen za otpornost na totalni herbicid Basta (bar),
kanamicin (npt 1) i reporter gen za -glukuronidazu
(GUS)*.

Inokulacija eksplantata vriena je potapanjem u
bakterijsku suspenziju raslu preko noci na 28° C u
te¢nom YEB medijumu. Eksplantati su po inokulaciji
postavljani na regenerativni medijum koji je sadr¥ao
0.64% agar, mineralne rastvore i vitamine po
Murashige 1 Skoogu (1962), 2% saharozu, 0.01%
mio-inozitol, sa dodatkom razli¢itih kombinacija
hormona BAP, KIN, IBA** (Tab. 1). Kokultivacija je

trajala 48 sati i nakon toga eksplantati su prenecni u
isti regenerativni medijum sa dodatkom 500 mgi”’
Tolycara (Jugoremedija, Zrenjanin), sa ili bez 25
mgl'l Kanamicina (SIGMA, USA).

* Konstrukt dobijen zahvaljujué¢i dr Davidu
Bouchezu, INRA, Laboratoire de Biologie Cellulaire,
Versailles, Francuska

*¥* KIN = 6-furfuirilaminopurin: BAP =
6-benzilaminopurin; IBA = indol-3-buterna kiselina

Prvi pupoljct pojavili su se 18 dana po
inokulaciji. Regenerisani pupoljci su prenoseni na
medijum sa ili bez kanamicina, sa BAP 0.1 mgl™ i
IBA 0.02 mgl”'. Po testiranju na prisustvo bakterije
otiskivanjem u YEB medijumu, pupoljci su testiran
na prisustvo GUS gena upotrebom GUS escja (Jefter-
son 1987). ldentifikacije transgenih biljaka na nivou
DNK su u toku.

Tab. 1. Kombinacije hormona =a indukciju pupoljaka iz
segmenata hipokotila i kotiledona klijanaca
Tab. |. Hormone combinations used for shoot induction
from segments of hypocotyls and cotyledons

BAP KIN 1BA
1,0 - 0.5
0,5 - 0.1

2,0 1,0
- 1,0 0,5
- 0,5 0.1
N 0,5 0.2
= 0,5 &

Uspe3nost regeneracije inokulisanih eksplantata

Od svih regenerativnih  medijuma  kao
najadekvatniji se pokazao medijum sa dodatkom BAP
1 mgl™ 11BA 0.5 mgl™". U Tabelama 2 i 3 je pokazana
uspesnost regeneracije iz inokulisanih eksplantata.
Broj pokrenutih eksplantata je ve¢i kod nokulisanih
kotiledona, nego kod hipokotila. Na slikama 1 i 2 su
pokazani regenerisani pupoljci indukovani iz
kotiledona i hipokotila, nakon mesec dana na
selektivnom medijumu. Najveci broj indukovanih
pupoljaka je dobijen kod kotiledona kelja Gg 1 1
kupusa Ppl I4 na neselektivnom medijumu (bez
kanamicina), a najmanji kod kupusa Pb Is na
selektivnom medijumu sa kanamicinom. Najbolja

Tab. 2. Uspesnost regeneracije pupoljaka iz inokulisanih kotiledona nakon 35 dana na podlozi sa BAP 1.01 IBA 0.5 mgl”
Tab. 2. Shoot regeneration from inoculated cotyledons afier 35 days on BAP 1.0 and [BA 0.5 mgl’’

Gegicti Broj Kanamicin Kotiledoni sa regenerisamm GUS - pozitivni
P eksplantata (25mgt™h pupoljcima (%) Pupoljci(%)
Ppl 14 430 - 46,5 31,0
Pb 15 295 - 12,2 8,9
347 + 2,0 1,5
Ggl 360 . 64,7 -
312 + 222 -
Snl 212 - 17,6 16
BnS3 375 - 39 282
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Tab. 3. Uspeinosi regeneracije pupoljaka iz iokulisanih hipokonla nakon 35 dana na podiozi sa BAP1.01 1BA 0.5 mg! d

Tab. 3. . Shoot regeneration from inoculated hypocotyls after 35 days on BAP 1.0 and IBA 0.5 mgl'’

Gl Broj Kanamicin Kotiledoni sa regenensanim GUS - pozitivil
P eksplantata (25mgl™) pupoljcima (%) Pupoljci(%)

Ppl 14 463 - 15,5 10,3
Pb I5 229 - 83 5.2

292 + 62 4,6
Gel 422 - 16,0 -

391 + 838 -
Snt 318 - 1,7 1,5

regeneracija pupoljaka na inokulisanim hipokotilima
je kod uljane repice BnS3 (18.6%), a najlosija kod
linije karfiola Sn 1 (1.7%). Osim kod kelja, svi
dobijent pupoljei su pokazali GUS pozitivnu reakciju
(Tab. 2 1 3), kao 1 rast u medijumu sa 25 i 50 mgl']
kanamicina (sl. 3), 3to je najverovatnija indikacija da
su biljke transformisane.

