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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Dosadasnja postignuca na promeni boje cvetova biljaka
metabolickom modulacijom biosinteze karotenoida

Milena Trajkovi¢, Sladjana Jevremovi¢, Aleksandar Cingel

Institut za bioloSka istrazivanja “Sinisa Stankovi¢” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu, Bulevar despota Stefana 142, 11060 Beograd

Kontakt: sladja@ibiss.bg.ac.rs

Apstrakt

U hortikulturi je prisutna stalna potreba za ukrasnim biljkama sa novim karakteristikama, gde boja
cveta predstavlja jednu od najvaznijih osobina koja odreduje njihovu komercijalnu vrednost. Sa razvojem
metoda geneti¢kog inZenjeringa otvorena je moguc¢nost kreiranja biljaka sa Zeljenom bojom cvetova koja
se ne moze postici klasi¢nim ukrstanjem ili mutagenezom. Boja cvetova kod biljaka odredena je sadrza-
jem tri biljna pigmenta: antocijanina, karotenoida i betalaina. Do sada, najveci napredak postignut je ge-
netickom modulacijom biosinteze antocijanina. Na ovaj nacin postignute su nove boje cvetova kod
najmanje 50 ukrasnih vrsta, a neki od tih modifikovanih varijeteta su ve¢ dugi niz godina u slobodnoj pro-
daji. Medutim, promena boje cveta manipulacijom biosintetskog puta karotenoida je dokumentovana
kod svega nekoliko ukrasnih vrsta i poslednjih godina intenzivirana su istraZivanja u tom pravcu. U ovom
radu je razmatran potencijal ovog pristupa, sa posebnim osvrtom na rezultate postignute na promeni boje
cvetova kod kultivara ljubicice uvodjenjem gena za kapsantin-kapsorubin sintazu.

Kljucne reci: Geneticke transformacije, crt geni, ccs, Viola cornuta.



Recent advances in flower color alteration by metabolic manipulation
of carotenoid biosynthesis

Milena Trajkovi¢, Sladjana Jevremovi¢, Aleksandar Cingel

Institute for Biological Research ,Sinisa Stankovi¢” - National Institute of the Republic of Serbia,
University of Belgrade, Despot Stefan Boulevard, 11060 Belgrade

Correspondence: sladja@ibiss.bg.ac.rs

Abstract

In horticulture, there is a constant need for ornamental plants with new characteristics, where the flo-
wer color is one of the most important features that determines their commercial value. With the deve-
lopment of genetic engineering methods, it has been possible to create plants with the desired flower
color which cannot be achieved by classical breeding or mutagenesis. The flower color in plants is deter-
mined by the content of three plant pigments: anthocyanins, carotenoids and betalains. Up to date, the
greatest progress has been made by genetic modulation of anthocyanin biosynthesis. In this way, the new
flower colors have been achieved in at least 50 ornamental species, and some of these modified varieties
have been on market for many years. However, the alteration of flower color by manipulating the carote-
noid biosynthetic pathway has been documented in only a few ornamental species, and the research has
been significantly increased last few years. In this paper, the potential of this approach is considered, with
special reference to the results achieved on flower color alteration of pansy cultivars by introducing the
gene for capsanthin-capsorubin synthase.

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Boja cveta predstavlja jednu od najvaznijih osobina ukrasnih biljaka i za to su odgovorni biljni pigmenti:
antocijanini, karotenoidi i betalaini. Antocijanini su najrasprostranjeniji u prirodi i cvetovima daju Sirok spek-
tar boja, pocev od plave, pa do Zute i crvene. Karotenoidi su zasluzni za Zutu, narandzastu i crvenu boju cve-
tova, dok betalaini, koji su otkriveni samo kod vrsta iz reda Caryophyllales, daju razliCite nijanse ljubicaste,
svetlo smede, Zute, narandzaste i crvene boje [1].

Biljni karotenoidi su po strukturi lipofilni C40 izoprenoidi sa polienskim lancima koji sadrze prstenove
na svojim krajevima i konjugovane dvostruke veze zahvaljujudi kojima apsorbuju vidljivu svetlost [2]. U bi-
lijkama se nalaze i u fotosinteti¢kim i u nefotosintetickim tkivima. U fotosintetickim tkivima, odnosno listo-
vima biljaka, karotenoidi su smesteni u hloroplastima gde imaju brojne funkcije neophodne za proces
fotosinteze, kao $to su izgradnja fotosistema, apsorpcija svetlosti i zastita fotosinteti¢ckog aparata od foto-
oksidacije [3]. U nefotosinteti¢kim tkivima, plodovima i cvetovima, njihova uloga je prvenstveno u obez-
bedivanju obojenosti kojom ¢e privudi oprasivace i zivotinje koje se hrane plodovima, kako bi doslo do
Sirenja semena u cilju reprodukcije biljaka [4,5]. Pored toga, od karotenoida mogu nastati isparljivi apoka-
rotenoidi koji, kao vazna komponenta mirisa cvetova ili arome plodova, pospesuju interakcije izmedu biljaka
i zivotinja. Karotenoidi sluze i kao prekursori za sintezu dve grupe fitohormona, apscisinske kiseline (ABA) i
strigolaktona, koji imaju klju¢nu ulogu u razvicu biljke i njenom odgovoru na stres [6,7]. U ljudskoj ishrani
obezbeduju prekursore za biosintezu vitamina A, a zbog svoje snazne antioksidativne aktivnosti koriste se
i u cilju zastite od raznih hroni¢nih oboljenja kao $to su kancer, kardiovaskularne bolesti i bolesti oka [8,9].

