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1. UVOD

Percepcija stvarnosti odredena je osjetilima, a miris citrusnog voca rezultat je kompleksne
mjesavine hlapljivih spojeva — terpena [4]. Terpeni su sekundarni metaboliti koji se nakupljaju
u specijaliziranim uljnim Zlijezdama u kori agruma. Sluze u komunikaciji izmedu biljke i
okoline. Privlace predatore biljojeda i opraSivace te brane biljku od nametnika i patogena.
Prilikom sazrijevanja mesnati plodovi mijenjaju boju, okus, teksturu i otpustaju hlapljive
spojeve kojima intenziviraju aromu ¢ime postaju privlacniji frugivornim zivotinjama koje
rasprSuju sjemenje nakon hranjenja [2]. Osim toga, kore agruma koje sadrze obilje mirisnih
supstanci Siroko su koriStene za ekstrakciju etericnih ulja koja su komercijalizirana za
aromatiziranje hrane, pi¢a, parfema, kozmetike, itd.
Uzgajivaci se, medutim, suocavaju s vaznim izazovima odrzavanja i poboljSanja prinosa:
bolesti, susa, hladnoca i slana tla mogu ograniciti proizvodnju $to ima vazan gospodarski
utjecaj na uzgajivace. Tradicionalne metode krizanja tijekom godina uspjesno su koristene za
poboljsanje osobina citrusa, no poteskocée se javljaju zbog sporog rasta i sazrijevanja takvog
usjeva: nekompatibilnost, poliembriji, partenokaprija nezaobilazne su prepreke ovakve vrste
geneticke manipulacije. Budu¢i kako tradicionalni uzgoj traje dugo, brza ugradnja pozeljnih
osobina (gena) nije moguca. Alternativna metoda pronalazi se u genetickom inzenjerstvu.
Postupak geneticke transformacije ukljucuje dva glavna procesa. Prvi je ugradnja stranog gena
od interesa u biljni genom, dok drugi zahtjeva regeneraciju transformirane stanice u ¢itavu
transgenicnu biljku. Uspjeh transformacijske tehnike ovisi o u€¢inkovitom i pouzdanom procesu
jer je ucinkovitost prihvac¢anja samog stranog gena Cesto niska [6].
Postoji nekoliko razlicitih tehnika koje znanstvenici koriste u svrhu dobivanja geneticki
modificiranih citrusa:

e Tradicionalno kriZanje

e Mutacije uzrokovane zratenjem

e Selekcija uz pomo¢ markera

e Transformacija protoplasta

e Bombardiranje esticama

e Transformacija biljaka pomocu bakterije Agrobacterium tumefaciens



1.1 Cilj rada
Cilj ovog rada je:

Sistematski opisati rod citrusa i njihov znacaj u svakodnevnom zivotu.

Prikazati segment sekundarnog biljnog metabolizma.

Objasniti podjelu i ulogu terpena kod biljaka.

Opisati metode geneticke trasformacije biljaka.

Pribliziti tehnike kojima potvrdujemo integraciju transformiranih gena.

Analizirati rezultate transformacije gena za biosintezu monoterpena limonena i utjecaj
na modifikaciju okusa i mirisa te promjenu nacina na koji transgeni¢na biljka reagira

na odredene nametnike.



1. RAZRADA TEME

2.1 Rod citrusa
Citrusno voce vazan je dodatak svakom kucanstvu. Boje i mirisi kojima oplemenjuju prostoriju
samo jedna je njihova uloga, uvrijezen je savjet pri svakom padu imuniteta uzeti “Caj s medom

i limunom”. Mandarine, grejpovi i narance uz limun poznati su predstavnici roda Citrus (slike

1,2,3,4).

Limun (slika 1), lat. Citrus limon zauzima sljedeéi sistematski polozaj u biljnom carstvu:
CARSTVO: Plantae - biljke

ODJELJAK: Magnoliophyta (spermatophyta) - sjemenjace

RAZRED: Magnoliopsida - dvosupnice

RED: Sapindales — sapindolike
PORODICA: Rutaceae — rutovke
POTPORODICA: Aurantioideae
ROD: Citrus - agrumi

VRSTA: Citrus limon L. — limun

Slika 1. Citrus limon - limun (izvor: web Slika 2. Citrus paradisi - grejp (izvor:
1) web 2)



Smatra se da rod Citrus potjeCe iz malajskog arhipelaga i jugoistocne Azije. Sorte jestivih
trziSnih agruma nastaju hibridizacijom predaka roda Citrus (slika 5), prirodnim ili umjetnim
mutacijama te ljudskim odabirom [7]. Citrusi su bogati vitaminima, posebno vitaminom C,
odli¢an su izvor mineralnih tvari i vlakana. Fitokemikalije kao monoterpeni, triterpenti,
flavonoidi, karotenoidi i hidroksicimetna kiselia imaju sjajan potencijal u zastiti protiv

kroni¢nih bolesti i raka [7]. Konzumiramo ih naj¢esce kao svjeze voce, sokove ili koncentrate.

Slika 3. Citrus sinensis —
naranca (izvor: web 3)

Slika 4. Citrus reticulata —
mandarina (izvor: web 4)
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W
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Slika 5. Predlozeno obiteljsko stablo agruma. Tri su predka klju¢na u razvoju danasnjih
citrusa: C. maxima, C. reticulata i C. medica (izvor: [7])



2.2 Terpeni

Terpeni ili terpenoidi (oksidirani oblik terpena) ¢ine najvecu klasu proizvoda sekundarnog
metabolizma (za razliku od primarnih, oni nemaju ulogu u rastu i razvoju). Raznolike tvari
ovog razreda metabolita najcesce nisu topljive u vodi. Vrlo su hlapljive te pridaju biljkama
njihove karakteristi¢ne mirise. Biosintetizirani su iz acetil-CoA ili glikoliti¢kih meduprodukata

kroz dva puta (slika 6): put mevalonske kiseline (u citosolu) i piruvatni put (u plastidima).

COs
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Slika 6. Sekundarni metabolizam biljaka (izvor: web 5)

2.2.1 Uloga terpena

Svrha terpena ocituje se u interakciji izmedu biljke koja ih proizvodi i staniSta u kojem se
nalazi. Spojevi koji se proizvode tijekom prvog razdoblja razvoja plodova, hranjenje istima
pretvaraju u neugodno iskustvo za kraljeznjake. Opce je prihvaceno kako je primarna funkcija
sekundarnih metabolita zastita nezrelih plodova od raznih patogena i predatora koji bi
konzumiranjem nezrelog voca, koje nije spremno za rasprSivanje sjemenja, unistili
potencijalno razmnozavanje same biljke. Pred kraj prvog razdoblja razvoja ploda cilj je isti

napraviti $to privlacnijim u svrhu Sirenja sjemenja. Tada hlapljive tvari igraju svoju ulogu



