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1. UVOD

1.1.  Kultura biljnog tkiva

Tehnike kulture biljnog tkiva i stanica omogucuju istrazivanje na mnogim razinama
(molekularnoj, stani¢noj i razini €itavog organizma). Primjenjuju se u mnogim
disciplinama — biokemiji, fiziologiji, genetici, razvojnoj tehnologiji i molekularnoj
biologiji. Primjene ovih tehnika postale su izuzetno bithe u posljednjih dvadeset
godina u poljoprivredi i Sumarstvu, Sto se najviSe vidi u prihvacanju
mikrorazmnozavanja kao pogodne metode za trziSnu proizvodnju (Jelaska 1994).
Osim za brzo vegetativno razmnozavanje ove tehnike imaju i druge mogucnosti

trZziSnog iskoristavanja:
1. za dobivanje biljaka bez patogena, posebno virusa

2. u oCuvanju zdravih mati¢nih biljaka — posebno biljaka potrebnih za biljno

oplemenijivanje, ali i o€uvanije rijetkih biljnih vrsta i biljnog genofonda
3. u poticanju geneti¢kih promjena
4. u proizvodniji i izdvajanju vrijednih bioloSkih proizvoda iz kulture biljnih stanica.

Ovakav nacin razmnozavanja biljaka bitan je u poljoprivredi jer se na malom
prostoru i u kratkom roku moze proizvesti veliki broj sadnica - od samo jedne biljke
moguce je proizvesti i do 20 milijuna sadnica. To je i ekonomski isplativo zbog znatne
ustede energije (Sevo 2011).

Iz malih dijelova tkiva i organa roditeljske biljike pa €ak i iz diferenciranih biljnih
stanica mogucée je regenerirati cijelu biljku u kulturi tkiva (Cheng i sur. 2013).
Regeneracija Citave billke moguéa je zbog totipotentnosti biljnih stanica. Svaka
diferencirana biljna stanica sadrzi sve podatke koji su bili sadrzani u prvoj
jedinstvenoj stanici te se iz nje moze razviti novi biljni organizam. Biljnim regulatorima
rasta poti€e se razvoj biljnog organizma iz ve¢ diferencirane stanice ili tkiva (Jelaska
1994).



Eksplantati se uzgajaju na posebno pripremljenim hranidbenim podlogama koje
su najcesSce krute, tj. Zelatinozne, ali mogu biti i tekuce. Te podloge sadrzavaju
mineralne soli, organske dodatke (vitamine, aminokiseline i sl.) i biljne regulatore
rasta. Mlade biljke ili izdanci izlozeni su nepromjenjivoj jedinstvenoj mikroklimi koja
pruza idealne uvjete za njihov brz rast i razvoj. Biljike se razvijaju u prilagodenim
uvjetima male izloZzenosti zraCenju, dovoljne vlaznosti zraka, dovoljne koli¢ine Secera
i s dodatkom biljnih regulatora rasta. Zbog uzgoja u takvim uvjetima biljke uzgojene in
vitro (Slika 1) ¢esto razviju karakteristike drugacije od biljaka uzgojenih na otvorenom
— na polju ili u stakleniku. Zbog posebnih karakteristika kao Sto je 10§ mehanizam
regulacije nedostatka vode, biljke se Cesto loSe aklimatiziraju na uvjete ex vitro, a i

sama promjena mikroklime im izaziva veliki stres (Hazarika 2006).

Slika 1. Uzgoj biljaka “in vitro” (preuzeto iz Aridotech 2016).

Za kulturu biljnog tkiva koristi se €¢esto naziv ,kultura in vitro“ — znaci kultura u
staklu, jer se kulture uzgajaju u staklenim ili prozirnim plastiénim posudama u
sterilnim uvjetima. Izraz ,kultura tkiva“ upotrebljava se za kultiviranje, tj. manipulaciju
bilo kojeg dijela biljnog organizma — od pojedinaéne stanice, skupine stanica ili
organa (Pevalek-Kozlina 2003). Prema tome razlikujemo kulturu izdanka, embrija,
kulturu stanica u suspenziji, kulturu listova, vrSnog meristema, protoplasta, kulturu

organa, kalusnu kulturu, itd. (Slika 2).
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Slika 2. Tipovi biljnih kultura - podjela radena prema dijelu biljke koji je kultiviran u

uvjetima “in vitro”.

Metode kulture biljnih tkiva i stanica naj¢e$¢e se koriste za komercijalnu
proizvodnju billka bez patogena (Premkumar i sur. 2001). Na Zavodu za
mikrobiologiju Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta u Zagrebu odrzavanje i
umnazanije biljaka tehnikom kulture izdanka koristi se za odrzavanje biljnih patogena.
Naime, neke patogene kao §to su - viroidi i fitoplazme, nije moguée uzgajati direktno

na hranidbenoj podlozi, jer su ovi patogeni izrazito ovisni su o biljci domacinu.

Viroidi i fitoplazme potrebni za znanstvena istrazivanja uzgajaju se u biljkama
domacinima koje se umnozavaju tehnikom kulture izdanka u uvjetima ,in vitro®. Osim
genetickih istraZzivanja patogena, kulture biljaka zarazenih patogenima koriste se i za
istrazivanje odnosa biljka-patogen, razjaSnjavanje mehanizama obrane biljaka od
patogena, te proucavanje mehanizama odrZzavanja patogena u biljci. Dodavanje
bilinih regulatora rasta pridonosi boljem rastu zarazenih biljaka, a u posljednje
vrijeme i shvaéanju mehanizama prezivljavanja i funkcioniranja patogenih

organizama.



1.2.  Biljni regulatori rasta

Komunikacija i koordinacija izmedu stanica i organa je neophodna za razvoj i
prezivljavanje viSestani¢nih organizama. Biljni hormoni (regulatori rasta) su molekule
koje funkcioniraju kao kemijski signali koji putuju kroz biljku i odrzavaju komunikaciju
medu stanicama (Loftke i sur. 2013). Na taj se nacin regulira i koordinira
metabolizam, rast i morfogeneza biljaka. Neaktivan oblik hormona koji putuje biljkom
u stanici se veze na proteinske receptore te zajedno ¢ine aktivan oblik hormona.

Regulatori rasta dijele se u pet grupa: auksini, giberelini, citokinini, etilen i
apscizinska kiselina (Pevalek-Kozlina 2003). U ovom radu praéen je rast i razvoj
zdravih i patogenima zarazenih biljaka na hranidbenim podlogama s dodatkom

auksina ili citokinina.

1.2.1. Auksini

U niskim koncentracijama auksini pospjesuju produzni rast izdanka i koCe rast
korijena u duzinu. Ovisno o koncentraciji auksini djeluju na rast, diobu i diferencijaciju
biline stanice (L6fke i sur. 2013). U ovom radu auksini su koridteni kako bismo vidjeli

utje€u li i na koji nacin na rast biljaka zarazenih fitoplazmama.

Najpoznatiji prirodni auksin, indol-3-octena kiselina (IAA) (Slika 3a), sintetizira se
u meristemskim tkivima i tkivima embrija, kao i u fotosintetiziraju¢im organima (Finet i
Jaillais 2012). Na svom putu prema korijenu biljke auksini djeluju na mnogobrojne
razvojne procese biljnog organizma. Tako djeluju na vaskularizaciju tkiva, inhibiraju
rast bo¢nih pupova (apikalna dominacija), a u visokim koncentracijama stimuliraju
zaCetak bo¢nog i adventivnog korijenja (Tivendale i sur. 2014). Auksini posreduju i u
odgovorima na podrazaje iz okoliSa i to na svjetlost (fototropizam) i na gravitacijsku
silu (geotropizam). Odgadaju rane stadije apscizije (otpadanje listova, cvjetova i
plodova), te pozitivho utje€u na razvoj plodova.

Medu prvim otkrivenim auksinima je indol-3-maslacna kiselina (IBA) (Slika 3b),
vrlo sliénog kemijskog sastava kao IAA. Neka istraZzivanja su pokazala da su sintetski

auksini stabilniji od prirodnih auksina (Dunlap i sur. 1986). Sintetski auksini koriste se



za poticanje cvjetanja, sprjeCavanje opadanja listova i plodova, zakorjenjivanje
reznica, ubrzavanje zoridbe plodova, te kao selektivni herbicidi.

O
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Slika 3. a) indol-3-octena kiselina (IAA); b) indol-3-maslacna kiselina (IBA).

Velike koncentracije auksina mogu inhibirati rast stanica, jer auksin inducira

proizvodnju etilena koji zatomljuje produzni rast stanica.