U cvetovima i plodovima biljaka karotenoidi se sintetisu de novo u hromoplastima, fotosinteticki neak-
tivnim plastidima [10], gde se akumuliraju u lipoproteinskim partikulama, odnosno plastoglobulama, aliiu
strukturama kao $to su fibrili, membrane, kristali i tubule. Smatra se da se tokom sazrevanja plodova, kao i
razvi¢a cvetova, hromoplasti mogu diferencirati od bilo kog tipa plastida, nefotosintetickih ili fotosintetickih,
u zavisnosti od tkiva u kojima se nalaze. Tako, na primer, u pojedinim delovima cveta hromoplasti nastaju
od amiloplasta, gde je konverzija plastida pra¢ena razgradnjom skroba i proizvodnjom Seéernog nektara
[11], dok prilikom diferencijacije hromoplasta od hloroplasta dolazi do potpune degradacije hlorofila, de-
zintegracije tilakoida i rearanZmana membranskog sistema plastida, pri ¢emu se formiraju strukture u ko-
jima ¢e se potom akumulirati karotenoidi [12].

Biosinteza karotenoida

U poslednje dve decenije svi geni glavnog biosintetskog puta karotenoida su identifikovani, klonirani
i funkcionalno okarakterisani [8, 13-16], Slika 1.

Biosinteza karotenoida zapocinje kondenzacijom dva molekula geranilgeranil-difosfata (GGPP) pomocu
enzima fitoen-sintaze (PSY) pri ¢emu nastaje bezbojni fitoen (C40). Slede reakcije desaturacije pomocu en-
zima fitoen-desaturaze (PDS) i (-karoten-desaturaze (ZDS), kao i reakcije izomerizacije pomoc¢u enzima (-ka-
roten-izomeraze (Z-1SO) i karotenoid-izomeraze (CRTISO), nakon ¢ega dolazi do formiranja crvenog all-trans
likopena, prvog obojenog karotenoida [17]. U biosintetskom putu karotenoida likopen predstavlja tacku
grananja i supstrat za dva kompetitivna enzima, likopen-f-ciklazu (LCYB) i likopen-g-ciklazu (LCYE). Oba en-
zima katalizuju ciklizaciju linearnog molekula likopena na jednom ili oba njegova kraja pri ¢emu se formi-
raju cikloheksanski prstenovi. Dodavanjem jednog e-prstena molekulu likopena pomocu LCYE nastaje
O-karoten. Potom, 6-karoten podleze daljoj ciklizaciji, ali posto LCYE ne moZe da koristi monocikli¢ne karo-
tenoide kao supstrat, dodavanje drugog, B-prstena vrsi LCYB i tada nastaje narandzasti pigment a-karoten
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Slika 1. Shema biosinteze karotenoida sa glavnim mestima u biosintetskom putu gde se vrsila metaboli¢cka modulacija biosinteze. Skracenice enzima u biosinte-
tskom putu: GGPS - geranilgeranil pirofosfat sintaza; PSY - fitoen sintaza; PDS - fitoen desaturaza, ZDS - (-karoten desaturaza; LCYB - likopen-f-ciklaza; LCYE - likopen-¢-
ciklaza; CHYB - B-karoten hidroksilaza; CYP97C - citohrom P450 monooksigenaza 97C; VDE - violaksantin de-epoksidaza; ZEP - zeaksantin epoksidaza; CCS -
kapsantin-kapsorubin sintaza; NXS - neoksantin sintaza; HBFD - karotenoid 4-hidroksi-B-ring 4-dehidrogenaza; CBFD - karotenoid B-ring 4-dehidrogenaza.

[18]. Ukoliko je likopen supstrat za LCYB, prvo dolazi do dodavanja jednog B-prstena i nastaje y-karoten, a
potom isti enzim dodaje i drugi 3-prsten pri ¢emu nastaje narandzasti pigment [3-karoten [5], odnosno pro-
vitamin A. Svi ovi karotenoidi koji se sastoje samo od ugljovodoni¢nog niza, ukljucujucii a- i -karoten, na-
zivaju se karotenima.

U narednim koracima biosinteze karotenoida dejstvom hidroksilaza dolazi do dodavanja kiseonika ci-
klicnim karotenima u vidu hidroksilnih grupa, kao i epoksidnih prstenova, dejstvom epoksidaza, gde na-
staju ksantofili. Postoje dva razlicita tipa hidroksilaza: B-karoten-hidroksilaza (CHYB), koja hidroksiluje
B-prsten ciklicnog karotena, i citohrom P450 monooksigenaza 97C (CYP97C) koja hidroksiluje i 3- i e-prste-
nove karotena. Hidroksilacijom a-karotena nastaje zuti pigment lutein koji predstavlja finalni produkt (3,&-
grananja u biosintezi karotenoida [19]. Sa druge strane, narandzasti pigment 3-karoten podleZe hidroksilaciji
pomocu CHYB pri ¢emu nastaje zuti zeaksantin koji pomocu enzima zeaksantin-epoksidaze (ZEP) prelazi u
anteraksantin i violaksantin. Dejstvom violaksantin-de-epoksidaze (VDE), violaksantin se moze konverto-
vati nazad u zeaksantin. Ove reakcije epoksidacije i de-epoksidacije, kao i zeaksantin, anteraksantin i viola-
ksantin, koji u njima ucestvuju, sastavni su deo ciklusa ksantofila [2]. Anteraksantin i violaksantin, aktivnos¢u
enzima kapsantin-kapsorubin sintaze (CCS), mogu biti konvertovani u kapsantin i kapsorubin, glavne karo-
tenoide koji daju karakteristi¢nu narandzastu i crvenu boju [15,20]. Poslednji korak u biosintezi karotenoida
jeste konverzija violaksantina u neoksantin pomocu neoksantin-sintaze (NXS).