¢ineci plodove izrazito privlacnim za zivotinje, Sto je svojevrsni signal spremnosti za rasipanje
sjemenja. Hlapljive tvari koje biljke emitiraju uvelike doprinose reprodukcijskom uspjehu i
opstanku u prirodnim ekosustavima. U golosjemenjaca, kao $to je velika jela (Abies alba),
terpeni se proizvode u smolnim kanalima. Biosinteza je inducirana nakon ranjavanja §to
ukazuje na njihovu ulogu u obrani od najezde potkornjaka [9]. Pojacana ekspresija gena preteca
za linalool sintazu iz jagode (Fragaria ssp.) u transgeni¢nih biljaka Arabidopsisa (Arabidopsis
thaliana) dovela je do nakupljanja visoke razine linalool-a sto je za posljedicu imalo indukciju
otpora protiv lisnih usi [3]. Takoder pojacana ekspresija istog gena u mitohondrijima
Arabidopsisa dovela je do nakupljanja nerolidola i njegova derivata homoterpen 4,8-dimetil-
1,3(E),7-nonatriena koji privla¢i karnivorne predatore rjeSavaju¢i problem grinja putem
hranidbenog lanca [3]. U novije vrijeme pojacana ekspresija gena za (E)-p-kariofilen sintazu
iz origana (Origanum vulgare) u kukuruzu (Zea mays) ¢ini da korijenje privla¢i nematode koji
Stite biljku od kornjasa [3]. Transgeni¢na pojacana ekspresija gena za pretecu paculol sintaze
u duhanu (Nicotiana tabacum) zajedno s farnezil difosfat sintazom koja je preteca
seskviterpena, dovodi do visoke koncentracije paculola i 13 drugih seskviterpena koji biljku
¢ine jako otpornom na li¢inke nametnika [3]. Uloga razli¢itih terpenoidnih spojeva u
rezistenciji prema patogenima dobro je dokumentirana, osobito u Sumskom drvecu, ali
prekomjerna ekspresija gena za prekursore ovih spojeva kao biotehnoloska strategija u svrhu
zaStite biljaka jo§ ¢eka svjetlo dana. Sazeto, koriStenje metabolickog inzenjerstva kako bi
inducirali otpornost na bioti¢ke agense predstavlja alternativnu tehnologiju naspram koristenja
skupih i visoko toksi¢nih fungicida, baktericida i pesticida. Ovakvo koriStenje dostupne
tehnologije vrlo lako moze rezultirati poboljsanjem same kvalitete proizvoda i zdravlja ljudi

koji ih proizvode.

2.2.2 Podjela terpena

Izopentenil difosfat (slika 7) (IPP) i njegov izomer, dimetilalil difosfat (DPP) (slika 8)
molekule su od 5 ugljikovih atoma koje predstavljaju gradevne blokove (prekursore) biosinteze
terpena [9].

Slika 7. Lewis-ova struktura IPP-a Slika 8. Lewis-ova struktura DPP-a
(izvor: web 6) (izvor: web 7)



Njihovim spajanjem formiraju se vece molekule, a prema veli¢ini su terpeni i podijeljeni.

V/rste terpena prema broju izoprenih jedinica [9]:
e Monoterpeni — dvije C5 jedinice = 10 C atoma
- predstavnici: limonen, mentol, pinen

- uloga: insekticidno djelovanje

e Seskviterpeni — tri C5 jedinice = 15 C atoma
- predstavnici: kostunolid, gosipol

- uloga: antiherbivorni agensi

e Diterpeni — ¢etiri C5 jedinice = 20 C atoma
- predstavnici: abietinska kiselina, forbol, taksol

- uloga: herbivorni otrovi, taksol koristen za inhibiciju rasta tumora

e Triterpeni — Sest C5 jedinica = 30 C atoma
- predstavnici: steroli, limonoidi

- uloga: sterol je dio plazmaleme, a limonoid je otrovan za kukce

e Tetraterpeni — osam C5 jedinica = 40 C atoma
- predstavnici: likopen, -karoten, lutein

- uloga: pigmenti

e Politerpenoidi — [C5]n, N> 8
- predstavnici: guma

- uloga: zastitna (zacjeljivanje), obrambena (herbivorna zastita)

2.2.3 Limonen

Pigmentirani egzokarp agruma poznatiji kao flavedo obiljezen je tisuéama uljnih Zlijezda koje

u sebi sadrze hlapljive spojeve terpene. Limonen je najobilnija hlapljiva komponenta prisutna



u svim komercijalno uzgojenim plodovima agruma (slika 9). Od ukupnog broja terpena
pronadenih u plodu narance 97% pripada limonenu [2]. Izuzetno velika koli¢ina limonena
navodi veliku vaznost ovog monoterpena u aromi ploda, a uzro¢no-posljedi¢no i u
interakcijama izmedu same biljke i ekosustava (slika 10). U prirodnim uvjetima limonen se
gotovo isklju¢ivo proizvodi u svom (+) - limonen enantiomeru (99%) [5]. Usporedujuci
monoterpenske sintaze, najniza Km vrijednost (kineticka vrijednost) pridaje se limonen-sintazi
naspram B-pinen sintaze i y-terpinen sintaze [5]. Niza Km vrijednost ukazuje na veéi afinitet
prema supstratu, $to dovodi do vece proizvodnje produkta odnosno vece koncentracije
limonena u usporedbi s ostalim terpenima. Zaklju¢éno, razlika u Km vrijednostima
monoterpenskih sintaza moze djelomi¢no objasniti zasto je razina limonena prema drugim

terpenima u kori citrusa toliko veéa [5].

CH3

HsC CH»>

Limonen

Slika 9. Lewis-ova struktura limonena (izvor: web 8)
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Slika 10. GC-MS profil terpenskih produkata: 2, a-pinen; 5, mircen; 8, limonen (izvor: [5])



2.3 Pregled metoda geneticke transformacije

Uzgoj biljaka opcenito se moze definirati kao promjene uzrokovane u genetskom materijalu
biljaka uslijed njihove uporabe od strane ljudi, u rasponu od nenamjernih promjena nastalih
pojavom poljoprivrede do primjene molekularnih alata za precizno mijenjanje genoma. Veliku
raznolikost metoda promjene genetickog sadrzaja biljaka mozemo pojednostavniti podjelom u
dvije kategorije: 1) Uzgoj biljaka temeljen na kontroliranom razmnozavanju, odabirom biljaka
koje predstavljaju rekombinaciju pozeljnih gena razli¢itih roditelja; 2) Uzgoj biljaka temeljen
na pracenoj rekombinaciji odabirom specifi¢nih gena ili profila markera, pomoc¢u molekularnih

alata za pracenje varijacija unutar genoma [10].

2.3.1 Tradicionalno kriZanje

U konvencionalnom uzgoju agruma, znanstvenici mijeSaju dva seta DNA — jedan od majke, a
drugi od oca — za proizvodnju hibridnih embrija dobivenih kroz proces koji se zove mejoza
(slika 11).

1’ y | Heterozygous (YyAr) diploid

{/" y cell from a plant with round
yellow seeds

R

A
A 4= L

Possible haploid gametes

Slika 11. Mejoza (izvor: web 9)

Ovi embriji daju hibridno sjeme za koje je malo vjerojatno da bi se u prirodi slucajno
kombinirali. Velike populacije takvog sjemenja moraju se u naknadnim generacijama
rigorozno ocjenjivati radi identifikacije potomaka koji ukazuju industrijski povoljne

karakteristike. Ogranic¢enje pronalazimo u sporom procesu razvoja jedinki.
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2.3.2 Mutacije uzrokovane zracenjem

Osim tradicionalnog krizanja priroda nukleinskih baza citrusa moze se mijenjati utjecajem
zraCenja sunceve svjetlosti na DNA. Ova radnja rezultira mutacijama ili genetskim
promjenama (slika 12). Ruziasti endokarp prisutan u naranci Cara cara (slika 13) nastao je
kao posljedica zraCenja stabla Washingtonske slatke narance [8]. ZraCenjem citrusnih
pupoljaka simulirajuéi sunéevo svjetlo takoder moZemo utjecati na genetske promjene, inace,

pristup koji su znanstvenici koristili za stvaranje mandarina s niskom koli¢inom sjemenja [8].

w/l/]/ljlﬁlﬂiv

DNA strand breaks

Mutation of pyrimidine

SSUEV and purine bases

Mutation of pyrimidine bases
NW\I\F' -~ DNA strand breaks
7e0eV

Slika 12. Utjecaj raznog zracenja na DNA (izvor: web 10)

Slika 13. Naranc¢a Cara cara (izvor: web 11)
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2.3.3 Odabir uz pomo¢ markera

U novije vrijeme uzgajivaci koriste metodu zvanu “Marker-assisted selection” (MAS), proces
koristenja morfoloskih, biokemijskih ili DNA markera kao neizravnih kriterija odabira vaznih
svojstava u oplemenjivanju usjeva (slika 14). Ovaj se postupak koristi za poboljSanje
ucinkovitosti ili djelotvornosti odabira osobina od interesa u uzgojnim programima. Ukljucuje
stvaranje “tablice sadrzaja” s oznakama za lokacije gena zasluznih za ekspresiju odredenih
osobina. U citrusima se MAS Kkoristio u ograni¢enim slu¢ajevima, primjerice, u programima

uzgoja podloga/debla/rizoma koje uvode otpornost prema nematodama [8].