1.2.2. Citokinini

Skoog i sur. 1962. godine (preuzeto iz Pevalek-Kozlina 2003) su prilikom
poku$aja pronalazenja tvari koja bi stimulirala rast i razvoj biljnih stanica uzgajanih u
kulturi in vitro otkrili citokinine. To su biljni regulatori rasta koji sudjeluju u brojnim
bioloSkim procesima u Zzivotu bilke (Brault i Maldiney 1999). Oni pospjeSuju
citokinezu, tj. diobu stanica, utje€u na mobilizaciju hranjivih tvari, sazrijevanje
kloroplasta, odgadanje senescencije listova, regulaciju rasta korijena i izdanka (Heyl i
Schmdlling 2003), razvoj cvijeta i sjemena, prekid dormancije sjemena, kontrolu
morfogeneze (Zalabak i sur. 2013). Bitnu ulogu citokinini imaju u sintezi i razvoju
plastida. Tako u tamnom okruzenju citokinini aktiviraju diferencijaciju etioplasta, dok
na svjetlu stimuliraju razvoj kloroplasta (Kulaeva i sur. 2002). Vaznu ulogu imaju u
poticanju rasta bo¢nih pupova djeluju¢i antagonistiCki prema utjecaju auksina na
apikalnu dominaciju.

Prvi je otkriven kinetin (6-furfurilaminopurin) (Mok i Mok 2001), i to prilikom
autoklaviranja uzorka DNA. Prirodni citokinini su N6-supstituirani derivati adenina
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(Zalabak i sur. 2013), koji imaju bo¢ni lanac od pet ugljikovih atoma (upravo broj C-
atoma utjeCe na aktivnost citokinina). Sinteza citokinina se odvija u vrSnom
meristemu korijena, embrijima i plodovima.

Benzil-adenin ili benzilaminopurin (BAP) je sintetski citokinin, koji prema nekim
testovima pokazuje vecu aktivnost od najjaceg prirodnog citokinina zeatina.

Kemijske strukture kinetina (KIN) i BAP-a prikazane su na slici 4a i 4b.

(3w oy
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a) b)
Slika 4. a) 6-furfurilaminopurin (KIN); b) benzilaminopurin (BAP).

Citokinini ne djeluju samostalno na razvojne procese biljke, ve¢ djeluju ili
sinergisticki ili antagonisti¢ki s drugim signalima. Ti signali mogu biti endogeni kao
npr. drugi hormoni biljke, ili pak egzogeni kao npr. svjetlost (Brault i Maldiney 1999).

Auksini i citokinini medusobnim djelovanjem kontroliraju mnoge razvojne procese
bilike. U ovom diplomskom radu pracen je rast zaraZzenih biljaka s dodatkom
egzogenih hormona auksina i citokinina. Oni upravo na rast korijena i izdanka djeluju
antagonisticki. Auksini poti€u rast centralnog izdanka (apikalna dominacija), dok
dodatak citokinina utje€e upravo na razvoj boc¢nih izdanaka. U korijenu auksini poti¢u
razvoj sekundarnog korijenja, dok citokinini djeluju antagonistiCki i poti€u rast
primarnog korijena. Auksini i citokinini djeluju i sinergisti¢ki na ekspresiju nekih gena
(Brault i Maldiney 1999).

Za regeneraciju i rast stabljike ili korijena bilike bitan je koncentracijski omjer
auksina i citokinina. Ukoliko nedostaje jedan od ova dva hormona nece doc¢i do

povecanja i rasta biljnog organizma (Pevalek-Kozlina 2003).



1.3.  Catharanthus roseus (L.) G. Don

Carstvo: Plantae (biljke)
Podcarstvo: Tracheobionta (vaskularne biljke)
Koljeno: Spermatophyta (sjemenjace)
Potkoljeno: Magnoliophyta (cvjetnice)
Razred: Magnoliopsida — Dicotyledones
Podrazred: Asteridae
Red: Gentianales
Porodica: Apocynaceae
Rod: Catharanthus G. Don

Vrsta: Catharanthus roseus

Sistematika madagaskarskog zimzelena Catharanthus roseus (L.) G. Don prema
USA Department of Agriculture (United States Department of Agriculture 2014).

Catharanthus roseus (L.) G. Don sluzi kao biljka domacin za fitoplazme uzgajane
u kulturi in vitro. Fitoplazme su biljni patogeni koji ne mogu rasti direktno na
hranidbenoj podlozi. Kao domacin koristi se C. roseus jer su razli€iti sojevi fitoplazmi
upravo u toj biljci prisutni u visokom titru, §to je pogodno za istrazivanje ovih
patogena. C. roseus jedna je od nekoliko biljnih vrsta najée$ée koriStenih u
znanstvenim istrazivanjima. Model je za proucavanje sekundarnog metabolizma
biljaka (Mu i sur. 2012).

Catharanthus roseus (L.) G. Don (madagaskarski zimzelen) je biljka trajnica, iako
se kod nas uzgaja kao jednogodisnja bilika. Porijeklom je sa Madagaskara, tijekom
18.-tog stolje¢a prenesena je u Europu, a danas je Siroko rasprostranjena i kultivirana
bilika. Pripada tropskoj porodici biljaka Apocynaceae (Singh i sur. 2001) $to se vidi u
navedenoj sistematici. Pogoduje joj toplija tropska i subtropska klima (ne podnosi
temperature ispod 5°C). Glatki kozasti listovi madagaskarskog zimzelena
tamnozelene su boje, ovalni, od pet do sedam cm dugi, te bez dlaka (glatki). C.
roseus dobro raste na sunéanom polozaju do polusjeni, dok zemlja u kojoj raste mora
biti vlazna. Biljka u prirodi raste u obliku grma, te moze narasti do 90 cm u visinu.

Kao i ostale ¢lanice porodice sadrzi mlije¢ni sok. Cvjeta tokom cijelog ljeta (cvijet se



sastoji od 5 petala), u nijansama od ruziCaste do ciklama boje (Slika 5a), dok su
cvjetovi divljeg tipa bijele boje sa tamno-crvenim centrom (Slika 5b) (Heywood 1993).

<<
By Mrio Franco
Satembro/ 2011

Slika 5. Catharanthus roseus (L.) G. Don: a) uzgojen u hortikulturi (preuzeto iz
Franco 2011); b) divlji tip (preuzeto iz Prendusi 2014).

C. roseus se uzgaja kao ukrasna ili kao ljekovita bilka. Lako se uzgaja iz
sjemena, a sjemenke su u mahunama. Popularan je kao ukrasna bilika zbog dugog
cvjetnog razdoblja, u tropima cvjeta tokom cijele sezone, dok u nas cvjeta od proljeca
do kasne jeseni i to do prvih mrazova (Royal Botanic Gardens 2014).

Billka se od davnina koristila u medicini kao ,narodni lijek* za razli€ite bolesti.
Tako se u Indiji, Brazilu, Engleskoj i drugim zemljama Kkoristila protiv dijabetesa i
malarije, u Indiji su pomocu soka lis¢a lijeCili ubode insekata, dok se u Americi
koristila protiv laringitisa, bolova grla, te protiv bolova u prsima (Anthwal i sur. 2012).
Na Kubi su ekstraktom cvijeta ispirali o¢i djece, na Bahamima su Koristili ljekovita
svojstva za lije€enje tuberkuloze, astme te loSe probave. Takoder se C. roseus
koristio protiv visokog krvnog tlaka, limfoma, menstrualnih bolova i kao diuretik. U
Francuskoj se vjerovalo da ima magicna svojstva i tjera zle duhove, te su biljku zvali i
wcarobnjakova ljubicica®“ (Duke i sur. 1985).

Zanimanje znanstvenika za ovu bilijku pocelo je 50-tih godina proSlog stoljeca,
kada se proCulo da se ,zimzelenov €aj“ na Jamajci koristi za lijecenje dijabetesa.
Daljnjim istrazivanjima dokazano je da ne lijeci dijabetes, ali sadrzi spojeve koji su bili
djelotvorni u lije€enju leukemije (Graham i sur. 2003).



C. roseus sadrzi viSe od 120 razli¢itih alkaloida, a mnogi su jako vazni za
farmaceutsku industriju. Neki od njih ve¢ se koriste u lije€enju raznih bolesti.
Ajmalicin djeluje u lije€enju visokog krvnog tlaka, dok vinblastin i vinkristin posjeduju
antikancerogena svojstva, te se koriste za lijeCenje nekih vrsta tumora (Rischer i sur.

2006). Na slici 6 prikazana je kemijska struktura vinblastina i vinkristina.

Slika 6. Alkaloid vinblastin (lijevo) i alkaloid vinkristin (desno).

Medu alkaloidima koji su zastupljeni u vrsti C. roseus su i serpentin i reserpin
(jaka sredstva za smirenje), katarantin, vindolinin (smanjuje Secer u krvi), vindolin i
mnogi drugi. Sekundarni metaboliti ove biljke koji se koriste kao lijekovi trebaju se

uzimati pod nadzorom lije€nika.



1.4. Fitoplazme

Fitoplazme su prokarioti bez staniCne stijenke. Stanice su pleomorfne,
promjenjivog ali naj¢esdce sfericnog oblika (Slika 7), te promjera manjeg od jedan um
(oko 500 nm). Omeduije ih troslojna membrana, a DNA slobodno pluta u citoplazmi.
Genom je najCeSc¢e graden od jedne kruzne dvolancane molekule DNA (Bai i sur.
2006).