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Dok je sinteza karotenoida u listovima u ¢vrstoj koordinaciji sa sintezom hlorofila, a njihov sastav i ko-
licina izuzetno konzervirani u visSim biljkama [21], karotenoidni profili cvetova mogu se drasti¢no razliko-
vati medu biljnim vrstama, pa ¢ak i medu varijetetima iste vrste. Tako, na primer, narandzasti cvetovi
Osmanthus fragrance Lour. i Calednula officinalis cv. '‘Alice orange’ nastaju akumulacijom B- i a- [22], odno-
sno [3-, y- i 6-karotena [23], dok su u Zutim cvetovima Gentiana lutea [24], Dendranthema grandiflorum [25],
Eustoma ([26], Ipomoea obscura [27] i Tagetes [28] naj¢es¢i 3,e-ksantofili, od kojih su najprisutniji lutein i nje-
govi derivati. Istu boju daju i B,3-ksantofili, pa se tako u cvetovima Oncidium [29] i Ipomoea sp. [27] u najve-
¢oj kolic¢ini akumulira violaksantin. Violaksantin i anteraksantin cvetovima Lilium spp. cv. '‘Conneticut King’
daju Zutu boju, dok su cvetovi kultivara 'Saija; gde se pored anteraksantina akumulira i kapsantin, crvene
boje [30]. Dva pigmenta sa kraja biosintetskog puta karotenioda, kapsantin i kapsorubin, odgovorni su za
crvene cvetove Lilium tigrinum cv. 'Red Night'[31].

Neke biljke akumuliraju i jedinstvene karotenoide, koji se retko nalaze u cvetovima drugih vrsta. Roze
cvetovi Hybiscus syriacus nastaju akumulacijom lutein-5,6-epoksida, auroksantina i hrizantemaksantina [32],
dok su izrazito crveni cvetovi Adonis aestivalis i A. annua, posledica akumulacije velike koli¢ine astaksantina
[33]. U kruni¢nim listi¢cima kalifornijskog maka (Eschscholzia califonica Cham.) [34] i Safrana (Crocus sativus)
[35] dominantno se akumulira krocetin, a u zigu tucka Safrana akumuliraju se apokarotenoidi, glikozidi kro-
cetina i pirokrocin, koji im daju crvenu boju [36].

Takode, znacajna raznolikost karotenoidnih profila postoji i u plodovima biljaka. Plodovi paradajza (So-
lanum lycopersicum), na primer, imaju crvenu boju zahvaljujuci likopenu koji ¢ini 85% ukupnih karotenoida
[37], dok su kapsantin i kapsorubin najzastupljeniji ksantofili u plodovima crvene paprike, Capsicum an-
nuum [38]. Sa druge strane, boja korenova Sargarepe (Daucus carota) i slatkog krompira (Ipomoea batatas)
ili ploda dinje, rezultat je akumulacije velike koli¢ine 3-karotena [39, 40].

Regulacija biosinteze i degradacije karotenoida

Uprkos vaznosti i brojnim funkcijama koje karotenoidi imaju u biljkama, regulacija njihove sinteze i aku-
mulacije nije u potpunosti razjaSnjena. Do sada je utvrdeno da akumulacija karotenoida u razli¢itim biljnim
organima generalno zavisi od brzine sinteze i degradacije koje su regulisane na transkripcionom i post-tran-
skripcionom nivou [41]. Medutim, posebno u nefotosintetickim tkivima, ovi mehanizmi su pod snaznim uti-
cajem brojnih internih (senescencija, cirkadijalni ritam, epigenetski mehanizmi i ABA) i eksternih signala
kao $to su svetlost, temperatura ili abioticki stres, $to Cini slozenu mreZu regulacije, o kojoj jos uvek ne po-
stoji kompletna slika.

Transkripciona regulacija predstavlja prvi i primarni kontrolni mehanizam karotenogeneze, i u cveto-
vima visi nivoi transkripata enzima biosinteze karotenoida povezani su sa ve¢im sadrzajem karotenoida
[16,42]. Na primer, usled povecane ekspresije vecine karotenogenih gena, posebno DXS i PSY, u narandza-
stim laticama nevena se akumulira mnogo veca koli¢ina ksantofila luteina nego u Zutim [43], dok cvetovi azij-
skog ljiljana pokazuju vecu ekspresiju gena biosinteze karotenoida u Zutim ili narandzastim nego u belim
cvetovima [27]. Biosinteza fitoena je pocetni korak koji odreduje brzinu sinteze karotenoida i njihovu koli-
¢inu [44]. Tako je u mladim cvetnim pupoljcima Gentiana lutea nivo ekspresije psy i dxs (1-deoksi-D-
ksiluloza-5-fosfat) gena najnizi, dok sa povecavanjem ekspresije ova dva gena tokom sazrevanja cvetova
dolazi do sve veée akumulacije karotenoida [45]. | u plodovima paradajza, prilikom njihovog sazrevanja i
promene boje iz zelene u crvenu, povedana sinteza likopena nastaje zahvaljujuci povec¢anoj transkipciji uz-
vodnih gena njegove biosinteze, kao $to su psy, pdsi crtiso [46]. U narednim koracima, sniZavanje ekspresije
ili odsustvo nekog od nizvodnih gena dovodi do akumulacije uzvodnih produkata biosinteze i odreduje tip