CONVENTIONALBACKCROSSING MARKER-ASSISTED BACKCROSSING
!/ (
Pl xl F 5 P1 xl P‘2
P, x F, P, x Fy
BC1 BC1
VISUAL SELECTION OF BC1 PLANTS THAT MOST CLOSELY USE ‘BACKGROUND' MARKERS TOSELECT BC1 PLANTS THAT
RESEMEBLE RECURRENT PARENT HAVE MOST RECURR ENT FPAREMT MAREKERS AND SMALLEST 3

OF DOMNOR GENOME

T
YOy IR A
0y uaﬂauuuuin:ﬂnﬂluu;iﬂﬂuu

BC2

—
S

Slika 14. Usporedba odabira jedinki putem konvencionalne vizualne selekcije i DNA
markera (izvor: web 12)

11



2.3.4 Transformacija protoplasta

Biljna stanica gradena je od stanicne stijenke i protoplasta. Protoplast ukljucuje protoplazmu
koja je od stani¢ne stijenke odvojena plazmatskom membranom (plazmalemom), a dijeli se na
jezgru i citoplazmu [9]. Transformacija protoplasta temelji se na fuziji dvaju razli¢itih
protoplasta koji sadrze gene od interesa, obi¢no se fuziraju dva protoplasta (iako je moguce
koristiti i viSe od dva) koriste¢i naboj ili kemijske medijatore (slika 15). Ideja fuziranja
protoplasta zasniva se na genetickoj modifikaciji Zeljene biljke za razvoj sojeva hibrida bolje
kvalitete. Primjerice, bolest kovrcavosti lista krumpira uzrokovana virusom (engl. Potato leaf
roll virus) pojavljuje se poc¢etkom sezone kada je virus prenesen u komadu sjemena. Posljedice
zaraze virusom su suhi, kozasti debeli listovi, uvrnuti prema gore. RjeSenje problema zaraze
virusom pronalazi se u fuziranju stanice koja je rezistentna na spomenuti virus, ali daje slabiji
usjev sa stanicom koja je ranjiva prema istom, ali npr. ima kvalitetniji usjev. Rezultat takvog
fuziranja je stanica koja je istovremeno rezistentna na virus i daje kvalitetniji usjev. Prvi stadij
je formiranje protoplasta, odnosno odvajanje protoplasta od stani¢ne stijenke koja je gradena
od celuloze koriste¢i enzim celulazu. Djelovanjem celulaze raspada se stani¢na stijenka i ostaje
goli protoplast spreman za manipulaciju. Drugi stadij je fuzija dvaju protoplasta pod utjecajem
elektri¢ne struje niskog napona. Fosfolipidne stanicne membrane se orijentiraju na nacin slican
procesu elektroporacije (metoda fizicke transfekcije koja koristi elektri¢ni impuls za stvaranje
privremenih pora u stani¢nim membranama kroz koje tvari poput nukleinskih kiselina mogu
pro¢i u stanice) i njihove se membrane stapaju te poc¢inju dijeliti tvari izmedu sebe, tada
hibridna stanica poprima oblik sli¢an pocetku telofaze stani¢ne diobe. Osim fuziranja
citoplazme dolazi i do fuzije jezgara stanica te nastaje heterokarion (lat. Hetero — razli¢iti,
Karyon — jezgra) koji sadrzi genetski materijal obiju stanica. Sljede¢i cilj je iz dobivenog
heterokariona proizvest biljni kalus (nediferencirana masa stanica) iz kojeg potpuno
regeneriramo novu biljku s genom rezistencije protiv virusa i genom za kvalitetniji usjev(slika
15). Ovom metodom uspjes$no su regenerirane transgeni¢ni limuni (C. limon), grejp (C.

paradisi), slatka naranc¢a (C. sinensis) i gorka naranca (C. aurantium) [6].
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Slika 15. Transformacija protoplasta (izvor: web 13)

2.3.5 UnoSenje gena u biljni genom genskom puskom — engl. gene gun

Kako bi napravili transgeni¢nu biljku najvaznije komponente su DNA koja kodira za zeljenu
osobinu sa promotorom koji ¢e transkribirat i translatirat sekvencu od interesa. Takoder,
potreban je nacin provodenja selekcije stanica koje sadrze Zzeljeni DNA — plazmid s
antibiotskom rezistencijom. Zatim, potreban je na¢in kojim ¢emo Zeljenu DNA ubaciti u biljnu
stanicu. Prva metoda je grube naravi, unoSenje gena u biljni genom genskom puskom . U biljne

stanice ,,ispaljuju* se pod visokim pritiskom cestice zlata ili volframa oblozene s promotorom,

13



sekvencom za odredenu osobinu i selekcijskim markerom. Cestice su ispaljene s dovoljno sile

da probiju stani¢nu stijenku i staniénu membranu s nadom da ¢e uéi u jezgru (slika 16). Ova

metoda (slike 17,18) koristi se kao alternativa kada genotipovi citrusa nisu podlozni infekciji

Agrobakterijumom [6].

|
Gene gun up close ML

cell wall

nucleus

cytoplasm

chloroplast

vacuole

cell membrane

mitochondrion

Gene gun up close vacuole
cell wall
cell membrane
mitochondrion
nucleus

cytoplasm

chloroplast

vacuole

Slika 16. Cestice ispaljene ,,genskom puskom* na biljne stanice (izvor: web 14)

Prednost metode je nepotreban dodatni plazmidni DNA, no nedostaci su mehanic¢ko ostecenje

stanice prilikom penetracije Cestice zlata i teSka kontrola integracije same DNA u nukleus.

DNA je nasumi¢no uklju¢ena u kromosome putem mehanizama DNA popravka zbog cega

moze promijeniti ekspresiju nuznih biljnih gena, zavrsiti u mitohondrijskom ili kloroplastnom

genomu umjesto u nukleusu. O¢igledno bi drugaciji pristup bio koristan.

Slika 17. Ispucavanjem gena ,,genskom
puskom* (izvor: web 15)

Helium gas
‘l, - Gas cylinder
\1, Point for break

——— Rupture disk

I — Plastic microcarrier

3 VYW¥W¥ T DNA coated micropellets
' 5 R Stopping screen

Target cell / tissue

Slika 18. Shematski prikaz ,,genske puske* (izvor: web
16)
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2.3.6 Transformacija biljaka pomoc¢u bakterije Agrobacterium tumefaciens

Kao za mnoge sofisticirane laboratorijske tehnike, priroda pruza modelni sustav geneticke
manipulacije. Tumori prisutni na deblima stabala (engl. crown gall plant tumor) uzrokovani su
infekcijom bakterije Agrobacterium tumefaciens. Agrobakterium cesto je okarakterizirana kao
“prirodni geneticki inzenjer” [1]. Bakterija zivi u tlu na korijenju biljaka putem kojeg inducira
spomenute tumore. Agrobakterija prenosi segment DNA, T-DNA (engl. transfer DNA), s
plazmida u biljnu stanicu izazivajuci nekontrolirani rast stanica koji rezultira tumorom i tjera
biljku da proizvodi prehrambene proizvode zvane opini kojima se hrani (slika 19). Tumor
induciraju¢i (Ti) plazmid je veliki plazmid, sadrzi malo manje od 200 gena i preko 200000
parova baza [11]. Kao svi plazmidi sadrzi izvoriste replikacije (engl. Origin of replication) da
bi se plazmid mogao kopirati. Sli¢no vecini bakterija, velik broj gena je organiziran u operone
tako da aktivacija jednog promotora sluzi kao okida¢ transkripcije i translacije nekoliko
genskih produkata ukljucenih u istom procesu. Unutar plazmida nalazi se i set virulencijskih
gena (engl. Virulence genes) potrebnih da bi zarazili i prenijeli DNA u biljku. Postoji i odvojeni
operon koji sadrzi gene potrebne za metaboliziranje opina (engl. Opine breakdown genes) koje
¢e biljka proizvoditi kao hranu za bakteriju. Dio plazmida sadrzi sekvencu DNA koja ¢e se
prenijeti u biljku, ovaj segmet se zove transfer ili T-DNA i definirana je lijevom i desnom
grani¢nom sekvencom. T-DNA sadrzi dva glavna odjeljka: jedan koji sadrzi gene koji poticu
formaciju tumora (engl. Tumor genes) i drugi koji sadrzi gene za stvaranje opina (engl. Opine
synthesis genes) koji hrane Agrobakteriju.[13] Krajevi sekvenci koji ¢e se transkribirati u biljku

su oznaceni NOS terminatorskim sekvencama (engl. Nopaline synthase terminator sequences).