Rezultati ostalih autora takode pokazuju da je obitno
vedi procenat regenerisanih pupoljaka kod kotiledona,
nego kod hipokotila. To se pre svega objaSnjava
Ginjenicom da je bakterijska infekcija intenzivnija kod
isecaka hipokotila i samim tim ostecenje tkiva vece, pa 1
regeneracija manja (Babic et al., 1998). Daleko veéi broj
regencrisanih biljaka se dobija ukoliko se cksplantati po

kokultivaciji ne stavljaju odmah na selektivni medijum.
Nasi rezultati pokazuju da i pupoljci rasli na neselektivnom
medijumu daju GUS pozitivnu reakciju (Tabele 21 3). Ovo
ukazuje na to da ne treba odmah i¢i sa selekeijom klonova,
dok se bilike malo ne oporave od stresa mokulacije sa 4
tumefaciens. U tri od pet ponavljanja koliko je uradeno,
regenerativni medijum je imao 200 mel”' Tolycara umesto
500 mgl™, koliko preporucuju drugi autori. Pokazalo se da
je 1 ova koncentracija dovoljno visoka za oslobadanjc
biljaka od Agrobacteriuma. U svakom narednom pasazu
Tolycar je smanjivan, a nakon treceg pasaza biljke su raslte
umedijumu bez ovog antibiotika. Smanjenje koncentracije
hormona BAP sa 1.0na 0.1 i IBA sa 0.5 na 0.02 mgl'l se
pokazalo kao dobro za rast regenerisanih pupoljaka (sl. 3),

SI. 1. Pupoljci regenerisani iz kotiledona, nakon 35 dana na medijumu sa BAP 1.0 1BA 0.5 mgl’!
Fig. 1. Shoots regenerated from cotyledons, after 35 days on mediuni with BAP 1.0 and IBA 0.5 mgl”!

SI. 2. Pupoljci regenerisani i hipokotila, nakon 26 dana na medijumu sa BAP 1.0 i IBA 0.5 mgT"
Fig. 1. Shoots regenerated from hypocotyls, after 26 days on medium with BAP 1.0 and 1BA 0.5 mgl™




SI. 3. S1. 3. Regenerisani pupoljci kupusa Ppl 14, na medijumi sa BAP 0.1, 1BA 0.02 1 25.0 mgl'" Kanamicina
Fig. 3. Regenerated shoots of cabbage Ppl 14, on medium with BAP 0.1, IBA 0.02 and 25 mgl”" Kanamycin

sto je u korelacyi sa do sada objavljenim podacima (De
Block et al., 1989).

Otigledno je da kod genotipova koje snio
Koristili u cksperimentu moguce pokrenuti pupoljke
po inokulaciji hipokotila i kotiledona. Kona¢na
determinacija uspesnosti transformacije na nivou
DNK je u toku. a preliminarni rezultati govore da se
radi o transformisanim klonovima. Negativna
reakcija na GUS esej kod kelja ukazuje da se
najverovatnije radi o pupoljcima koji su uspeli da
1zbegnu (»escapes«) selektivnn pritisak, jer su sc
razvili 1znad medijuma, te je deo njih dao regenerante
koji nisu transformisani (Babic et al., 1998). Vidi se
da postoje razlike izmedu ispitivanih genotipova u
pogledu uspednosti regeneracije. Podaci iz literature
ukazuju da je to slucaj sa velikim brojem razli¢itih
Brassica i da i u okviru istog varijeteta kod razli¢itth
genotipova moze doci do razlicitih reakeija, kao Sto je
kod nas sfuéaj izmedu Ppl 14 i Pb I5 (Puddephat et al .
1996). Razlike u transformacionom protokolu su
takode ve¢ opisane (Berthomieu et al., 1994),

Rizici koje transformacije kupusnjata nose

Najée3ce postavljano pitanje danas vezano za
transgene biljke. pa i transgene Kkupuse, jeste
svrsishodnost ovakvih eksperimenata sa aspekta
riziénosti metode po zdravije ljudi. Intenzivno se
razmatraju i rnizict vezani za ckolodki aspekt
problema. Ukoliko posmatramo eventualnu
proizvodnju semena transgenog povréa, postavlja se
pitanje rizika preno3enja transgenog polena na biljku
koja se moze na¢i u ekosistemu i ukrstiti sa
transgenom biljkom, $to je kod kupusa osobito
interesantno jer u na%oj flori ima srodnih divljih vrsta
iz familije Brassicaceae (Josifovi¢, 1972).