karotenoida u hromoplastima [47]. Kod paradajza likopen se akumulira zahvaljujuéi snizenoj transkripciji
nizvodnih gena kao 5to su lcyb, Icye i chy, dok je kod Osmanthus fragrans velika koli¢ina B-karotena u cve-
tovima rezultat nizeg nivoa transkripcije nizvodnih chyb i ze gena [48]. Kod ploda paprike Zuta i narandza-
sta boja rezultat su odsustva, odnosno snizene ekspresije ccs gena [49]. Pored toga, razlika u aktivnosti LCYB
i LCYE, enzima koji se nalaze u tacki grananja biosintetskog puta karotenoida, moze da uti¢e na balans iz-
medu (3,B- i B,e-karotenoida [50]. U kruni¢nim listi¢ima Oncidium visok procenat 3,f-karotenoida povezan
je savecom ekspresijom Icyb u odnosu na Icye [51], dok je, nasuprot tome, u kruni¢nim listi¢cima hrizanteme
veca ekspresija Icye u odnosu na Icyb uzrok visokog procenta f3,e-karotenoida [52].

Kod nekih biljnih vrsta boja cvetova odredena je ne samo sintezom karotenoida, vec¢ i njihovom de-
gradacijom. Medu familijom karotenoid-dioksigenaza (CCD), koje su odgovorne za dobijanje apokarote-
noida i omogucavaju produkciju ABA i strigolaktona [53], kataliticka aktivnost CCD1 i CCD4 moze imati
ulogu u determinaciji obojenosti cvetova i plodova. Najpoznatiji primer je hrizantema gde je ekspresija ka-
rotenoidnih biosintetickih gena u zutim i belim cvetovima gotovo jednaka, ali su sintetisani karotenidi de-
gradovani aktivnos¢u CCD4 koji se eksprimira samo u belim cvetovima [54]. Isti tako, i kod Lilium bownii var.
colchesteri, nakon cvetanja boja se za jedan dan promeni iz zute u belu, usled smanjenja koli¢ine karote-
noida u cvetovima kao rezultat povecane ekspresije CCD4 [55]. Aktivnost CCD4 je zabeleZena i kod krokusa
[56], cvetova krompira [57], kao i vrsta roda Brassica [58]. Pored toga, integracija gena za enzime GGPS, PSY,
LCYBi CHYB iz I. obscura var. lutea sa Zutim cvetovima i prisustvo novosintetisanih pigmenata zeaksantina i
neoksantina, u cvetovima transgenih biljaka /. nil doveli su do promene boje cveta iz bele u zutu boju tek sa
utiSavanjem CCD4 gena [59,60]. CCD1 takode degraduje karotenoide i doprinosi emisiji vaznih kompone-
nti mirisa cvetova petunije i Osmanthus fragrans [22, 61]. Medutim korelacija izmedu ekspresije CCD1 i aku-
mulacije karotenoida nije jasna i pretpostavlja se da se CCD1 nalazi u citoplazmi i da ima ogranicen pristup
karotenoidima u hromoplastima [36].

Transkripcioni faktori imaju klju¢nu ulogu u aktivaciji ili supresiji gena biosintetskog puta karoteinoda
i mnogobrojni signalni putevi u odgovoru na uticaj sredine ili programe razvi¢a stapaju se na nivou ovih re-
gulatora ekspresije gena [41,62]. U poslednjoj deceniji prili¢no veliki broj pretpostavljenih regulatora tran-
skripcije biosinteze karotenoida identifikovan je kod raznih biljnih vrsta, karakteristi¢nih za razli¢ite tipove
tkiva. Medutim, dok je njihova uloga u regulaciji biosintetskog puta karotenoida u fotosinteti¢kim tkivima
ili pri sazrevanju plodova paradajzai citrusa bar jednim delom dobro izu¢ena, podaci o transkripcionim fak-
torima koji kontrolisu metabolizam karotenioda u cvetovima prili¢no su oskudni. Do danas su poznata samo
tri regulatora specifi¢na za cvetove (COI1/MYB305, RCP1 i RCP2), ali se gotovo nista ne zna o njihovim funk-
cionalnim mehanizmima. COI1/MYB305 kod duvana reguliSe akumulaciju 3-karotena i cvetnog nektara, uti-
¢udi na transkripcionu regulaciju NtPSY, NtZDS i NtLCY gena [63]. RCP1 otkriven je kod Mimulus lewisii i
funkcionise kao pozitivni regulator svih gena u biosintezi karotenoida, ali posto mesta njegovog vezivanja
za DNK jo$ uvek nisu utvrdena, nije jasno da li on ima direktan ili indirektan uticaj na ekspresiju. Pored toga,
RCP1 ogranicava biosintezu antocijanina i samim tim reguliSe sadrzaj karotenoida i antocijanina u cvetovima
M. lewisii [64]. Identifikovan u istoj biljci, i RCP2 pokrece ekspresiju gena celokupnog biosintetskog puta ka-
rotenoida, ali vrlo verovatno na indirektan nacin, preko regulacije formiranja hromoplasta [65].