Transfer DNA

Nos terminator

sequences

Slika 19. Ti (Tumor inducirajuéi) plazmid (izvor: web 17)
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Za koristenje spomenutog plazmida, u svrhu proizvodnje transgeni¢nih biljaka, odjeljke koji
su Stetni za biljku potrebno je ukloniti te dodati Zeljene gene ("razoruzani” Ti — plazmid, engl.
disarmed Ti plasmid). Geni koji uzrokuju sintezu i razgradnju opina te indukciju tumora se
uklanjaju (slika 20). Geni za osobinu od interesa kao i biljni promotor se dodaju. Vecinom,
vrlo jaki promotor kao 35S promotor virusa mozaika cvjetace (engl. Cauliflower mosaic virus)
koristi se da bi osigurao visoku ekspresiju gena od interesa. Takoder se dodaje selektivni
marker uveden s bakterijskim promotorom kako bi olak$ao odabir transformiranih stanica
Agrobakterija koje sadrze Ti plazmid. Virulencijski geni ostaju jer su potrebni za prijenos T-
DNA iz Agrobakterije u stanicu.

Left bor‘der/

| Nos terminator

sequences

Virulence promoter

Virulence genes

Slika 20. "razoruzani” Ti - plazmid (engl. disarmed Ti plasmid )s regijom virulencije iz kojeg

su izdvojeni onkogeni geni (izvor: web 18)
Prijenos Ti- plazmida iz Agrobakterijuma ukljucuje ekspresiju brojnih gena unutar stanice
Agrobakterijuma. Biljne stanice oslobadaju raznolike male molekule. Kada je jedna od ovih
molekula prepoznata od strane Agrobakterijuma potice se ekspresija transkripcijskog faktora
koji inicira transkripciju virulencijskih gena na Ti plazmidu. Jedan od tih genskih produkata
vodi do proizvodnje T-DNA sekvence koja onda prolazi kroz drugi virulencijski protein u
biljnu stanicu. Kao i kod metode ,,genske puske®, T-DNA je nasumic¢no ukljucena u
kromosomsku DNA, ali je puno manje Stete za stanicu i ne postoji Sansa da zavrSi u

kloroplastnoj ili mitohondrijskoj DNA (slika 21).
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o

Plant cell

Slika 21. Prijenos gena u biljne posredstvom bakterije Agrobacterium tumefaciens (izvor:
web 19)

Kada su geni od interesa uspjesno unijeti u genom biljke, biljka je opisana kao transgeni¢na.
Sljedeci korak je uzgoj transgeni¢nih biljaka (slika 22). U sterilnim uvjetima transgeni¢ne
biljne stanice su uzgojene u kulturama koje sadrze antibiotike i biljne hormone (auksin,
giberilin, citokinin i sl.). Antibiotici osiguravaju da ¢e samo rasti transformirane stanice, a
hormoni dozvoljavaju stvaranje Citave biljke iz nekolicine transformiranih biljnih stanica.
Nakon $to je biljka razvila korijen i izdanak moze se prenijeti u zemlju i nove osobine biljke
spremne su za testiranje. Generalno, transformacijska efikasnost dobivena koristec¢i

Agrobakterijum kod vecine citrusnih kultivara iznosi izmedu 0 1 45% [6].

Or— Cointegrate
) = . Ti plasmid

@ Tobacco-plant
’ cell
@ Transformed
A 4 cell

a = I_)d , B —— tTransgenic Cell of

Culture ‘ | tobacco | transgenic
& J -
= cells Plantlet plant plant

Slika 22. Prikaz procesa proizvodnje transgeni¢nih biljaka posredstvom bakterije
Agrobacterium tumefaciens (izvor: web 20)
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2.4 Tehnike potvrde integracije transgena

2.4.1 Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase chain reaction, PCR)

PCR je metoda amplificiranja odredene DNA sekvence za brzu i efikasnu proizvodnju milijuna
kopija ciljane DNA sekvence (slika 23). Sastojci za uspje$nu reakciju amplifikacije su sljedeci:
1) to¢na sekvenca DNA koju Zelimo replicirati; 2) DNA pocetnice (engl. primers) koriStene za
inicijaciju procesa DNA sinteze; 3) DNA polimeraza, proteinski kompleks koji se krece preko
jednolan¢ane DNA i replicira istu - polimeraza mora biti termostabilna zato $to se sama
reakcija izvodi pri relativno visokim temperaturama; 4) 4 tipa deoksiribonukleozid trifosfata
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) koji sluZze kao gradevni blokovi koje DNA polimeraza koristi u
sintezi DNA. Koraci za provodenje jednog ciklusa PCR-a: 1) Razdvajanje DNA lanaca —
potrebno je povisiti temperaturu otopine u kojoj se nalazi DNA sekvenca od interesa do 95°C
u svrhu razdvajanja dvaju komplementarnih lanaca DNA denaturacijom vodikovih veza koje
ih spajaju; 2) Kada su lanci razdvojeni potrebno je sniziti temperaturu na 54’ C u svrhu vezanja
pocetnica na 3' krajeve poznatih sljedova nukleotida koji omeduje ciljni fragment - razlog
vezanja pocetnica na 3' krajeve je sposobnost DNA polimeraze da produzuje lance iskljucivo
u smjeru 5' — 3'; 3) kada su pocetnice vezane na 3' sljedove nukleotida koji omeduju DNA
sekvencu od interesa potrebno je povisiti temperaturu na 72 C, ta temperatura ostvaruje
optimalne uvjete za aktivnost Taq polimeraze (termostabilna DNA polimeraza) koja poc€inje
dodavati deoksiribonukleozid trifosfatne molekule i tim produzuje odnosno sintetizira DNA.
Na kraju ciklusa smo od jedne dvolan¢ane DNA dobili dvije identi¢ne kopije iste. Ukupni broj
kopija poslije n-broja ciklusa je jednak 2". U sat vremena odvije se izmedu 20 i 30 ciklusa $to
rezultira milijjunima kopija DNA sekvence od interesa. Nakon zavrSetka PCR reakcije,
pregledavaju se rezultati. Uzorci se nanose na agarozni gel, provodi se gel elektroforeza, te se
gel fotografira 1 analizira. Takoder, nakon analize DNA fragmente je moguce izrezati s gela i

otopiti (npr. radi sekvenciranja).[13]
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Slika 23. PCR metoda amplifikacije ciljane DNA sekvence (izvor: web 21)

Pomoc¢u PCR reakcije umnaZanjem sekvence plazmida pBl121 moguce je odrediti mjesto
integracije T-DNA u genomu transgeni¢ne biljke. Tom metodom odredena je jedinstvena
biljna sekvenca blizu granice desnog kraja T-DNA (engl. right border, RB) integrirane u

genom transgeni¢nog duhana (slika 24).