Veliki broj radova je razmatran na ovu temu, gde
je pracen obeleZen transgeni polen 1 moguénost
njegovog prenodenja u krugu od 10 i vise metara
(Rogers 1 Parkes, 1995). Moguc¢nost ukrstaja divljih
Brassica sa gajenim vrstama Koje su transgene se
takode intenzivho proudava, Rezultati Nair et al.
(1996), Brown etal. (1996), Ghosh and Varma (1998),
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pokazuju da je bitno smanjen procenat pojave
transgenog polena ve¢ na 10 metara od parcele na
kojoj rastu transgene kupusnjage i da taj proceant
opada sa porastom rastojanja. Dale et al. (1995),
pratec¢i kretanje polena transgene uljane repice,
zakljucuju da je transfer polena ograni¢en na oko 50
metara. MiSljenja smo da iako vrlo mali, taj rizik ipak
postoji, samim tim i eventualna mogucénost remecen;ja
prirodne ravnoteze, naro¢ito Kod Koridcenja
transgenih biljaka otpornih na herbicid, na primer.

Ovo je tema koja svakako predstavlja vrlo vazan
aspekt izu€avanja transgenih biljaka. Obzirom na
prednosti koje ova tehnologija ima u oplemenjivanju,
kao i1 rizike koje nosi, na3 je stav da svakako ima
smisla stvaranje transgenog povréa u cilju osvajanja
metoda, proudavanja takvih biljaka sa stanoviita
razlicitih bioloskih disciplina i pracenja savremenih
nauénih tokova, ali da bi se eventualna proizvodnja
semena transgenog kupusa mogla 1 smela vréiti jedino
u strogo kontrolisanim uslovima izolovanog prostora
uz obavezno striktno poStovanje odredenih pravila
izolacije koja vec¢ postoje u programima opleme-
njivanja klasi¢nim metodama.

Zakljutak

Do danas je transformisan veliki broj razlicitih
kupusnjaca. Sa aspekta eksperimentainih programa
geneticke transformacije su izuzetno zna¢ajan Korak u
unapredivanju procesa oplemenjivanja povréa. Procenat
regenerisanih biljaka hintja razlicitih kupusnjaca iz
selekcionog programa 1 kolekceije Centra za povrtarstvo je
zadovoljavajuéi. Razlike u uspesnosti regeneracija
postoje 1 one su evidentne i u literarturi. Ustanovljeni su
protokoli za vrdenje inokulacija Kupusa iz nalcg
selekcionog programa. U cilju unapredivanja procesa
transformacija i dobijanja §to veceg broja regeneranata,
trebalo bi transformacije vr8iti na geneti¢ki Sto &istijem
materijalu, kako bi se smanjila varijabilnost u uspeSnosti
transformacije u okviru jednog genotipa. Rizici koje
koris¢enje transgenih biljaka nosi jo§ uvek se procenjuju,
ali se mogu svesti na bezbedni nive ukoliko se pomaje
dobro, koji geni se ubacuju u biljku, njihovo poreklo, kao



i ukoliko se poStuju neophodne mere u spreavanju
prenoSenja gena u biljke koje se ne Zele transformisati.
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TRANSFORMATIONS OF BRASSICACEAE FAMILY
by

SRETENOVIC RAJICIC TATJANA., VINTERHALTER BRANKA,
IVANCEVIC MIRJANA, SUSIC Z., PAVLOVIC N,

SUMMARY

Brassicaceae are economically very important crop family. Improvement of its characteristics is in focus
for the last thirty years very much. One of the methods of biotechnology used in Brassica genus is genetic transfor-
mation. [n this paper we have discussed transformations of Brassica genus, comparing it with the results that we
achieved in our laboratory. We have performed moculation with Agrobacterium tumefacien, with the construct
containing resistance to herbicide Basta (bar), marker genes for Kanamycin resistance (npt II) and reporter genc
-glucuronidase. We have also discussed risks of transgenic crop use and seed development.

Key words: Brassicaceae, transformations, .4grobacterium
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