To su biljni patogeni odgovorni za nekoliko stotina bolesti ekonomski znac¢ajnih
biljaka Sirom svijeta kao §to su vinova loza, drvece i ukrasno bilje (Lee i sur. 2000).

Slika 7. Mikroskopski snimak fitoplazmatskih stanica u biljnom tkivu (preuzeto iz
Castro 2011).

Fitoplazme su po gradi i svojstvima sli¢ne mikoplazmama koje su uzroc€nici bolesti
covjeka. Do 1993. godine umjesto izraza ,fitoplazme“ koristio se izraz MLO
(mikoplazmama sli¢ni organizmi) za sve uzro¢nike bolesti Zuéenja listova, patuljastog
rasta ili sindroma vjesti¢je metle (McCoy 1989). Na desetom kongresu Medunarodne
organizacije za mikroplazmologiju odrzanom 1993. godine usvojen je naziv
Jitoplazme® (Tully 1993).

Fitoplazme su zajedno s mikoplazmama smjesStene u razred Mollicutes. Sama
klasifikacija unutar razreda je otezana, jer fitoplazme nije moguce uzgajati na

umjetnoj podlozi in vitro, one su obligatni paraziti pa ne mogu Zivjeti bez biljke
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domacina ili kukca vektora. Redukcija genoma rezultirala je gubitkom nekih
metaboli¢kih funkcija i zato fitoplazme ne mogu same sintetizirati ATP, nukleotide ili
aminokiseline ve¢ te esencijalne metabolite moraju pribaviti od biljke domacina (Bai i
sur. 2006). Woese i sur. (1980) pretpostavili su da redovi Mycoplasma, Spiroplasma i
Acholeplasma potje€u od zajedniCkog pretka Gram-pozitivne bakterije, Sto je

potvrdeno i drugim radovima (Weisburg i sur. 1989).

U proSlosti se klasifikacija fitoplazmi temeljila na bioloskim svojstvima {j.
simptomima bolesti koje uzrokuju na biljkama. U dana$nje vrijeme razvijene su puno
pouzdanije i osjetljivije metode za detekciju, identifikaciju i klasifikaciju, a jedna od
njih je lan€ana reakcija polimerazom (PCR) (Lee i sur. 1993).

Pripadnost fitoplazmi razredu Mollicutes potvrdena je filogenetskim analizama
gena za 16S rRNA (Lee i sur. 1993, Lee i sur. 2000) i na osnovi polimorfizma tog
gena fitoplazme su podijeljene u 15 skupina i vise od 40 podskupina (Lee i sur.
2000).

Billke zaraZzene fitoplazmama pokazuju citav niz razli€itih simptoma. NajceS¢i
simptomi su promjene u boji listova (Zucenje ili crvenjenje), kovr€anje listova (u
vinove loze), patuljasti rast, krZljavost, ozelenjavanje tj. gubitak pigmenta cvijeta
(virescencija), transformacija cvjetnih dijelova u listove (filodija), sterilnost cvjetova,
neodrvenjavanje stabljike, abnormalni razvitak bo¢nih ogranaka (proliferacija, tzv.
wvjesticja metla®), te skracivanje i suSenje korjenci¢a (Cousin 1995). Neki od

simptoma prikazani su na slici 8.

Fitoplazme se u najvecoj koncentraciji nakupljaju u floemu biljke (Christensen i
sur. 2004), ali ih ima i u citoplazmi stanica floemskog parenhima blizu sitastih
elemenata (Sears i Klomparens 1989). Kad su u biljci prisutne u visokoj koncentraciji,
izazivaju zaCepljenje sitastih cijevi provodnih Zila koje sluze za opskrbu biljke

hranjivim tvarima, te poremecaj transporta biljnih regulatora rasta.
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E_ Ty * Bolest ucenja listova | ¥ “\\
q na kokosovej palmi — "5

Florida

Simptomi filodija na djetelini
Udine, Italija

filodija

normalan cvijet

Bolesno

drvo ‘ Photo by R.E. Davis 1992

Slika 8. a) bolest Zucenja listova na kokosovoj palmi, Florida (preuzeto iz Davis
1977); b) transformacija cvjetnih dijelova u listove na djetelini, Italija (preuzeto iz
Davis 1992); c) sindrom ,vjestiCje metle* (preuzeto iz Panoramio 2014); d)
fitoplazmom zarazen vinograd Chardonnay-a u Italiji (preuzeto iz Davis 2010).

Obzirom da su fitoplazme ograni¢ene na floem biljke, za prijenos s jedne na drugu
biljku potrebni su vektori, a to su uglavnom kukci koji se hrane biljnim sokom. Vektori
fitoplazmi pripadaju redu Hemiptera, podred Homoptera, porodicama: Cicadellidae,
Fulgoridae i Psyllidae (Weintraub i Beanland 2006).
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Ciklus pocinje hranjenjem kukca sokom zaraZzene biljke. Na taj nacin kukac u svoj
organizam unosi patogene. Fitoplazme prolaze kroz stijenku probavnog trakta,
razmnozavaju se u hemolimfi i dospijevaju u Zlijezde slinovnice. Fitoplazme zatim
prelaze iz stanica Zzlijezda slinovnica u slinu, pa prilikom slijede¢eg hranjenja kukac
putem sline prenosi fitoplazme u zdravu biliku (Slika 9) (Lefol i sur. 1994). Latentni
period od inficiranja kukca-vektora do mogucnosti da kukac prenese patogene na
biljku prilikom hranjenja iznosi izmedu sedam i osamdeset dana (Murral i sur. 1996).
U bilici se simptomi infekcije mogu razviti oko sedam dana nakon unoSenja
fitoplazme, ali i puno kasnije — do dvije godine, $to ovisi o vrsti biljke i fitoplazme
(Hogenhout i sur. 2008).

Neke vrste fitoplazmi mogu biti prenoSene putem viSe vrsta kukaca-vektora, dok
neke prenosi to¢no odredena vrsta. Nadalje, fitoplazme se d&esto prenose
vegetativnim razmnozavanjem (lukovicama, reznicama, rizomima).

b Inficiranje kukea vektora fitoplazmom

kui{: vektor \;x
- latentni period \
a Unodenje patogena hranjenjem Im':nkufl‘é/n_*llja_ fitoplazmi
zaraZenim biljnim sokom _ ~+ hranjenjenjem
flioplazma probaval sustay Hlijezde slinevnice praluyni sustay

fituplazma hemolimta

hemolimfa I

d Inficiranje biljke fitoplazmom

Slika 9. Zivotni ciklus fitoplazmi unutar kukca-vektora i bilke domadina
(preuzeto iz www.scoop.it 2014).
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1.5. Gynura aurantiaca (Blume) DC.

Carstvo: Plantae (biljke)
Podcarstvo: Tracheobionta (vaskularne biljke)
Koljeno: Spermatophyta (sjemenjace)
Podkoljeno: Magnoliophyta (cvjetnice)
Razred: Magnoliopsida — Dicotyledones
Podrazred: Asteridae
Red: Asterales
Porodica: Asteraceae
Rod: Gynura Cass. — gynura
Vrsta: Gynura aurantiaca (Blume) DC.

Sistematika bilike Gynura aurantiaca (Blume) DC. prema USA Department of
Agriculture (United States Department of Agriculture 2014).

Vrsta Gynura aurantiaca (Blume) DC. je bilka porijeklom iz Azije i Indonezije.
Danas je Siroko rasprostranjena. Prepoznatljiva je po tamno zelenom lis¢u
prekrivenom gustim ljubiCastim dladicama koje odaju dojam barSuna. Dlake se
nalaze na prednjoj i straznjoj strani plojke, peteljci i stabljici. Zbog toga je Cesto
nazivaju ,barSunasta biljka“ ili ,purpurna strast®. Biljka je puzava, moZe narasti do
jednog metra. Na slici 10a prikazan je karakteristiCan izgled biljke i njenog cvijeta;
cvjeta ljeti, a cvjetovi su zZuto-narancaste boje (Slika 10b), te karakteristi¢nog
neugodnog mirisa (Wisegeek 2014).

G. aurantiaca raste na svjetlim mjestima, ali ne smije biti direktno izloZzena jakom
suncu. Ukoliko nema dovoljno svjetla gubi svoju ljubi¢astu boju. Kako biljka stari tako
gubi karakteristicnu boju a zadrzava je na mladim izbojcima. Raste dobro na hranjivoj
i vlaznoj zemlji. Prilikom zalijevanja treba izbjegavati polijevanje listova jer ¢ée to
potaknuti trunjenje. Posto se lako zakorjenjuje pomocu reznica dobro ju je ceSée
obnavljati. Ova biljka ne podnosi veliku hladnocu, pa ju je potrebno tijekom zime
drzati u ku¢i (Guide to Houseplants 2014).
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a)

Slika 10. Gynura aurantiaca (Blume) DC. a) biljka (preuzeto iz House Plants Guru
2014) i b) cvijet (preuzeto iz Jagel 2014).