AMT10

CAGCTGTGCT CGAGGGAGGG ATAAACCTGA CCGATCCTTG GGCCGTAGAG (NPTII)
Taql

ATGGTGGCTT CCGAGTCGGA GTACCGAGAT CTACCCCTAA GCTGGCTGGT

GGCCAGAGTT CCCCTCTATC TGGGGGGTGC CTTTGTTAGG TGGTTCGGAG (Plant

GGGCCTAGTC CTGGGCCCCG AATGGACAAG GAATGGTCCT GACTAACCCT sequence)

GCTAGTGCCG TGGTCGTGGT TGATTCCCCT TAGGGAACAA CCCTACCTCC

CAAGGGAGTG CAAGATGCCC CGCACGAAGG CGGGAAACGA CAATCT (Right border)

AATCACTAGT (pGEM)

A

IP1 primer

GAATTCGCGG CCGCCTGCAG GTCGAC

Slika 24. Analiza slijeda nukleotida na mjestu ugradnje T-DNA u genom transgeni¢ne linije
duhana AMT10 (izvor: [12]).

19



2.4.2 Southern hibridizacijska analiza

Hibridizacija po Southernu (engl. Southern blotting) je laboratorijska metoda koristena za
prepoznavanje specifi¢nih gena (ili DNA sekvenci) u ukupnoj stani¢noj (genomskoj) DNA.
Enzim restrikcijske endonukleaze koristi se za rezanje uzorka DNA na fragmente koji se
odvajaju gel elektroforezom prema veli¢ini i naboju (slika 25). Fragmenti DNA se denaturiraju
I prenose sa gela na povrSinu membrane otopinom soli koja prolazi kroz gel. Membrana se
inkubira s radioaktivnom sondom koja se veze na komplementarne DNA molekule od interesa.
Ako se sonda veze za membranu, tada je sekvenca od interesa prisutna u analiziranom uzorku.
Sonda vezana za membranu detektira se autoradiografijom, a mjesto vezanja sonde otkriva

trazene fragmente DNA.

Restriction digested PrOblng d SOUthern BIOt

genomic DNAg g g Radioactive Probe 2

L/

Expose

Electrophoresis '
P : Probe hybridized b

* to restriction Develop
fragment X-ray film

__ Xeray film

INER

18 |

4 L

3 |
C S et W
Paper towels . )

Nitrocellulose membrane
Gel Determine size of
Sponge restriction fragment

Tray with buffer that hybridizes to probe

Slika 25. Prikaz Southern hibridizacijske analize (izvor: web 22)
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Metodom Southern hibridizacije potvrdeno je postojanje triju gena za terpenoid UDP
glikoziltransferazu (UGT) u vrste Citrus sinsnsis L. Osbeck (slika 26). Geni CsUGT1,
CsUGT2, CsUGT3 konstitutivno su eksprimirani u listovima, cvjetovima i plodovima slatke

narance sorte Valencia [14].

CsUGT1 CsUGT2 CsUGT3

Xbal Xhol Xbal Xhol Xbal Xhol

10kb
8.0 —
6.0 —
5.0 —

2.0 —
5

Slika 26. Detekcija triju gena za terpenoid UDP glikoziltransferazu (UGT) u uzorku genomske
DNA vrste Citrus sinsnsis L. Osbeck (CsUGT1, CsUGT2, CsUGT3) [14].

21



2.5 Modifikacija biosinteze terpena

Soj A. Tumefaciens EHA 105 koji sadrzi binarni plazmid pBI121FLM (slika 27) sa genom
CitMTSEZ1 (slika 28) koji kodira za D-limonen sintazu iz Satsuma mandarine (Citrus unshiu
Mark) u smislenoj (engl. sense, S) i protusmislenoj (eng. antisense, AS) orijentaciji pod
kontrolom 35S promotora iz mozai¢nog virusa cvjetace i terminatora sekvence nopalin sintaze
bakterije A. tumefaciens (NOS) je koristen u razli¢itim eksperimentima kao transformacijski
vektor dviju vrsta narance: Navelina sweet orange i Pineapple sweet orange (C. sinensin L.
Osb.). Linije transgeni¢nih naranc¢i su sljede¢e: AS3, ASS5 i EV (engl. Empty vector) za
Navelinu te AS11, S13 i EV za Pineapple (slika 29). Ove linije odabrane su na temelju njihove
ucinkovite i stabilne snizene (AS) 1 povisene ekspresije (S) gena limonen sintaze i niskog broja
lokusa transgena. U slucaju Naveline odabrane su dvije AS linije jer se nije mogao proizvest
stabilan S fenotip. Deset biljaka po transgeni¢noj liniji prenesene su u uvjete vo¢njaka zajedno
s odgovaraju¢im kontrolnim biljkama (EV; biljke transformirane samo s pBI121FLM
plazmidom).[4]

Tagl

- ! we |

Plant sequence | T-DNA right border | NOS-promoter | NPTH

<IPI

Taql digestion and ligation

T-DNA right
border Ssill
Sspl

/‘ :

NOS-promoter A 2606 bp Hindlll 3679 bp

RB K
vosp [nptil P Nos-td-{sss»chTSB [vos-t |4

NPTII B 3346 bp

RB LB
Enzyme digested with Sspl or SsII,
Y Taql s X ¥
Ssell and PCR amplification using IP1 Ssell +| NOS-p [ nptht N NOS- N
Tagl

x and IP2 primers o

Sspl Sspl

12>

NOS-prome NPTII Plant sequence T_'DNA NS
| right border

R AL
lPC R fragments are cloned into

PCR-specific cloning vector
(pGEM-T Easy vector)

DNA sequence analysis using IP2 as sequencing primer

Slika 27. Prikaz plazmida pBI121 Slika 28. Prikaz T-DNA regije koja se ubacuje
(izvor: [12]) u plazmid pBI121 (engl. Plant sequence). A)
T-DNA koja sadrzi smisleni (S) ili
protusmisleni (AS) gen limonen sintazu
CitMTSE1
B) T-DNA kontrolne grupe (EV) (izvor: [4])
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Usporedba transgeni¢nih linija AS3, AS5 i EV Naveline i AS11, S13i EV Pineapple pokazala
je da ekspresija D-limonen transgena nije uzrokovala nikakvu izmjenu glavnih fenotipskih i
agronomskih karakteristika biljke i ploda. Stoga izmjena koncentracije D-limonena u kori voc¢a
sama po sebi nije utjecala na morfoloski izgled i fenoloski ciklus stabla.[4]

M M
VI EV AS1 AS2 AS3 AS5 AS7 AS4 AS6 VI EV AS11

2176 bp
1766 bp

M M
AS1 AS2 AS3 AS5 AS7 AS4 AS6 EV |l EV AS11

B

23130 bp-
9416 bp-

6557 bp-

4361 bp-

Slika 29. Potvrda integracije transgena CitMTSE1 putem A) PCR analize i B) Southern blot
analize (izvor: [4])

2.5.1 Utjecaj modifikacije na osjetilo mirisa

Ziri se sastojao od volontera (n = 54 — 70, muskaraca i zena u dobi od 20 do 60 godina) s dva
istrazivacka instituta: Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA, Moncada,
Spanjolska) i Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA, Paterna,

Spanjolska). Svi ¢lanovi Zirija bili su redoviti potrosaci citrusnog voca i soka. Takoder su svi