Post-transkripcioni i post-translacioni mehanizmi predstavljaju dodatni nivo kontrole i finog podesa-
vanja akumulacije karotenoida. Post-transkripciona regulacija uklju¢uje kontrolu splajsovanja, dok se post-
translaciona regulacija odvija kroz mehanizme kao 3to su protein-protein interakcije, povratne petlje,
promene redoks stanja i metaboli¢ko kanalisanje kroz komplekse vise enzima [62]. Primer post-transkrip-
cione regulacije je alternativno spajanje PSY, Sto rezultira varijantama PSY enzima razlicitih aktivnosti [66, 67].
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Protein-protein interakcije enzima karotenogenog puta sa Saperonima i Clp proteazama pomazu u odrza-
vanju njihove stabilnosti i proteostaze, sto je dokumentovano za DXS i PSY, glavne litimirajuée enzime bio-
sintetskog puta karotenoida [68], dok stvaranje enzimskih kompleksa, poput GGPPS-PSY ili fuzije enzima u
formiranju astaksantina moze efikasno kanalisati meduproizvodne metabolite i povecati stopu karoteno-
geneze [69,70].

PROMENA BOJE CVETA PRIMENOM GENETICKOG INZENJERSTVA

U oblasti hortikulture, gde vazan segment ¢ine ukrasne biljne vrste, postoji stalna potreba za kultiva-
rima sa izmenjenim karakteristikama, posebno sa novim bojama i drugacijim $arama cvetova. Sa razvojem
biotehnoloije stvoreni su uslovi za manipulaciju genima u cilju promene ovih karakteristika, a koje se ne
mogu postici klasi¢nim ukrstanjem ili mutagenezom [71,72]. U poslednjih 35 godina najcesce je modifiko-
van put biosinteze antocijanina, najrasprostranjenijih pigmenata u prirodi. Na ovaj nacin postignute su nove
boje cvetova kod najmanje 50 ukrasnih vrsta, a transgene linije karanfila (Dianthus caryophyllus) i ruza (Rosa
x hybrida) sa plavom ili ljubi¢astom bojom cvetova, mogu se nadi i u komercijalnoj prodaji [73,74].

Medutim, manipulacija biosintetskog puta antocijanina suocena je i sa nekoliko prepreka. Osnovni
problem je $to antocijanini, pre nego 5to se uskladiste u vakuolama, ¢esto prolaze kroz procese glikozilacija,
acilacija i metilacija koje potencijalno mogu uticati na promenu boje [75]. Ove reakcije je veoma tesko kon-
trolisati, $to oteZzava usmeravanje sinteze u pravcu stvaranja odredenog antocijanina. Pored toga, antocija-
nini menjaju boju pod uticajem razlicitih faktora poput pH vakuole [76], kopigmentacije [77], kompleksacije
metalnim jonima [78] i veli¢ine i oblika celije [79], pa akumulacija odgovarajuce vrste antocijanina ne ga-
rantuje i o¢ekivanu obojenost cvetova. Iz ovih razloga u poslednjoj dekadi fokus istraZivanja promene boje
cveta prosiren je i ka metaboli¢ckim modifikacijama druge glavne grupe pigmenata, karotenoida (Tabela 1).

“Gan Vrsta Poreklo gena Novosintetisani pigment Bojacveta  Promenjena  Referenca
{diviji tip) boja
cril crtZ Nicotiana tabacum Paracoccus Astaksantin Iuta ruFicasta [a1]
Nicotiana glauca Brevundimonas sp. Ehinenar derivatl, astaksantin Hila Crvena [83]
“Ipomea obscura Brevundimonas sp. Kantaksantin, adonirubin, bela ruficasta [84]
astaxantin,
crivy Peturia s, A aurantiocam Astaksantin swetlo-Futa narandiasta [85]
Lotus joponicus A, auranfigcum Astaksantin iuta narandiasta [85]
i Nicotiana glauca Cyanobacterium Ketolutain, ehinencn derivati, futa uta [82]
symechocistis 4-ketozeaksantin
Nicotiona tabacum  Hematococcus pluvigiis Astaksantin futa crvena so]
crif Iris germnaica Pantopa agglomerans Likopen futa svetlo-crvena [89]
Fortuneila hindsli Pantosa agglomerans Astaksantin bela narandiasta [90]
GGPF, P5Y,  lpomoegnil  lpomoed obscura, Zeaksantin, neoksantin bela "~ hela 59
LCYH, cril Pantosa ananatis
XES Petunia s hybrida Ipamoea obscuna, Anteraksantin, zeaksantin, wetlo-Tuta nijanse [=5]
Tagetes erecta, Solanum  [-karoten, f-kriptoksantin narandzaste
Ivcopersicum
BCH Oneidium supresija gena Mecksantin, violaksantin Fula swetlo-Euta 192
[t Ch, movifollum supresifa gena - uta bela [36]
[ Iris gerimanica Lifium lancifolium Kapsantin, kapsorubin Iuta nijanse creens Ei5‘|
5. lycopersicum Liliam dancifolium Kapsantin, kapsantinu-slican futa narandiasta [101]
Wiolo cormuta Lilirrt kovacifolivm Kapsantin Huta narandiasta [96]

Tabela 1. Spisak gena i biljnih vrsta na kojima je dobijena promena boje cvetova putem geneticke modulacije biosinteze karotenoida.