U kineskoj narodnoj medicini korijen ove biljke koristio se za smanjivanje bolova i
za poticanje cirkulacije. Gynura sadrzi razliCite alkaloide od kojih su neki jako otrovni
za Covjeka. Zato treba paziti s uporabom ovog lijeka (Dai i sur. 2007).

Gynura aurantiaca (Blume) DC. pokazala se i kao jako dobar domacin viroida.
Viroidi se u ovoj bilici nalaze u velikom titru, §to omogucéava lakSe istrazivanje
utjecaja biljnih regulatora rasta na rast i metabolizam zarazene i zdrave biljke.
Gynura aurantiaca nakon infekcije viroidom pokazuje razliite simptome bolesti kao

8to su epinastija, malformacija lista i usporen rast biljke (Flores i Rodriguez 1981).
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1.6. Viroidi

Viroidi su uzro€nici zaraznih bolesti dosad nadeni samo u biljnim vrstama (Di
Serio i sur. 2012). Gradeni su od male kruzne jednolan¢ane molekule RNA. Genom
im je veli¢ine od 246 do 401 nukleotida (Ding 2009, Navarro i sur 2012), $to znaci da
su znacajno manji od genoma najmanijih virusa. Viroidi su najmanji RNA patogeni
poznati u prirodi. Za razliku od biljnih i Zivotinjskih virusa viroidi su nekodiraju¢e RNA
(ne mogu kodirati proteine potrebne za vlastitu replikaciju pa koriste enzime biljke
domacdina). Zato se smatraju parazitima transkripcijskih sustava biljke.

Unato€ tome Sto nemaju nikakvu ovojnicu oko ribonukleinske kiseline viroidi su
jako stabilne molekule zbog svoje sekundarne strukture. Naime dolazi do sparivanja
nukleotida zbog €ega viroidna RNA poprima stabilan Stapic¢ast oblik. U uvjetima in
vitro mogu poprimiti i metastabilne strukture koje poprimaju oblik ukosnice (Flores i
sur. 1997).

Prema ,Subviral RNA Database , od 03.05.2016. opisano je ukupno 42 viroidne
vrste s ukupno 2870 sekvenci (http://subviral.med.uottawa.ca). Sve vrste viroida

svrstane su u dvije porodice. Pospiviroidae je porodica sa 31 opisanom viroidnom
vrstom koje se repliciraju i akumuliraju u jezgri, Cetiri vrste su unutar porodice
Avsunviroidae, dok ostalih sedam nije klasificirano. Za Avsunviroidae karakteristicno
je da se repliciraju i akumuliraju u plastidima i to uglavnom u kloroplastima (Owens i
sur. 2011). Vecina viroida otkrivena je zbog patogenih promjena koje izazivaju na
bilkama. Unato¢ tome otkriva se sve vedi broj viroida koji ne uzrokuju nikakve
simptome zaraze na biljci domacdinu. Hoc¢e li billka pokazivati simptome zaraze
patogenom ovisi o interakciji viroid — biljka domacin.

Osim za replikaciju viroidi koriste proteine bilke domacina i za transport duz
biljnog organizma kao i za transport s mjesta replikacije (iz citoplazme u jezgru ili
kloroplast) i suprotno. Viroidi kroz cijelu biljku putuju floemom, dok izmedu stanica
putuju plazmodezmijama (Zhong i sur 2008).

Unato¢ tome $to su viroidi male nekodirajuée RNA molekule mogu izazvati sli¢ne
simptome bolesti na biljci domacinu kao i DNA i RNA virusi (Navarro i sur. 2012). Oni

najéeSce negativno utjeCu na metabolicke procese rasta, pa su takve biljke krzljave,
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niskog rasta, deformiranih listova i plodova. Neki od simptoma zaraze viroidom su
ljuStenje kore stabla, nekroza listova, mozai¢ni simptomi i klorotiéne pjege listova te
propadanje stanica, tkiva ili pak Citave biljke (Diener 1993).

Diener i sur. (1993) navode i da viroidi ¢esto u jednom domadinu izazivaju
simptome bolesti dok u drugom (Cesto genetski srodnom) biljnom domacinu ti
simptomi potpuno izostaju iako se viroid pojavljuje u istom titru. Jako male promjene
u viroidnom genomu mogu izazvati velike razlike u simptomima zaraze.

Viroidi se najceScée Sire utjecajem Covjeka i to vegetativnim razmnozavanjem ili
mehanickim prijenosom preko alatki za obradu zemlje i oblikovanje biljaka. U puno
rjedim slu€ajevima viroidi se prenose lisnim usima ili kukcima vektorima (Francki i
sur. 1986).

Viroidi se jako Cesto koriste i sluze kao model u molekularno-bioloSkim
istrazivanjima zbog svoje vrlo jednostavne grade. Takoder su modeli u istrazivanjima
molekularne evolucije, a smatra se da su mogudi relikti RNA prasvijeta. Osim $to
mogu izazvati velike Stete na usjevima viroidi su neki put i korisni u poljoprivredi.
Semancik i sur. (1997) dokazali su da se neki egzokortis-viroidi mogu primjenjivati za
ubrzavanje zriobe plodova. Nakon infekcije drveta narance viroidom plodovi zriju

puno ranije.

1.6.1. Egzokortis-viroid agruma (CEVd)

Citrus exocortis viroid (CEVd) uzro¢nik je bolesti agruma. Uzrokuje karakteristi¢no
ljuStenje kore stabala agruma kao i zaostajanje u rastu cijele biljke (Duran-Vila i sur.
2000). Vrlo je znacajan patogen jer je Siroko rasprostranjen i uzrokuje velike
ekonomske Stete. Svrstan je u porodicu Pospiviroidae (Flores i sur. 2000).

CEVd zarazava mnoge drvenaste i zeljaste biljne domacine koji su pogodni za
eksperimentalna istrazivanja jer u fenotipu pokazuju tipi¢ne simptome zaraze (Murcia
i sur. 2011). NajCesSc¢e biljke domacini su iz porodice Rutaceae (rod Citrus), ali su
zarazi viroidom podlozne i neke druge znacajne ekonomske kulture kao $to je
krumpir (porodica Solanaceae). Domacin koji pokazuje karakteristicne simptome
zaraze CEVd-om je i bilina vrsta na kojoj je radeno istrazivanje za ovaj diplomski rad
— Gynura aurantiaca. CEVd u ovoj vrsti dostize visoki titar, $to je pogodno za daljnja

istrazivanja ovog patogena.
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2. CILJ DIPLOMSKOG RADA

Biljni patogeni viroidi i fitoplazme uzroénici su velikin ekonomskih Steta jer
smanijuju poljoprivredne prinose, ali su i vrlo vazan model u molekularno-bioloSkim
istrazivanjima. Obzirom na gradu genoma bitan su dio informacije za bolje shvaéanje
evolucije. Zato se ovi patogeni uzgajaju u uvjetima in vitro kako bi se na njima vrsila
daljnja istrazivanja, te kako bi bolje shvatili odnos patogena i bilke domacina.
Obzirom da se viroidi i fitoplazme ne mogu uzgajati direktno na hranidbenoj podlozi,
uzgajaju se u billkama domacdinima koje pokazuju simptome infekcije u fenotipu
(bioindikatori). U billkama domacinima C. roseus i G. aurantiaca ovi su patogeni
prisutni u visokoj koncentraciji te su stoga ovi domacini i pogodni za odrzavanje
navedenih patogena.

U ovom diplomskom radu osvrnula sam se na odnose biljka — patogen te kako
dodatak biljnih regulatora rasta (auksina i citokinina) utjeCe na rast zdravih i
zarazenih biljnih vrsta.

Ciljevi istrazivanja su:

e istraziti kako dodatak razliCitih citokinina utjee na produzni rast zdravih i

viroidom CEVd zarazenih biljaka vrste G. aurantiaca;

e istraziti kako dodatak razli¢itih regulatora rasta (citokinina i auksina) utjec¢e na
produzni rast zdravih i razli¢itim sojevima fitoplazmi (‘Candidatus Phytoplasma
asteris’ (soj HydB), ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (soj SA-l), ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’ (soj EY-C), ‘Candidatus Phytoplasma pruni’ (soj KVI))

inficiranih biljaka vrste C. roseus.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

LanCanom reakcijom polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction = PCR)
prethodno je utvrdena prisutnost viroida CEVd (Citrus exocortis viroid) u biljci
Gynura aurantiaca (Blume) DC. Izdanci bilike domacina uzgajani su u laboratorijskim
uvjetima in vitro na hranidbenoj podlozi MS (Murashige i Skoog 1962). U podlogu su
dodani regulatori rasta: benzilaminopurin (BAP) ili kinetin (KIN), u koncentracijama
navedenim u Tablici 1. Zdravi izdanci, bez znakova infekcije viroidom, uzgajani su na
istoj hranidbenoj podlozi s dodatkom istih koncentracija biljnih regulatora rasta, kao i
zarazeni izdanci, te su sluzili kao kontrola.