23



morali testiranje provoditi u pojedinacnim kabinama pod bijelim svjetlom pri sobnoj
temperaturi, obi¢no od 10:00 do 14:00 sati. Uzorci su pripremljeni jedan sat prije evaluacije,
ziri je miSljenje dao nakon evaluacije. Provodila se analiza dviju stavki: 1) miris svjezeg voca
(slike 30E,F) i 2) miris soka s pulpom (slike 30 G,H). Odmah nakon berbe, narance su rezane
poprecno i stavljene okrenute endokarpom prema dolje u bijelu posudu bez mirisa i okusa. Sok
je iscijeden rotacijskim sokovnikom (Lomi model 4). Sok je u alikvotima od 15 mL prenesen
u tikvice od 40 mL identificirane s nasumi¢nim troznamenkastim brojem. Za svjeze voce Ziriju
su predstavljene dvije polovine razli¢itih Navelina naranci, jedna od njih je kontrola (EV), a
druga jedna od transgeni¢nih linija (AS3 ili AS5). Zamoljeni su da biraju uzorak Kkoji
predstavlja proizvod intenzivnijeg mirisa. U¢esnici su prvo dobili upute da oljuste komad kore
svakog uzorka, pomiriSu oba i odgovore na pitanja. Ako nakon §to osjete mirise uzoraka ne
uocavaju razliku, dobili su uputu da pogadaju (prisilni izbor). Za sok s pulpom ocjenjiva¢ima
su predstavljene tri tikvice, koje odgovaraju soku iz kontrolne linije (EV) i transgeni¢nih linija
(AS3, AS5 za Navelinu i1 AS11, S13 za Pineapple). Ucesnici su dobili uputu da otvore ¢epove

tikvica u odgovaraju¢em redoslijedu blizu njihova nosa i osjete mirise sokova.[4]

E . . F o
Fruit intensity Fruit discrimination
ASS ASS
AS3 AS3
40 20 0 20 40 40 20 0 20 40
Number of judgements (2nd season) Number of judgements (2nd season)
G H
Juice intensity Juice discrimination

40 20 0 20 40 60 40 20 0 20 40 60

Number of judgements (2nd season) Number of judgements (2nd season)

Slika 30. Rezultati odabira zirija za miris svjeze voce (E, F) i soka (G, H) narance
Navelina (izvor: [41)
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Ziri je otkrio veéi intenzitet mirisa soka s pulpom EV linije u drugoj sezoni u usporedbi s AS5
transgeni¢nom linijom Naveline i bili su ih u moguénosti razlikovati (slika 31 C,D). Te sezone,
sok AS5 linije okarakteriziran je ve¢im doprinosom linaloola u ukupnom OAV-u (engl. Odor
activity value — omjer koncentracije spoja i njegovog praga mirisa) (tablica 1). Pretpostavlja se
kako OAV veci od 1 doprinosi aromi soka u usporedbi s AS3. Dodatno, D-limonen i 3-mircen
su nedostajali u ukupnom OAV-u AS5 naspram EV linije, dok je obrnuto bilo za alifatske
aldehide $to moze objasniti diskriminaciju sokova. Medutim, smatra se da su plodovi svih
linijja: AS3, AS51EV prihvatljive kvalitete. Dio ¢lanova zirija prepoznao je miris slican limunu
ili gorkoj narancéi §to je vjerojatno povezano s poveéanom koncentracijom linalool-a u kori i
soku AS transgeni¢nih linija. Vecina ucesnika je mirise plodova AS transgeni¢nih linija

povezao s mirisnim notama ruze.[4]

Compound Concentration (ng/g) Odor 0-0AVs
AS3 ASS EV threshold 53 ASS EV
(ppb)
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE

Maneterpene hydrocarbons

f-Myrcene 122.8a 20.5 102.5a 34.8 3667.8b 375.5 773 0.16 0.03 0.13 0.04 0.49

Limonene 1976.7a 3303 2505.3a 15.9 101617.8b 9975.2 13700 0.02 0.00 073
Monoterpene alcohols

Linalool 1049.7b 76.8 1277.6b 203.1 400.0a 301 113 0.68 1.80 3.54 027
Monoterpene aldehydes

(Z)-citral 19.3a 0.6 22.2a 3.1 9.9a 43 1230 0.02 0.00 0.02 0.00 0.01 0.00

(E)-citral 0.0a 0.0 0.0a 0.0 37.7b 6.4 1230 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.01

Nonanal 223a 1.1 27.7a 02 36.8a 16.9 312 0.07 0.00 0.09 0.00 0.12 0.05

Decanal 69.9a 6.0 74.6a 46 123.0a 321 204 0.34 0.03 037 0.02 0.60 0.16
Ethyl esters

Ethyl hexanoate 0.0a 0.0 10.8a 4.3 0.0a 0.0 33 0.00 0.00 3.26 1.29 0.00 0.00
Aliphatic esters

Octyl acetate 19.8a 0.6 13.2a 2.0 25.2a 7.9 2767 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Sesquiterpene hydrocarbons

Valencene 190.0a 7.2 331.1ab 58.0 501.4b 827 4756 0.04 0.00 0.07 0.01 0.11 0.02
Others/irregular

B-Cyclocitral 8.3a 0.9 9.7ab 21 17.4b 22 190 0.04 0.00 0.05 0.01 0.09 0.01

Tablica 1. Pregled 0-OAV-a (engl. Orthonasal odor activity values) izra¢unatih kao
omjer izmedu koncentracije spoja i njegovog mirisnog praga za sok Navelina sweet
orange (izvor: [4])

U slucaju naranc¢e Pineapple ¢lanovi zirija uspjeli su razlikovati miris S13 transgene linije u
usporedbi sa EV linijom u prvoj sezoni (slika 31 A, B), dok su u drugoj sezoni osjetili
intenzivniji miris S13 linije (slika 31 C ,D). Takoder znacajna razlika je primijeCena na
hedonistickoj skali S13 linije u usporedbi s AS11 1 EV linije u obje sezone. Neki od ¢lanova
prijavili su poseban miris povezan s S13 linijom (tablica 2). Relativno povecanje koncentracija

estera etil heksanoata i etil butirata te njihov kvalitativni i kvantitativni doprinos vjerojatno su
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utjecali na organolepticke osobine ovog soka, objasnjavaju¢i njegovo hedonisticko

ocjenjivanje.[4]
A o B o
Juice intensity Juice discrimination
513 * 513
AS11 AS11
40 20 0 20 40 60 40 20 0 20 40 60
C Number of judgements (1st season) D Number of judgements [1st season)
Juice intensity Juice discrimination
N 513
AS11
60 40 20 0 20 40 60 60 40 20 0 20 40
Number of judgements (2nd season) Number of judgements (2nd season)

Slika 31. Rezultati odabira Zzirija za sok narance Pineapple u prvoj sezoni (A, B) i
drugoj sezoni (C, D) (izvor: [4])

Compound Concentration (ng/g) QOdor 0-0AVs
AST1 513 EV threshold 513 EV
(ppb)
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE SE Mean SE
Monoterpene hydrocarbons
a-Pinene 556.3a 71.2 3252.3b 14.9 3217.5b 109 1650 0.34 0.04 0.01 1.95 0.01
f-Myrcene 707 4a 20.8 3022.0b 72.4 3058.3b 43,1 773 0.92 0.03 0.09 3.96 0.06

Mean

197

391

0.01 0.00 002 0.00
0.20 030 020

0.41 0.41

(i-Pinene 0.0a 0.0 445.4c 4.3 739.0b 201 37200 0.00 0.00
Limonene 50407.7a 2710.0 139206.6b 4152.0 131557.5b 27455 13700
Monaterpene alcohols

Linalool 1663.0c 513  321.4a 459  8842b 459 113 0.45

a-Terpineol 35.2a 1.3 93.3b 3.8 123.7b 109 25900 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Monoterpene aldehydes

(Ej-citral 0.0a 0.0 0.0a 0.0 33.8b 1.8 1230 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00

Aliphatic aldehydes

Nonanal 581.2b 95.3 302.5a 22.0 388.4ab 106 312 1.86 031 097 0.07 1.24 0.03

Decanal 131.4a 229 365.2b 6.9 451.1c 4.4 204 0.64 011 179 0.03 2.21 0.02
Ethyl esters

Ethyl butyrate 0.0a 0.0 27.4b 24 49a 0.3 1.71 0.00 000 1601 1.39 2.88 0.20

Ethyl hexanoate 0.0a 0.0 717.7¢c 39.6 397.3b 16.0 33 0.00 0.00 (w 11.99 20397 4.84