Prvi podaci o uspednosti metaboli¢kog inZenjeringa biosinteze karotenoida dobijeni su po¢etkom ovog
veka, genetickom modifikacijom duvana, Nicotiana tabacum. Tada su Mann i saradnici [80] introdukcijom
gena za B-karoten-ketolazu (crtO) iz zelene alge Haematococcus pluvialisi dobili biljke koje su akumulirale
nove k-karotenoide, narocito astaksantin i to pre svega u nektarijama cvetova. Kao rezultat, bledo Zute ne-
ktarije postale su svetlo-crvene. Nekoliko godina kasnije, sli¢ne rezultate su dobili Ralley i saradnici [81] koji
su postigli sintezu astaksantina koristeci dva gena, 3,3'-B-hidroksilazu (crt2) i 4,4'-B-oksigenazu (crtW), iz
morskih bakterija roda Paracoccus. Nasuprot tome, transformacija N. glauca crtO genom iz cijanobakterija,
nije dovela do akumulacije astaksantina, ve¢ samo ketokarotenoida kao 5to su 4-ketolutein, ehinenone 3'-
hidroksiehinenon i 4-ketozeaksantin, koji predhode njegovoj sintezi [82]. Akumulacija astaksantina kod N.
glauca postignuta je tek uvodjenjem crtWi crtZ iz Brevundimonas sp. [83]. Ekspresijom ovih gena, endogeni
karotenoidi kao $to su B-karoten i zeaksantin, uspesno su konvertovani u keto-hidroksilne karotenoide,
ukljucujudi i astaksantin, Sto je osim promene boje cveta iz Zute u crvenu, izmenilo i boju listova, koji su u
fazi senescencije bili crveni. Sli¢ni rezultati su dobijeni nedavno i genetickom transformacijom ladoleza sa
belim cvetovima sa crtWi crtZ genima. Pokazano je da 16,5% ukupnih karotenoida u listovima pripada grupi
novosintetisanih ketokarotenoida. Takode, potvrdena je mogu¢nost nasledivanja ovih osobina na potomke
[84]. lako je ovim istrazivanjima potvrdena moguénost promene boje cveta ili njegovih odredenih delova
putem modifikacije biosinteze karotenoida, njihov cilj je prvenstveno bio demonstracija potencijala ove
metode za proizvodnju komercijalno i farmakoloski znacajnih ketokarotenoida, kao $to su kantaksantin i
posebno astaksantin, koji se u prirodi izuzetno retko akumuliraju u tkivima biljaka. Prva studija usmerena na
dobijanje novih boja cvetova ukrasnih biljaka putem modifikacije biosinteze karotenoida bila je transfor-
macija kultivara petunije sa bledo-Zutim cvetovima crtW genom poreklom iz Agrobacterium aurantiacum
[85]. U transgenim biljkama sintetisan je astaksantin, a u zavisnosti od stepena njegove akumulacije, boja
cvetova kretala se od tamno Zute pa sve do narandzaste. Slicno tome, Suzuki i saradnici [86] upotrebili su
crtWW da uvedu biosintezu astaksantina u Lotus japonicus. Transformisane biljke akumulirale su nekoliko novih
karotenoida u cvetovima, uklju¢ujudi i astaksantin, sto je promenilo njihovu prirodno Zutu boju u razlicite
nijanse narandzaste.

Pored geneti¢kog inzenjeringa sinteze astaksantina, jo$ jedna strategija manipulacije biosinteze ka-
rotenoida mozZe biti iskoris¢ena za promenu boje cvetova. To je ektopi¢na ekspresija gena za fitoen sintazu
(psy kod biljaka i crtB kod bakterija) u cilju povecanja ukupnog sadrzaja karotenoida. Kao 5to je navedeno
ranije, sinteza fitoena je kod mnogih vrsta limitirajuci faktor sinteze karotenoida i nivo ekspresije PSY u di-
rektnoj je korelaciji sa akumulacijom karotenoida. Ovaj pristup prethodno je upotrebljen u cilju poveéanja
sadrzaja karotenoida kod plodova paradajza, krtola krompira, lis¢a duvana i semena nekoliko biljnih vrsta
[87]. Najpoznatiji primer njegove uspesnosti je introdukcija gena biosintetskog puta 3-karotena (provita-
min A) u endosperm pirinca [88], koji je prirodno bele boje i ne sadrzZi karotenoide. Nasuprot tome, u se-
menima psy-crtl transgenog pirinca, pored povecanja nutritivhe vrednosti, doslo je i do promene boje u
zlatno-zutu (eng. ,golden rice”). Ove studije pokazale su da pojacana ekspresija gena za PSY ili CRTB u bilj-
kama moze rezultirati pove¢anom pigmentacijom i potencijalno dovesti do dobijanja novih nijansi cvetova.
Tako je ekspresija crtB gena poreklom iz Pantoea agglomerans, kod Iris germanica cv. 'Fire Bride’ dovela do
promene boje plodnika i cvetne dr3ke iz zelene u narandzastu, kao i prasnika i bazanog dela segmenta li-
stova iz bele u roze [89], a kod Fortunella hindsii Swingle za posledicu imala promenu boje cveta iz bele u na-
randzastu, kao i promenu boje korenova i opalih listova [90]. Sa druge strane, introdukcija 5 gena (za GGPS,
PSY, LCYB i CHYB preklom iz I. obscura i bakterijskog crtl), uprkos sintezi pigmenata zeaksantina i neoksan-
tina, nisu doveli do promene bele boje cvetova Ipomoea nil [59]. Ovaj izostanak promene boje potvrdio je
da koli¢ina akumuliranih karotenoida ne zavisi samo od ekspresije gena koji ucestvuju u njihovoj biosin-
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tezi, ve¢ i degradacije, koja je prvenstveno pod kontrolom CCD4. Zuta boja cvetova . nil dobijena je tek uti-
$avanjem gena za CCD4 ciljanom mutagenezom pomocu CRISPR/Cas9 sistema, kada je koli¢ina karotenoida
u kuni¢nim listovima povecana za 20 puta u odnosu na cvetove kontrolnih biljaka [60]. Isto tako, gotovo
potpunom supresijom ekspresije CCD4 uvodenjem dve sekvence CmCCD4aRNAI, boja cvetova kod kultivara
hrizantema‘Jimba’ promenjena je iz bele u Zutu [91]. UtiS8avanje gena, kao jos jedna efikasna strategija mo-
difikacije boje cvetova, primenjeno je i kod Oncidium ‘Gower Ramsey". SniZzavanjem ekspresije gena za [3-ka-
roten hidroksilazu (BCH) putem RNK interferencije, boja cvetova ovog varijeteta orhideja promenjena je iz
jarko Zute u svetlo Zutu boju, usled smanjenja koli¢ine neoksantina i violaksantina [92].