Na svakoj hranidbenoj podlozi odrzavana su po 24 uzorka kroz tri supkulture, pri
¢emu je pracen njihov rast. Period svake supkulture trajao je Sest tjedana. Visina
svakog izdanka mijerena je na pocCetku i na kraju supkulture. Omjer konacne i
poCetne vrijednosti za svaki izdanak koriSten je za izraunavanje ,faktora porasta
izdanka“. Kulture uzgajane u uvjetima in vitro uzgajane su na temperaturi od 20 do

25 °C, uz 16-satno osvjetljenje (fluorescentno svjetlo, 40 W).

Tablica 1. Biljni regulatori rasta i njihova koncentracija u MS (Murashige i Skoog
1962) hranidbenoj podlozi za uzgoj zdravih i viroidom CEVd zarazenih izdanaka vrste
Gynura aurantiaca (Blume) DC.

Billka domacin Prisutnost Regulator rasta Koncentracija
viroida regulatora rasta (mg/L)
%) %)
Gynura CEvVd
aurantiaca BAP* 1
(Blume) DC. KIN 1
J )
Zdrava biljka
BAP* 1
KIN** 1

*benzilaminopurin (BAP), **kinetin (KIN)
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lzdanci biljne vrste Catharanthus roseus (L.) G. Don zaraZeni su s Cetiri razliCita
soja fitoplazmi i infekcija je prethodno dokazana PCR-om. Sve zaraZene biljke
dobivene su iz kolekcije referentnih sojeva fitoplazmi koja se odrzava u Laboratoriju
za fitoplazmologiju Sveucilista u Bolonji (IRPCM, 2004).

Madagaskarski zimzelen zarazen fitoplazmom ‘Candidatus Phytoplasma asteris’
(soj HydB) uzgajan je na podlozi s BAP-om i razliCitim koncentracijama indol-3-
maslacne kiseline (IBA). Na istim podlogama pracen je rast biljaka zarazenih
sojevima fitoplazmi ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (soj SA-l) i ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’ (soj EY-C). ‘Candidatus Pytoplasma pruni’ (soj KVI) odrzavana je
samo u madagaskarskom zimzelenu uzgojenom na hranidbenoj podlozi s dodatkom
regulatora rasta IBA zbog nedovoljne koli¢ine biljnog materijala u trenutku izrade
diplomskog rada. Uzgajana je i zdrava biljka na podlogama s dodatkom BAP-a i IBA-
e koja je sluzila kao kontrola (Tablica 2).

Tablica 2. Biljni regulatori rasta i njihova koncentracija u MS (Murashige i Skoog
1962) hranidbenoj podlozi za uzgoj zdravih i fitoplazmama zarazenih izdanaka vrste
Catharanthus roseus (L.) G. Don

Biljka Soj fitoplazme prisutan | Regulator rasta | Koncentracija
domacdin u zarazenom domacinu regulatora rasta (mg/L)
BAP* 0.5
HydB
IBA*™ 2
[BA** 4
BAP* 0.5
Catharanthus SA-l IBA** 5
roseus
BAP* 0.5
(L.) G. Don. EY-C
[BA** 2
IBA** 4
KVI
[BA** 0.5
BAP* 0.5
Zdrava biljka
[BA** 2

*benzilaminopurin (BAP), ** indol-3-maslacna kiselina (IBA)
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Na svakoj hranidbenoj podlozi s odredenom koncentracijom regulatora rasta
odrzavano je po 24 izdanka tijekom provodenja eksperimenta. Izdanci su odrzavani
kroz tri supkulture, a period svake supkulture trajao je Sest tjedana. lzraCunat je

~aktor porasta izdanka“ iz omjera visine izdanka na kraju i po¢etku svake supkulture.

3.2. Priprema hranidbene podloge za uzgoj biljnih izdanaka

Zdravi i patogenima zarazeni izdanci vrsta Catharanthus roseus (L.) G. Don. i
Gynura aurantiaca (Blume) DC uzgojeni u kulturi rasli su na MS-hranidbenoj podlozi

(Murashige i Skoog 1962) €iji je sastav prikazan u Tablici 3.

Posude, potro$ni materijali i uredaji koriSteni za izvedbu diplomskog rada su:
epruvete, Erlenmayerove tikvice, pipete, menzure, vata, aluminijska folija, plasti¢na
folija, vaga, Spatule za vaganje, magnetska mijesalica, pH-metar, koSare za drzanje

epruveta.

Pomocu pipeta (za svaku kemikaliju koriStena je nova pipeta) dodane su u tikvicu
koncentrirane otopine makro-elemenata: NH4sNOs, KNOs, CaClz, MgSOs x 7H20 i
KH2PO4, mikro-elemenata i kao izvor Zeljeza 5 ml otopine FeSO4x 7H20 + EDTA.

Odvagano je 30 g saharoze, 100 mg inozitola, te 1 g kazeina, i sve je otopljeno u
pripremljenoj otopini. Takoder su dodani i vitamini: B1 i Bs, te nikotinska kiselina.

Za podlogu koja sadrzi hormone (IBA, BAP ili KIN) odredeni hormon je dodan u
pripremljenu otopinu prije odredivanja pH otopine. Npr. za dobivanje 1 L medija MS +
1 IBA, dodano je 1 ml navedenog hormona iz otopine koncentracije 1 mg/mL.

Nakon dodatka svih navedenih elemenata tikvica je nadopunjena gotovo do 1 L

destiliranom vodom i sve je dobro izmijeSano na magnetskoj mijeSalici.
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Tablica 3. Potrebni sastojci za pripremu osnovnog MS medija (Murashige i Skoog,
1962)

TVAR KONCENTRACIJA TVARI U
HRANIDBENOJ MS PODLOZI (mg/mL)
NH4NOs 1650
KNOs3 1900
CaClz2x 2H20 440
MgSOas x 7H20 370
KH2PO4 170
FeSO4 x 7H20 27,8
Na2EDTA 37,3
mikroelementi: HsBOs3 6,2
MnSOa4 x H20 16,9
ZnS04 x 7H20 8,6
Kl 0,83
NazMoOs x 2H20 0,25
CuSO0O4 x 5H20 0,025
CoCl2 x 6H20 0,025
inozitol 100
saharoza 30000
kazein 1000
B+ (tiamin) 0,1
Be (piridoksin hidroklorid) 0,5
nikotinska kiselina 0,5
agar 8000

Pripremljenom mediju namjesten je pH izmedu 5,65 i 5,80. Kalibrirana elektroda
pH-metra uronjena je u otopinu (koja se cijelo vriieme mijeSa na magnetskoj
mijeSalici). Dodavanjem kiseline HCI ili luzine NaOH kap po kap uspostavljen je
Zeljeni pH otopine. HCI sniZzava pH, dok ga NaOH povecava.

Kako bi se postigla Zelatinoznost medija, u otopinu je dodano 8 g agara, dobro
promijeSano, te prokuhano u mikrovalnoj dok se agar u potpunosti nije otopio.
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Isparena voda nadopunjena je do 1 L. Vruc¢a otopina prelivena je u veé pripremljene
epruvete u koSari. Epruvete su zatvorene Cepom od vate, a otvor je prekriven
aluminijskom folijom. Prije sterilizacije medija, epruvete u koSari pokrivene su
papirom Koji je zavezan kako ne bi pao i zalijeplijen komadic bijele trake za kontrolu
sterilizacije. Ukoliko je autoklaviranjem postignuta Zeljena temperatura i tlak Kkoji

osiguravaju sterilizaciju traka pocrni.

3.3. Autoklaviranje

Nakon pripreme hranidbene podloge i prije presadivanja biljnog materijala,
pripremljenu podlogu potrebno je sterilizirati. Sterilizacijom se uniStavaju
mikroorganizmi, koji bi mogli ,zagaditi“ kulturu. Podloga se moze sterilizirati na visSe

nacina, ali najées¢e se sterilizira u autoklavu.

Autoklav (,Papenov lonac®) je uredaj za sterilizaciju vruéom parom i povisenim
tlakom. Vruéa stlatena para uz odabir optimalnog vremena autoklaviranja moze
unistiti sve mikroorganizme (unisStavaju se i virusne Cestice koje nije moguce unistiti
filtriranjem). U autoklavu se postizu temperature od 115 do 135 °C. KoriSteni autoklav
namjesten je na 121 °C, dok je tlak bio 118 kPa.

Vrijeme autoklaviranja odreduje se prema volumenu podloge koju je potrebno
autoklavirati. Prema tome:
Epruvete i tikvice s 20-50 ml podloge steriliziraju se 20 min na 121 °C
Tikvice i ¢aSe s 50-500 ml hranidbene podloge steriliziraju se 25 min na 121 °C
Posude s 500-5000 ml hranidbene podloge sterilizira se 35 min na 121 °C
Prazno laboratorijsko posude i filter papire potrebno je sterilizirati 30 min na 130 °C.