Ethyl-3-hydroxyhexanoate  0.0a 0.0 31.6b 28 7.2a 0.6 10716 0.00 0.00 0. 0.00 0.00 0.00
Aliphatic esters

Octyl acetate 0.0a 0.0 281.8c 246 202.5b 9.6 2767 0.00 0.00 0.10 0.01 0.07 0.00
Sesquiterpene hydrocarbons

Valencene 9213a 36.9 5154.1b 1.7 5293.0c 154 4756 0.19 0.01 1.08 0.00 1.11 0.00
Others/irregular

MNootkatone 0.0a 0.0 29.8b 5.0 24.5b 0.4 2240 0.00 0.00 001 0.00 0.01 0.00

Tablica 2. Pregled 0-OAV-a (engl. Orthonasal odor activity values) izracunatih kao omjer izmedu
koncentracije spoja i njegovog mirisnog praga za sok Pineapple sweet orange (izvor: [4])
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Pojacana ili utiSana ekspresija gena koji kodira za D-limonen sintazu nudi jedinstven alat za
proucavanje utjecaja D-limonena i srodnih terpenskih spojeva (uglavnom kvalitativne i
kvantitativne promjene) u kvaliteti svjezeg voca ili soka percipiran od strane ¢lanova zirija. D-
limonen je najzastupljeniji terpen u slatkoj naran¢i kao i u vecini plodova agruma. U
transgeni¢nim linijama transformiranim genom obrnute (AS) orijentacije koncentracija D-
limonena je smanjena barem 90 puta u kori i 6 puta u soku, dostizu¢i vrlo niske OAV
vrijednosti u usporedbi sa EV linijama. Medutim, ispitanici nisu pronalazili razlike u
intenzitetu mirisa izmedu AS i EV transgeni¢nih fenotipova u oba kultivara, Navelini i
Pineapple-u. Osim drasti¢no sniZzene koncentracije D-limonena, AS sokovi su pokazali vece
nakupljanje monoterpenskih alkohola, uglavnom linalool-a, koji je snazno kvalitativno i
kvantitativno pridonosio ukupnim OAV-evima. Ostali alkoholi kao nerol, b-citronellol i
geraniol su pokazali povecane koncentracije u AS transgeni¢noj liniji, no nijedan nije preSao
OAYV ve¢i od 1. Neovisno o tome, vecina ispitanika percipirala je cvjetne note sli¢ne ruzi kod
takvih linija. Moguce je da smanjena koli¢ina D-limonena kao otapala u AS sokovima
povecava hlapljivost spomenutih spojeva ¢ime bi utjecala na njihovu percepciju. Ipak, tipi¢an
miris AS linije nije utjecao na razlikovanje, intenzitet mirisa i hedonisti¢ko rangiranje ukazuju
na sli¢nu stopu odabira ispitanika s obzirom na EV linijju. Medutim, u konkretnom slucaju
uzorka Navelina ASS5, Ziri je liniju doZivio kao razli¢itu, manje intenzivnu od EV linije, u prvoj
sezoni u obliku svjezeg voca, a u drugoj u obliku soka s pulpom. Takav rezultat poklapa se s
vaznim doprinosom linalool-a zajedno s etil heksanoatom. No, ispitanici nisu percipirali miris
karakterizirana je pove¢anim OAV-em za estere etil heksanoat i etil oktanoat zajedno s blago
povecanim razinama D-limonena i drugih srodnih monoterpenskih ugljikovodika. Ispitanici su
ga preferirali i dali su mu znacajno veée ocjene hedonistickim rangiranjem (slika 32). Etilni
esteri, ukljucujuéi estere razgranatog lanca opcéenito su opisani kao ,slatki* ili ,,voéni* pri
koncentracijama iznad praga mirisa. Etil heksanoat percipiran je kao voéni pri niskim
koncentracijama. Vrednovanje mirisa aktivnih tvari u soku narance pokazalo je da su velik
doprinos svjezoj, voénoj noti mirisa soka narance dali upravo esteri zajedno sa aldehidima.
Utvrdeno je da etil heksanoat kao i etil butirat imaju znafajnu pozitivnu korelaciju s
hedonistickim ocjenama okusa. Prisutnost malo vece (ali znacajne) koncentracije ovih estera
u S13 transgenim linijama vjerojatno je bila zasluzna za viSu ocjenu na hedonistickoj skali u
usporedbi s AS13 i EV uzoraka.[4]
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Slika 32. Rangiranje transgeni¢nih linija naranc¢e Pineapple: AS11, S13i EV prema
hedonisti¢koj skali (izvor: [4])

2.5.2 Utjecaj modifikacije na odnos biljke i nametnika

Kako bi se utvrdilo ima li nakupljanje limonena u plodovima citrusa obrambenu funkciju,
umanjila se koncentracija spomenutog monoterpena u uljnim Zzlijezdama s protusmislenim
slijedom (AS), koji utiSava ekspresiju kodiraju¢eg gena za limonen sintazu, rezultirajuci
manjom koncentracijom samog limonena u zrelim plodovima biljke slatke narance kultivara
Navelina (slika 29). Neocekivano, transgeni¢no voée bilo je otporno na ekoloski nominalno
vazne gljivicne 1 bakterijske patogene te je pokazalo odbijanje vaznog insekta Stetocine.
Transgene linije AS1, AS3, AS6 i AS7 dodatno su istrazene (slika 33). Ukupni terpenski profil
u kori plodova AS linija pokazao je niz fenotipova. AS6 predstavlja fenotip sa blagim
smanjenjem koncentracije limonena dok AS1, AS3 i AS7 predstavljaju fenotipove s jakim
smanjenjem koncentracije limonena u usporedbi s kontrolnom linijom EV. Nakupljanje drugih
monoterpena, seskviterpena i monoterpenskih aldehida takoder je smanjeno, dok je razina
monoterpenskih alkohola poboljsana (slika 29). Tako su linije AS1, AS3 i AS7 biljezile izmedu

50 i 85 puta manju koncentraciju limonena naspram kontrolne EV linije. Proizvodnja
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monoterpenskih alkohola nerola i b-citronellola bila je 10 puta veca, a proizvodnja estera
geranil acetata 3 puta veca u AS transgenim linijama u usporedbi sa kontrolnom EV linijom.
Uzrok je vjerojatno u djelomi¢nom preusmjeravanju metabolickog puta. Promjene u
navedenim koncentracijama mogu pronaci objasnjenje u mogucnosti formacije vise razlicitih

produkata iz jedne monoterpenske sintaze.[3]

A .
- m c-terpinolene
» Ocimene
g ﬂﬂ A T
=] ELimonene
g 0.6 5
o u f-myrcene
= 0.4 4
o m 5-3-carene
T 52
Sabinene
1} =

AS1 AS3  ASE  AST EV

Slika 33. Transgeni¢ne linije AS1, AS3 i AS7 pokazuju veliki, a AS6 linija blagi pad
koncentracije limonena prema kontrolnoj EV liniji (izvor [3])

2.5.2.1 Penicilium digitatum

Gljivica P. digitatum uzrokuje bolest koja prouzro¢i najvecu Stetu nakon berbe citrusnih
plodova — truljenje zelene plijesni (slika 34). Ne uzrokuje propadanje drugog necitrusnog voca
ili povrca. Etiologija bolesti dobro je poznata. Uspavane spore Peniciliuma prisutne na povrsini
ploda aktiviraju se ako dode do mehanicke ozljede kore. Spore krenu klijati i brzo koloniziraju
ozlijedeno tkivo. Hlapljive tvari igraju vaznu ulogu u prepoznavanju domacina od strane
P.digitaruma. Produkti uljnih Zlijezda raznih citrusa stimuliraju in vitro klijanje spora. Zreli
plodovi AS i EV linija cijepljeni su s P.digitarum, postotak zarazenih rana i rana sa sporama u
EV plodovima 8 dana poslije cijepljenja iznosio je 60.8%, dok je u AS7 plodovima ta brojka
bila 7.4% (slika 30). Rezultati za AS1 i AS3 linije podudaraju se s AS7. Da bi procijenili
uzrokuje li smanjenje koncentracije limonena povecanu osjetljivost prema drugim
nepatogenim gljivicnim infekcijama, cijepile su se AS i EV plodovi s Penicillium minoluteum.
Nije postojala infekcija nijedne linije, Sto ukazuje na to da utiSavanje ekspresije terpen sintaze

ne mijenja interakciju s drugim nespecijaliziranim mikroorganizmima.[3]
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Slika 34. Prikaz etiologije bolesti uzrokovane gljiviénom infekcijom P. digitatum. A'i B
prikazuju postotak infekcije dok C i D prikazuju postotak sporuliranih rana Transgenih
AS1, AS3, AS7 linija i kontrolne EV linije (izvor: [3])