Jos jedan vazan faktor koji utice na akumulaciju karotenoida, a ¢ijom se manipulacijom moze postici iz-
menjena boja cveta, jeste esterifikacija ksantofila. Enzim koji katalizuje ovaj proces, ksantofil esteraza (XES),
prvobitno je indentifikovan analizom pyp7 (PALE YELLOW PETAL 1) mutanata paradajza, Cije cvetove karak-
teriSu potpuno odsustvo estara ksantofila, smanjena koli¢ina ukupnih karotenoida i nepravilan razvoj hro-
moplasta [93]. Znacaj esterifikacije ksantofila, takode je potvrden poredenjem svetlo zutih cvetova Petunia
hybrida i tamno Zutih cvetova njenog bliskog srodnika Calibrachoa hybrida, gde je pokazano da je nizak
nivo XES i slab afinitet prema trans-ksantofilima klju¢ni uzrok zbog koga cvetovi petunije nisu tamnije boje
[94]. Stavise, heterologna espresija XES poreklom iz Zutih varijeteta paradajza, nevena ili [pomoea obscura u
transgenoj petuniji pospesila je esterifikaciju ksantofila, stvaranje karotenoid-lipoprotein vezujucih struktura
u hromoplastima i uticala na ekspresiju endogenih gena biosinteze karotenoida - sto je povecalo koli¢inu
akumuliranih karotenoida u laticama i dovelo do tamnije obojenosti cvetova [95].

| kao posledniji u nizu, gen za kapsantin-kapsorubin sintazu (ccs) pokazao se kao korisno orude u cilju
promene boje cveta. Kapsantin-kapsorubin sintaza Zute pigmente anteraksantin i violaksantin prevodi u
pigmente koji daju crvenu boju, kapsantin i kapsorubin - dva ketoksantofila koji sadrze jedan, odnosno dva
neuobicajena k-prstena. To su glavni pigmenti crvene paprike i narandzastih ili crvenih cvetova nekoliko
pripadnika Lilium spp., a identifikovani su i kod nekoliko drugih vrsta kao $to su Aesculus i Berberis. Spisak svih
biljnih vrsta gde se sintetiSu ovi pigmenti prikazan je u [96]. Do danas klonirani i funkcionalno okarakteri-
sani su jedino ccs geni iz C. annuum [97] i Lilium lancifolium [98]. Efikasnost koriscenja ccs iz paprike poka-
zana je njegovom introdukcijom u N. benthamiana pomocu virusnog vektora, gde su listovi nakon
transfekcije promenili boju usled sinteze i akumulacije kapsantina u hloroplastima [99]. Isto tako, heterolo-
gna ekspresija nekoliko gena biosintetskog puta karotenoida, uklu¢ujuci ccs paprike, dovela je do akumu-
lacije zeaksantina, astaksantina i kapsantina u endospermu pirinca [100]. Sa druge strane, funkcionalnost ccs
gena iz L. lancifolium prvi put je pokazana u transgenom kalusu Iris gerimanica, gde je ekspresija Llccs pod
kontrolom konstitutivnog CaMV 35S promotora dovela do znac¢ajne akumulacije kapsantina i kapsorubina,
kao i promene boje iz zute u razli¢ite nijanse narandzasto-crvene [15].

Potencijal introdukcije, za cvet specifi¢nog, Llccs gena za modifikaciju biosinteze karotenoida pokazan
je i kod dikotiledonih biljaka koje prirodno akumuliraju prekursore kapsantina i kapsorubina. Preusmera-
vanje biosinteze karotenoida prema kapsantinu i kapsantin-slicnom karotenoidu kroz ektopi¢nu ekspresiju
Llccs gena pod kontrolom himernog promotora (E35S-PchsA), uspesno je primenjeno za promenu boje
cveta paradajza i prvi je primer promene boje cveta bilo koje biljne vrste genetickom modifikacijom bio-
sinteze kapsantina [101]. Za razliku od zutih cvetova netransformisanih biljaka, cvetovi transformisanog pa-
radajza bili su u razli¢itim nijansama narandzaste boje, a novosintetisani pigmenti detektovani su ne samo
u cvetovima vec i u listovima transgenih biljaka.