Prilikom autoklaviranja treba paziti da se epruvete i drugo posude medusobno ne
dodiruju (zato se epruvete stavljaju u za to predvidene kosSare). Boce i epruvete s
hranidbenom podlogom ili bilo kojom drugom teku¢inom ne smiju se ¢vrsto zatvoriti,
ve¢ se zatvaraju vatenim &epom, i eventualno samo prekriju sa pripadaju¢im
poklopcem. Takoder, prije otvaranja autoklava obavezno treba paziti da je tlak
izjednacen s atmosferskim, a temperatura ispod 100 "C.
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3.4. Rad u komori sa strujanjem sterilnog zraka

Presadivanje i rezanje biljnog materijala, te uvodenje eksplantata u kulturu in vitro
potrebno je raditi u sterilnim uvjetima. To je najbolje izvoditi u komori sa strujanjem
sterilnog zraka (,laminar air-flow cabinet®) tzv. ,Jaminar®. On je napravljen tako da se
iz straznje povrSine laminara upuhuje zrak, koji prolazi kroz posebne filtere, te tako
sterilan ulazi u komoru laminara i ispuhuje se prema van. Na taj nacin je zrak u
laminaru sterilan, a kako struji iz laminara prema van tako sprecava ulazak prasine i

mikroorganizama u radnu komoru.

Rad u laminaru obavlja se prema niZze opisanom postupku.

Prije ulaska u prostoriju za uzgoj kultura potrebno je staviti naoCale sa UV
zastitom. U prostoriji prvo treba ugasiti UV lampe (i one u laminaru) i ukljugiti
ventilator u laminaru. Obucdi zastitne rukavice.

Laminar se prije upotrebe sterilizira 96%-tnim alkoholom (prebriSu se sve
unutrasnje povrsine).

Pincete (dvije velike i dvije male) i skalpel stave se u ¢asu prethodno napunjenu
96%-tnim etanolom. U ¢asSu se stavlja koriSteni filtrirani etanol koji se po potrebi
nadopuni novim (u posebnim bocama). Upali se $piritna lampa. Pribor uronjen u ¢asu
s etanolom zapali se nad Spiritnom lampom i posloziti sa strane za upotrebu.

U laminar se unese koSara sa uzorcima biljaka i koSara sa novim prethodno
pripremljenim i steriliziranim medijem. Takoder se pripreme i sterilizirane folije i

sterilizirani papiri na kojima se rezu i obraduju biljke za presadivanje.

Biljku se iz jedne epruvete u drugu presaduje tako da se epruveti s biljkom skinu
zastitna folija i vata, a otvor epruvete se kratko stavi na otvoreni plamen. Kratkom
pincetom izvadi se biljka i polozi ju se na sterilni komad papira. Biljku treba obraditi
po potrebi (obaviti mjerenje, odstraniti uvenule dijelove, skratiti, podijeliti na manje
dijelove) te je usaditi u novi medij pomocéu duge pincete. Nakon usadivanja epruveta
se zatvori vatom — zapali se vrh vate i stavi se zastitna folija, prethodno sterilizirana.
Treba se paziti vrucih rubova epruvete — ¢ekati da se ohladi!

Upotrijebljeni pribor uroni se u ¢asu s etanolom i zapali odmah nakon koristenja.
Svaku biljku treba presadivati ponovo steriliziranim priborom! Takoder je potrebno

Cesto ispirati ruke etanolom.
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Nakon presadivanja laminar i pribor oCiste se etanolom, sve se vrati na svoje
mjesto, koristeni etanol procijedi se preko vate u bocu za koristeni etanol. Prije
izlaska iz prostorije upale se UV lampe.

3.5. Statisticka obrada rezultata

Na svakoj hranidbenoj podlozi s odredenom koncentracijom biljnog regulatora
rasta odrzavano je po 24 izdanka tijekom provodenja eksperimenta. Na kraju svake
supkulture izraCunat je .faktor porasta izdanka“ iz omjera visine izdanka na kraju i
poCetku svake supkulture. Za dobivene rezultate izraCunata je aritmeti¢ka sredina i
standardna devijacija svih mjerenja. Usporedba tretmana medusobno provedena je
Newman-Keuls-ovim testom u raCunalnom programu STATISTICA 8.0 (Stat Soft Inc.,
SAD). StatistiCki znacajne razlike izmedu rezultata izrazene su na razini p < 0,05 i

oznacene razli¢itim slovima.
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4. REZULTATI

41. Ucinak citokinina na rast viroidom CEVd zarazenih izdanaka vrste G.

aurantiaca u uvjetima in vitro

Biljke vrste Gynura aurantiaca (Blume) DC. inficirane egzokortis-viroidom agruma
(CEVd) pokazivale su tipicne simptome infekcije viroidom kao Sto su kovr€anje,
krzljanje i deformacija listova, Zuc¢enje listova i epinastija. Inficirane biljike su na svim
vrstama medija pokazivale znakove zaraze. Zdrave biljke koje su u uzgoju sluzile kao

kontrola nisu imale navedene simptome infekcije viroidom.

Zdrave i zarazene biljne jedinke rasle su na tri razli¢ite hranidbene podloge u
uvjetima in vitro: MS podloga (Murashige i Skoog 1962) bez dodatka biljnog
regulatora rasta, MS podloga s dodatkom benzilaminopurina (BAP) u koncentraciji 1
mg/L, te MS podloga s dodatkom kinetina (KIN) u koncentraciji 1 mg/L (Tablica 4).

Mjerenja pokazuju da su sve biljke uzgajane u uvjetima in vitro relativno dobro
napredovale, no pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika na razini p < 0,05
u faktoru porasta zdravih i zarazenih izdanaka uzgajanih na podlogama s dodanim
razlicitim regulatorima rasta. Biljke inficirane viroidom CEVd pokazivale su znatno
slabiji produzni rast u usporedbi sa zdravim biljkama (Tablica 4). Tako je za zdravu
biliku koja je rasla na MS podlozi bez dodatka regulatora rasta faktor porasta bio 1,57
* 0,04 dok je za inficiranu biljku koja je rasla na istoj podlozi faktor porasta bio 1,35 *
0,02. Razlika u porastu zdravih i viroidom CEVd inficiranih biljaka vidljiva je na mediju
bez dodatka citokinina (Slika 11), ali i na mediju s dodatkom kinetina (Slika 12) i
benzilaminopurina (Slika 13).
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Tablica 4. Faktor porasta zdravih i CEVd-om zaraZenih izdanaka vrste Gynura
aurantiaca uzgojenih na MS hranidbenoj podlozi s dodatkom razli¢itih citokinina.
*Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija.

FAKTOR PORASTA IZDANKA*

Prisutnost Regulator 1. supkultura | 2.supkultura | 3.supkultura | 1.2.i3.
viroida rasta (mg/L) supkultura
CEvVd %] 1,34+0,01 1,33+0,02 | 1,3740,02 | 1,35+0,02d
CEVd BAP (1)** 1,12+0,02 1,16+£0,02 | 1,11+0,02 | 1,1340,03a
CEVd KIN (1)*** 1,2310,03 1,19+0,04 | 1,1840,03 | 1,20+0,04b
Zdrava %] 1,60+0,04 1,54+0,03 | 1,56+0,03 | 1,57+0,04f
Zdrava BAP (1)** 1,24+0,02 1,27+0,02 | 1,23+0,04 | 1,25+0,03c
Zdrava KIN (1)*** 1,37+0,02 1,34+0,03 | 1,38+0,02 | 1,36%0,03e

** benzilaminopurin (BAP),

*** kinetin (KIN). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki

znacajnu razliku u faktoru porasta izdanaka tijekom tri supkulture na razini p < 0,05

(Newman-Keulsov test).

Slika 11. Viroidom CEVd zarazeni

(1) i zdravi (2) izdanci biljne vrste G. aurantiaca na

MS podlozi bez dodatka regulatora rasta — slikano na Zavodu za mikrobiologiju

Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu.

27




Slika 12. Viroidom CEVd zarazeni (1) i zdravi (2) izdanci biljne vrste G. aurantiaca na
MS podlozi s dodatkom kinetina — slikano na Zavodu za mikrobiologiju Prirodoslovno-
matematic¢kog fakulteta u Zagrebu.

Slika 13. Viroidim CEVd zarazeni (1) i zdravi (2) izdanci biljne vrste G. aurantiaca na
MS podlozi s dodatkom benzilaminopurina — slikano na Zavodu za mikrobiologiju
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu.
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Na hranidbenim podlogama s dodatkom citokinina (kinetina ili benzilaminopurina)
faktor porasta za sve biljke bio je maniji s obzirom na podloge bez dodatka regulatora
rasta (Tablica 4). Takoder se prema rezultatima vidi da zdrave i inficirane biljke rasle
na podlozi s dodatkom kinetina pokazuju bolji rast u visinu nego biljke rasle na
podlozi s dodatkom BAP-a.

Kao $to se vidi na slici 14, normalan fenotip imaju samo zdrave biljke uzgajane na
podlozi bez dodatka regulatora rasta, dok su biljke uzgajane na medijima s dodatkom
citokinina nesto manjeg rasta. Sli¢ne rezultate pokazuju i zarazene biljke.