Kako bi se proucilo je li fenotip rezistencije povezan s snizavanjem limonena ili je posredno
inducirana kao posljedica povecanja monoterpenskih alkohola, provedeno je testiranje
stimuliranja klijanja spora in vitro s ¢istim limonenom. Rezultati su pokazali da je klijanje
direktno povezano s koncentracijom monoterpena. Kako bi se pruzio dodatni dokaz da je
limonen izravno odgovoran za rezistenciju, plodovima AS i EV linija dodan je ¢isti limonen
na povrsinu kore te su ponovno cijepljeni P.digitatum-om. Postotak zarazenih rana u EV i AS3

plodovima 4 dana poslije cijepljenja bio je 77.3% i 80,0%.[3]
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2.5.2.2 Xanthomonas citri sups. Citri

Bakterija Xanthomonas citri sups. citri uzrokuje citrusni rak (engl. Citrus canker disease).
Ekonomski vazan patogen uzrokuje bolest koja smanjuje prinos i kvalitetu voca, te uzrokuje
zabranu kretanja svjezeg voca iz zahvacenih podrucja. Ova bakterija ulazi u tkiva domacina
kroz pore i rane mnozeéi se u lezijama na liS¢u, stabljikama i uglavnom u plodovima. Sva
nadzemna tkiva biljke citrusa su maksimalno osjetljiva na infekciju X. citri sups. citri tijekom
kraja druge polovice faze rasta. Postotak zarazenih rana u plodovima cijepljenim sa bakterijom

nakon 4 tjedna za EV liniju bila je 65.7%, dok je jako malo infekcija zabiljeZeno kod AS linija
(slika 35).[3]

=
0 T .'l‘: T

EV AS1 AS3 AS6 AS7

B 100 *
_. 90 T
£ 80
8 70
5 60
o
2 50
84w
8 0 I T
= 201

10

0 . .

EV AS3 AS7

Slika 35. Prikaz postotka zarazenih rana nakon cijepljenja bakterijom Xanthomonas citri
sups. citri u dvije sezone, u prvoj (A), drugoj (B). (izvor: [3])

Kako bi se procijenilo je li ovaj odgovor ovisan o genotipu, oba patogena (P. digitatum i X.
citri sups. citri) unesena su u AS i EV linije plodova kultivara Pineapple sweet orange.

Rezultati su usporedivi onima iz kultivara Navelina sweet orange. Ovaj nalaz sugerira kako je
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otpornost na bolesti izravno u korelaciji s utiSavanjem ekspresije gena koji kodira za limonen
sintazu, odnosno s manjom koncentracijom limonena u kori plodova. Dakle, ova strategija
stvaranja rezistencije na patogene mogla bi se prosiriti i na druge agrume koji nakupljaju veliku
koli¢inu monoterpena limonena u kori poput mandarine (C. reticulata), grejpa (C. paradisi) i
njihovih hibrida.[3]

2.5.2.3 Ceratitis capitata

Postoje dokazi koji ukazuju na to da limonen i drugi terpenski spojevi kore agruma daju
djelomi¢nu rezistenciju plodova na sredozemnu voénu muhu (C. capitata), velikog Stetnika
roda citrusa Sirom svijeta. Procijenjeno je ponasanje voénih muha prema AS linijama u slatkoj
naranc¢i putem odabira ,,bez izbora® i odabira sa dva izbora koristeci tunele leta. Testovi bez
izbora pokazali su da je odgovor Zenki vo¢nih muha nakon tri dana izlaganja plodovima AS 1
EV linija slican. Rezultat je potvrdio da su Zenke muha sposobne suprotstaviti se hipotetskom
ucinku odvrac¢anja AS linija. Tunelski testovi s muzjacima voénih muha izloZenih razli¢itim
sintetskim spojevima (limonen, nerol i citronelol) pokazali su sklonost muzjaka prema
monoterpenima u usporedbi sa kontrolom u obliku ¢iste vode. Limonen je muzjacima bio
najprivlacniji. U skladu s tim, ponaSanje muzjaka mijenja se prema terpenskim profilima AS
linija (slika 36). Pokazalo se da su muZjaci u slu¢aju zelenih plodova u 19% slucajeva slijetali
na EV liniju, dok su na AS liniju slijetali u 5% slucajeva. Kod zrelih plodova je postotak
slijetanja na EV liniju iznosio 32%, a AS liniju 2%. Sto sugerira da je emisija limonena vude
slijetanje muZjaka sredozemnih voénih muha na plod agruma. Stovise, kada su muZjaci izlozeni
voc¢njaku koji sadrzi AS linije 1 EV linije, prvenstveno su slijetali na plodove EV linija. Dodatak
¢istog limonena na koru zrelih plodova AS linija potvrdio je da je ovaj spoj odgovoran za
ponasanje muzjaka, jer su tada AS linije bile jednako privla¢ne kao i EV linije. PredloZeno je
da je stjecanje odredene arome hlapljivih terpena odgovorno za povecanje uspjeha parenja
muzjaka. U takvom slucaju bi muzjacima sredozemne voéne muhe mogao biti smanjen uspjeh

parenja u okruzenju koje sadrzi plodove AS linija transgeni¢nih naran¢i.[3]
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3. ZAKLJUCAK

Uloga razli¢itih terpenoidnih spojeva u rezistenciji prema patogenima dobro je dokumentirana,
ali prekomjerna ekspresija gena za prekursore ovih spojeva kao biotehnoloska strategija
manipulacije metabolizma u svrhu zastite biljaka predstavlja intuitivan nacin obrane.
Koristenje metabolickog inZenjerstva kako bi inducirali otpornost na bioticke agense
predstavlja alternativnu tehnologiju naspram koristenja skupih i visoko toksi¢nih fungicida,
baktericida i pesticida. Ovakvo koriStenje dostupne tehnologije vrlo lako moze rezultirati
poboljSanjem same kvalitete proizvoda i zdravlja ljudi koji ih proizvode. Pigmentirani
egzokarp agruma poznatiji kao flavedo obiljezen je tisu¢ama uljnih zlijezda koje u sebi sadrze
hlapljive spojeve terpene. Limonen je najobilnija hlapljiva komponenta prisutna u svim
komercijalno uzgojenim plodovima agruma. Pojacana ili utisana ekspresija gena koji kodira za
D-limonen sintazu nudi jedinstven alat za proucavanje utjecaja D-limonena i srodnih
terpenskih spojeva. 1zmjena koncentracije D-limonena u kori vo¢a sama po sebi nije utjecala
na morfoloski izgled i fenoloski ciklus biljke. Neocekivano, transgeni¢no voce bilo je otporno
na ekoloski nominalno vazne gljivi¢ne i bakterijske patogene te je pokazalo odbijanje vaznog
insekta StetoCine. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se objasnio utjecaj monoterpenskih
alkohola, aldehida, etilnih estera te samog terpena limonena na ljudsku percepciju mirisa.
Manipulacije monoterpenskih sintaza korak su u pravom smjeru rasvjetljavanja misterije
subjektivnog dozivljaja plejade predivnih mirisa uzrokovanih prijenosom akcijskog potencijala
s olfaktornih stanica nosa na koru velikog mozga.
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