Sitnocvetna ljubicica, V. cornuta L. je prva i za sada jedina ukrasna biljna vrsta kod koje je izmenjena
boja cveta metaboli¢kim inzenjeringom kapsantina [96]. U tu svrhu korisceni su kultivari u ¢ijim cvetovima,



koji su prirodno zute boje, dolazi do akumulacije velikih kolicina ksantofila, ukljucujudi anteraksantin i vio-
laksantin - koji su prekursori kapsantina i kasporubina, ali prirodno ne dolazi do njihove biosinteze zbog
nepostojanja ccs gena. Nakon uspostavljanja efikasnog protokola za in vitro regeneracije za ovu biljnu vrstu
[102, 103], introdukcija i ekspresija Llccs pod kontrolom CaMV 35S dovela je do promene boje krunicnih li-
sti¢a cvetova iz Zute u nijanse narandzaste boje (Slika 2 b, e, h). Pokazano je da je ova promena nastala usled
akumulacije kapsantina, novosintetisanog pigmenta u hromoplastima transgenih biljaka, ¢ija je koli¢ina
bila proporcionalna nivou Liccs ekspresije [96]. Pored toga, istrazivanja koja su u toku, pokazuju mnogo in-
tenzivniju pigmentaciju hromoplasta pri ekspresiji Liccs pod kontrolom E355-PchsA promotora - gde je po-
jacani 35S promotor fuzionisan sa promotorom gena za halkon sintazu (chsA) Petunia hybrida, koji usmerava
cvet-specifi¢nu ekspresiju ovog gena - u odnosu na Liccs pod kontrolom konstitutivnog CaMV 35S (Slika 2
¢, f, i). Ovo ukazuje da se povecanje sinteze kapsantina i/ili kapsorubina (kao i drugih karotenoida) radi po-
stizanja intenzivnije obojenosti cvetova moze postici pazljivim odabirom promotora, medu kojima oni tki-
vno specifi¢ni mogu predstavljati najpodesnije kandidate.

wit 358-Lices PchsA-Llccs

Slika 1. Promena boje cvetova sitnocvetne ljubicice (Viola cornuta) nastala usled ektopijske ekspresije gena za kapsantin-kapsorubin sintazu poreklom iz cvetova
ljiljana. (a) Cvet netransformisane biljke, wt-divlji tip; (b, c) Cvetovi transformisanih ljubicica dobijenih posle genetic¢kih transformacija pod kontrolom 35S (b) i 355-PchsA
promotora (c); (d) Detalj donjeg kruni¢nog listi¢a netransformisane biljke i (e, f) transformisanih ljubicica dobijenih posle geneti¢kih transformacija pod kontrolom 35S
(e) i 355-PchsA promotora (f); (g) Celije abaksijalne strane kruni¢nih listica netransformisane biljke i (h, i) transformisanih ljubicica dobijenih posle genetickih transfor-
macija pod kontrolom 35S (h) i 355-PchsA promotora (i) gde se moze uoditi akumulacija novosintetisanog pigmenta u hromoplastima. Barovi: a-c, 10 mm; d-f, 1 mm; g-

i, 10 m.
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Na kraju, mora se posebno naglasiti, da se samo kod malog broja biljnih vrsta prirodno sintetisu kap-
santin i/ili kapsorubin [96,104]. Prirodni izvori hrane koji sadrze ova dva k-ksantofila gotovo da su ograniceni
na plodove paprike i njihove produkte. Zbog znacaja za zdravlje, kao $to su snazna aktivnost uklanjanja ak-
tiviranog kiseonika i inhibicija peroksidacije lipida slobodnim radikalima [105] kao i potencijalna antitu-
morska aktivnost, kapsantin i kapsorubin su odli¢na ciljna grupa za geneticki inZzenjering razlicitih biljnih
vrsta kao izvora za proizvodnju ovih metabolita, kao i poljoprivrednih kultura u cilju poboljsanja njihove
nutritivne vrednosti.

ZAKLJUCAK

Promena boje cveta metaboli¢kim inzenjeringom biosintetskog puta karotenoida je relatvno novo
i do sada nedovoljno istrazeno polje biotehnologije ukrasnih biljaka. lako su geneticke manipulacije karo-
tenogeneze koje prvenstveno nisu bile usmerene na promenu pigmentacije, potvrdile moguénost promene
boje cveta kako uvodenjem novih, tako i pove¢anom ekspresijom ili utiSavanjem postojecih gena, ona je do
sada dokumentovana za svega nekoliko ornamentalnih vrsta. Pored toga, najjednostavnija manipulacija
biosintezom karotenida pomocu jednog gena najéesce ne dovodi do intezivne promene u akumulaciji ka-
rotenoida (a time i intenzivne promene obojenosti cvetova). Povecanje njene efikasnosti, gotovo izvesno,
zahteva introdukciju viSe gena i njihovu ekspresiju na jedan koordinisani nacin, $to u metaboli¢kom inze-
njerstvu biljaka predstavlja poseban izazov.

Geni i enzimi u biosintetskom putu karotenoida opsezno su proucavani poslednjih 20 godina, medu-
tim, regulacija, skladistenje i degradacija karotenoida u biljkama, a posebno u cvetovima, ostaje da se u
potpunosti razjasni. lako su istrazivanja na klasi¢nim model-sistem biljakama, poput arabidopsisa, duvana
ili paradajza, pruzila osnovna znanja o razli¢itim aspektima metabolizama i regulacije karotenoida, za ne-
koliko regulatornih gena i enzima, a posebno veliki broj faktora transkripcije, pokazalo se da snazno uti¢u
na biosintezu i akumulaciju karotenoida kao odgovor na metabolicke, razvojne i sredinske signale. Pozna-
vanje njihovog mehanizma delovanja i manipulacija ovim faktorima moze biti klju¢na za dugoro¢ni uspeh
u metabolickom inzenjeringu biosintetskog puta karotenoida.
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