Slika 14. Zdravi izdanci bilike G. aurantiaca uzgajani na tri tipa hranidbenih podloga:
MS hranidbena podloga s dodatkom benzilaminopurina (MS+BAP) (1), MS podloga
bez dodatka regulatora rasta (MS0) (2) i MS podloga s dodatkom kinetina (MS+KIN)
(3) - slikano na Zavodu za mikrobiologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u
Zagrebu.
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4.2. Ucginak auksina i citokinina na rast fitoplazmama zarazenih izdanaka vrste

C. roseus u uvjetima in vitro

lzdanci vrste Catharanthus roseus (L.) G. Don zarazeni su razliitim sojevima
fitoplazmi: ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (soj HydB), ‘Ca. Phytoplasma solani’
(soj SA-l), ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (soj EY-C) i ‘Ca. Phytoplasma pruni’ (soj KVI) i
uzgajani na MS hranidbenoj podlozi (Murashige i Skoog 1962) s dodatkom biljnih
regulatora rasta u razli¢itim koncentracijama. Kao kontrola sluzile su zdrave biljke
uzgajane na istim hranidbenim podlogama kao i zarazene.

Zdrave biljke nisu pokazivale simptome zaraze, dok su zarazeni izdanci pokazivali
karakteristicne simptome kao $to su kovr€anje, zucenje i zakrZljali razvoj listova,

patuljasti rast, te dobro razvijene boc¢ne izdanke (Slika 15).

Izdanci vrste C.roseus zarazeni fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’ soja HydB
pokazivali su razli€it porast ovisno o hranidbenoj podlozi na kojoj su odrzavani
(Tablica 5). Najslabiji porast izdanaka u visinu bio je na podlozi s dodatkom
benzilaminopurina (BAP), tu srednja vrijednost faktora porasta iznosi 1,40 = 0,04.
Izdanci su najbolje rasli na podlozi s dodatkom indol-3-masla¢ne kiseline (IBA) u
koncentraciji 2 mg/L (faktor porast je 1,79 = 0,1), dok neSto slabiji produzni rast

pokazuju na podlozi s vecom koncentracijom IBA-e (4 mg/L) (Tablica 5).

lzdanci zarazeni fitoplazmom soja SA-I pokazuju sli€¢ne odnose rasta kao i izdanci
zarazeni sojem HydB (Tablica 5). Biljke uzgajane na podlozi s BAP-om koncentracije
0,5 mg/L patuljastog su rasta, malih zakrzljalih listova, imaju viSe bo¢nih izdanaka te
im je faktor porasta izdanka 1,32 = 0,04. Rastom su loSije napredovali od izdanaka
uzgajanih na podlozi s IBA-om gdje je izraCunat faktor porasta izdanka 1,75 + 0,05.
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Tablica 5. Faktor porasta izdanka zdravih i fitoplazmama zarazenih biljaka vrste

Catharanthus roseus uzgojenih na razli€itim hranidbenim podlogama. *Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

FAKTOR PORASTA IZDANKA*

Prisutnost Regulator 1.supkultura | 2.supkultura | 3.supkultura | 1.,2.i 3.
fitoplazme | rasta (mg/L) supkultura
HydB BAP (0,5)* | 1,43%0,03 1,35+0,03 1,41£0,03 1,4020,04c

HydB IBA (2)*** | 1,66+0,03 1,82+0,02 1,90£0,03 1,7920,1f
HydB IBA (4)** | 1,59+0,02 1,80+0,03 1,6710,02 1,69+0,09d
SA-I BAP (0,5)* | 1,33%0,02 1,28+0,02 1,36+0,03 1,32+0,04b
SA-I IBA (2)*** | 1,82+0,02 1,7020,01 1,7310,02 1,75%0,05e
EY-C BAP (0,5)* | 1,19£0,02 1,37+0,02 1,24+,01 1,27+0,08a
EY-C IBA (2)*** | 1,88+0,02 2,02+0,02 1,75£0,03 1,88+0,11¢g
EY-C IBA (4)*** | 2,36+0,02 1,9710,01 2,100,083 | 2,14+0,16i
KVI IBA (0,5)*** | 1,16%0,02 1,32+0,04 1,2940,02 1,26+0,08a
Zdrava IBA (2)*** | 2,39+0,02 2,770,083 |2,61+0,03 | 2,59+0,16]
Zdrava BAP (0,5)* |2,15+0,02 1,91+0,03 | 2,09£0,02 | 2,05+0,10h
**penzilaminopurin  (BAP), ***indol-3-masladna kiselina (IBA). Razli¢ita slova

oznacavaju statistiCki znacajnu razliku na razini p < 0,05 (Newman-Keulsov test).

Za bilike zarazene sojem fitoplazme KVI prac¢en je rast samo na hranidbenoj

podlozi s dodatkom IBA-e koncentracije 0,5 mg/L. Madagaskarski zimzelen zarazen

fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma pruni’ (KVI) pokazuje slicne simptome zaraze —

zakrZljalost, Zucenje listova, patuljast rast, kao i izdanci zarazeni drugim sojevima

fitoplazmi. Faktor porasta za izdanke zarazene sojem KVI je najmaniji u usporedbi sa

svim drugim izdancima i iznosi 1,26 + 0,08.
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Bililke vrste C. roseus zarazene fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ soja EY-C
malo drugacije reagiraju na koncentraciju dodanog hormona rasta u odnosu na biljke
zarazene fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’ soja HydB. Na podlozi s IBA-om
koncentracije 2 mg/L madagaskarski zimzelen zarazen fitoplazmom soja EY-C ima
faktor porasta 1,88 + 0,11, dok je na podlozi s IBA-om koncentracije 4 mg/L faktor
porasta veci i iznosi 2,14 + 0,16. Poveéanjem koncentracije hormona biljka pokazuje
bolji rast u visinu i manje znakova infekcije. Kao $to je ve¢ prije navedeno biljke
zarazene sojem HydB pokazuju slabiji rast u visinu s poveéanjem koncentracije
dodanog regulatora rasta (Tablica 5).

Zdrave biljke pokazuju puno veci faktor porasta u visinu, te ne pokazuju simptome
infekcije. Kao i inficirani izdanci pokazuju uspjes$niji rast u visinu ako su uzgajane na
podlozi s dodatkom regulatora rasta IBA, Sto se vidi i prema izraCunatom faktoru
porasta izdanka koji iznosi 2,59 + 0,16. lzdanci rasli na podlozi s dodatkom BAP-a
imaju faktor porasta 2,05 £ 0,10.

Slika 15. Fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’ soja HydB zarazeni (1) i zdravi (2)
izdanak biljke vrste C. roseus uzgajan na MS podlozi s dodatkom indol-3-maslacne
kiseline (IBA) koncentracije 2 mg/L - slikano na Zavodu za mikrobiologiju
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu.
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5. RASPRAVA

Rezultati dobiveni prilikom izrade ovog diplomskog rada potvrduju prethodno
objavljene rezultate.

Rast izdanaka znatno je veci u zdravih nego li u zarazenih biljaka $to je u skladu s
rezultatima Cerni i sur. (2012). Iz priloZenih i ranije objavljenih rezultata (Cerni i sur.
2012) vidi se da je dodatak citokinina utjecao na smanjen rast u visinu i zdravih i
viroidom zarazenih biljaka. Biljke rasle na kinetinu imale su nes&to veci porast u visinu
od biljaka uzgajanih na benzilaminopurinu, dok daleko najbolji rast pokazuju biljke
uzgajane na hranidbenoj podlozi bez dodatka regulatora rasta. lzdanci biljke G.
aurantiaca zarazeni sojem viroida CEVd pokazuju znakove zaraze kao $to su
epinastija, smanjeni listovi i smanjen apikalni rast. Zdravi izdanci ne pokazuju
znakove zaraze, ali oni uzgajani na hranidbenim podlogama s dodatkom citokinina
ne pokazuju zdravi fenotip, ve¢ takoder imaju skra¢ene internodije i smanjen rast u
visinu. S time da zdrave biljke uzgajane na BAP-u imaju zakrZljali rast, dok zdrave
uzgajane na KIN uz zakrzljali rast imaju i razgranate bo¢ne ogranke.

Postavlja se pitanje djeluje li dodatak citokinina direktno na odnos s patogenom ili
utjie€e samo na hormonalnu kontrolu. 1z dobivenih rezultata vidi se da dodatak
egzogenih citokinina jedako utjeCe na zdrave i zarazene izdanke biljne vrste G.
aurantiaca. |z toga se da zaklju€iti da je dodatak citokinina djelovao na omjer
fitohormona auksini-citokinini. Prijadnja istrazivanja pokazuju da to nije uvijek slucaj,
te da dodatak razliCitih regulatora rasta moze djelovati razli¢ito na rast zdravih
odnosno viroidom CEVd-zarazenih izdanaka (Flores i Rodriguez 1981). No,
Semancik i Conejero-Tomas (1987) dobili su sli¢ne rezultate kao u ovom radu.
Dokazali su da zdrave i viroidom CEVd zaraZzene stanice rajCice pokazuju jednak
odgovor na dodatak egzogenih citokinina.

Odgovor bilike domacina na dodatak egzogenih regulatora rasta ovisi o
kombinaciji bilika domacdin — soj viroida — vanjski ¢imbenici. O ova tri faktora ovisi i

hoce li ili nece biljka pokazivati simptome zaraze viroidom.
lzdanci biljne vrste Catharanthus roseus (L.) G. Don zaraZeni su s Cetiri razliCita
soja fitoplazmi. Praéen je rast zarazenih i zdravih izdanaka na podlogama s

dodatkom citokinina (BAP) ili auksina (IBA). Primjeéen je znatno bolji rast u visinu
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billaka koje su uzgajane na podlozi s dodatkom auksina. Najbolji porast u visinu
pokazuju zdrave bilike na IBA-i. Curkovi¢ Perica i sur. (2007) radili su istraZivanja na
izdancima madagaskarskog zimzelena zarazenim istim sojevima fitoplazmi koji su
rasli na istim podlogama kao i u ovom radu. Rezultati ovog rada podudaraju se s
njihovima. Naime osim §to biljke uzgajane na IBA-i pokazuju bolji produzni rast, one
zarazene sojevima HydB, SA-1 i EY-C pokazuju i remisiju simptoma. U tom radu
metodom PCR-a dokazano je da nakon duzeg izlaganja IBA-i pola uzoraka
zarazenih sojem HydB pokazuje izostanak fitoplazmi. Izdanci odrzavani na podlozi s
dodatkom BAP-a pokazuju prisutnost fitoplazmi u direktnom PCR-u.

lzdanci madagaskarskog zimzelena zarazZeni sojevima EY-C i SA-l nakon istog
tretmana IBA-om kao i soj HydB ne pokazuju znakove zaraze fitoplazmom ali
pomoc¢u PCR-a je dokazano da je fitoplazma i dalje prisutna u biljci. Nakon ovakvih
rezultata postavlja se pitanje na koji nacin fitoplazme djeluju na biljni organizam?
Fitoplazme imaju reduciran genom te kako bi prezivjele koriste metabolite biljke
domacina, a njihovo prisustvo u bilijci ometa normalni transport biljnih regulatora
rasta. Stoga fitoplazme remete metabolicku i hormonsku ravnotezu domacina te
uzrokuju simptome bolesti. Razliiti sojevi fitoplazmi utje€u na deregulaciju razli€itih
gena, pa zato dolazi do pojavljivanja razli¢itih simptoma bolesti. Neke fitoplazme
utje€u na deregulaciju jednih a druge na deregulaciju drugih gena. Pitanje je djeluje li
dodatak egzogenih hormona direkino na fitoplazmu, ili pak promjena metabolizma
bilike utjeCe na njihov nestanak? Fitoplazme su nakon istog tretmana IBA-om ostale
prisutne u izdancima zarazenim sojevima EY-C i SA-l, dok su veéinom nestale iz
izdanaka zarazenih sojem HydB - iz ¢ega bi se dalo zakljuciti da je soj HydB

U prijasnjim radovima pokus$avalo se djelovati na prisustvo, tj. nestanak fitoplazmi
raznim metodama - tetraciklinima koji imaju bakteriocidni ucinak, terpenima,
poliaminima, ali nakon tih tretmana simptomi zaraze su se uvijek vracali. Postavilo se
pitanje mogu li auksini generalno inducirati oporavak biljaka zarazenih fitoplazmama.
U radu Curkovié Perica (2008) dobiveni rezultati su sliéni kao i u ovom radu. Naime
nakon uzgoja zarazenih izdanaka soja KVI na hranidbenoj podlozi s dodatkom
regulatora rasta IBA - ostaju simptomi zaraze. Tek nakon jedne godine tretmana
izostaju simptomi, a nakon dvije godine nema viSe nadene fitoplazme u 80%
izdanaka. lzdanci soja HydB odmah su se nakon kraceg izlaganja IBA-i oporavili a

fitoplazma je eliminirana. U izdanaka zarazenih sojevima SA-l i EY-C nema
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simptoma zaraze ali je fitoplazma prisutna i nakon dugotrajnog tretmana IBA-om
(Curkovi¢ Perica 2008). Petrot i sur. (1998) objavili su da dodatak auksina utjeée na
ostanak/izostanak fitoplazmi, a ne na njihove strukturalne promjene.

Direktan ucinak auksina na fitoplazme nije vjerojatan, s obzirom da oporavak
izdanka ne ovisi o tome je li fitoplazma jo$ prisutna u biljci ili nije. Prije zbog dodatka
auksina dolazi do metaboli¢kih promjena u biljci, §to onda vjerojatno utjeCe na
fitoplazmu.

Dokazano je da fitoplazme (HydB i EY-C), ali i egzogeni regulatori rasta utjeu na
biokemijske promjene u izdancima vrste C. roseus (Leljak Levani¢ i sur. 2010).

Dolazi do promjene razine peroksida, fotosintetskih pigmenata i topivih proteina.

Hoski i sur. (2009) pokusali su otkriti faktor koji utjece na pojavljivanje simptoma u
billaka zarazenih fitoplazmom. Oni su izolirali 30 proteina kodiranih genomom
fitoplazme i otkrili da samo jedan od tih proteina (PAM765) potiCe razvoj simptoma
kao $to su patuljasti rast i “vjesti¢ja metla” u biljci domacinu. Naveden protein nazvali
su TENGU prema japanskom mitoloSkom bi¢u koje je u Sumama Japana savijalo
gnijezda nalik “vjesti¢joj metli” zarazenih biljaka. TENGU je malen protein graden od
samo 38 aminokiselina. On se za razliku od fitoplazmi (koje se nalaze samo u floemu
billke) moze transportirati u vrSne pupove — detektiran je i u parenhimu i u
meristemskim tkivima vr$nih pupova gdje moze direktno utjecati na biosintezu
auksina kao i njihov transport duz bilike. Na taj nacin inhibira se rast apikalnih
izdanaka i potiCe rast bo¢nih izdanaka. TENGU deregulira ekspresiju auksina ali i
ekpresiju drugih gena vezanih za sintezu i transport auksina.

Pretpostavlja se da fitoplazme pomocu proteina TENGU mogu proSiriti ekoloske
nise i smanijiti moguénost izumiranja svojih potomaka (Hoshi i sur. 2009). Naime svim
simptomima zaraze biljke fitoplazmom (“vjesti¢ja metla”, patuljasti rast, virescencija)
zajednic¢ko je to da zaraZene biljke razvijaju puno mladih zelenih listova koje je
priviaéno kukcima, pogotovo skakavcima, za ishranu i lijezenje jajaSaca. To je bitno
za ciklus i prijenos fitoplazmi s biljke na biljku.

Dobiveni rezultati pokazuju da dodatak egzogenih regulatora rasta utjece na rast
zdravih i zarazenih izdanaka biljnih vrsta Gynura aurantiaca (Blume) DC. i
Catharanthus roseus (L.) G. Don. Dodatak auksina moze izazvati remisiju simptoma

zaraze ali i utjecati na potpuni izostanak patogena. Potrebno je napraviti daljnja
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istrazivanja na drugim biljkama domacinima zarazenim razli¢itim sojevima fitoplazmi,
te utvrditi ho¢e li i u tom slu€ajevu dodatak auksina pospjesiti rast izdanka te utjecati

na remisiju simptoma, odnosno izostanak fitoplazmi.
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. ZAKLJUCAK

Iz provedenih istraZivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti slijedeci zaklju€ci:

zdravi izdanci biljke Gynura aurantiaca (Blume) DC. pokazuju vedi rast u visinu
u odnosu na izdanke zarazene viroidom soja CEVd;

zarazeni izdanci biljke G. aurantiaca neovisno na kojoj hranidbenoj podlozi su
rasli pokazuju znakove zaraze viroidom — zuéenje, deformacija i kovréanje
listova, i epinastija;

zdravi i zarazeni izdanci bilike G. aurantiaca najbolje su rasli na MS podlozi
(Murashige i Skoog 1962) bez dodatka biljnog hormona rasta;

dodatak biljnih hormona citokinina (kinetin i benzilaminopurin) u hranidbenu
podlogu utje€e na smanjen rast u visinu biljke G. aurantiaca;

zdravi i zarazeni izdanci bilike G. aurantiaca pokazivali su veci rast u visinu uz
dodatak kinetina u usporedbi s izdancima odrZzavanim na podlozi s dodatkom
benzilaminopurina;

zdravi izdanci biljke Catharanthus roseus (L.) G. Don pokazuju vedéi rast u

visinu u odnosu na izdanke zarazene razli¢itim sojevima fitoplazmi;

zdravi i zarazeni izdanci biljke C. roseus najbolje su rasli na MS podlozi s
dodatkom auksina indol-3-maslaéne kiseline. Dodatak auksina u hranidbenu

podlogu potiCe rast izdanaka u visinu;

dodatak citokinina benzilaminopurina smanjuje rast izdanaka biljke C. roseus

u visinu.
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