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Ekspresija gena za ribozom-inaktivirajuéi protein (SoRIP2 kao marker za analizu

embriogenog potencijala spanéa (Spinacia oleraced.. cv. Matador) in vitro

REZIME

Somatska embriogeneza je indukovana iz apikal@ignienata lateralnih korenova
span&a (Spinacia oleracea L.) sorte "Matador”, gajenih u uslovima vitro na
indukcionom Murashige & Skoog medijumu koji je saaty 20 pMa-naftilsircetnu kiselinu
(NAA) i 5 pM giberelnu kiselinu (G4). Embriogeni potencijal je testiran na 30 nasinoi
odabranih klijanaca. Rezultati ukazuju da je regameni potencijal individualnih klijanaca
bio vrlo varijabilan; sa frekvencom regeneracipt @3% do 100% i progaim brojem
somatskih embriona (SE) po eksplantatu od 0.009.86. Samo 4 od 30 linija su imale
visoku frekvencu regeneracije (85-100%), sa ukupB@-347 SE regenerisanih sa 30
ods€&aka korenova tokom 12 nedelja gajenja. Tokom prubkglture (4 nedelje)
regenerisala je samo jedna linija. Rezultati ukazig su jedinke sa visokim regenerativnim
potencijalom retke u populaciji sorte "Matador".

SE izolovani sa korenova istog klijanca su gajeao kedna linija na medijumu sa
5 uM kinetinom. Sa klijanaadji su korenovi korigeni za indukciju regeneracije paralelno
su izolovani i apikalni pupoljci i gajeni pojedifreo, u epruvetama na medijumu bez
regulatora rastenja (BRR). Biljke koje su se razval apikalnih izdanaka klijanaca i iz SE
su se samooprasile i dale semena u uslowmatro. Na ovaj néin, samoopldenjemin
vitro i isklijavanjem sakuplijenog semena, dobijene sgederacije potongkih klijanaca
oznaenih kao $S,; Korenovi ovih klijanaca su koi&ni za indukciju regeneracije SE i
njihov embriogeni potencijal je upalen sa roditeljskim. Embriogeni potencijal BS;
linija je bio takale vrlo varijabilan. Selekcijom potomstva sa né&jue embriogenim
potencijalom dobijene su tri3Si jedna S linijja sa izuzetno visokim embriogenim
potencijalom, koji je bio 33-53 puta&ies odnosu na majku-biljku. Frekvenca regeneracije
ovih linijja se kretala oko 100%, a sa 30 fragmenateenova je izolovano ukupno
1339-2181 SE po klijancu tokom 12 nedelja. Svejdirsu regenerisale tokom prve
subkulture, 2-4 nedelje ranije u odnosu na rodikeljliniju. Fragmenti korenova izolovani

sa biljaka koje su se razvile iz SE (regeneranti)irsali slican regenerativni kapacitet



klijancu sa kog su indukovani. Ova istrazivanjgpeiazala snazan uticaj genotipa na nivou
individue na embriogeni potencijal spéaaa

U daljim istrazivanjima je testiran uticaj svetliosigzogenih giberelina (GA) na
genetéki identicnom materijalu, da bi se eliminisao uticaj genotipa procenu
embriogenog potencijala. Svetlost u smislu trajgfgéoperiod) i gustine fluksa fotona je
zna&ajno uticala na efikasnost somatske embriogendzsplé&ntati svih testiranih linija su
pokazali véi embriogeni potencijal u uslovima dugog dana (OBh svetlost) nego u
uslovima kratkog dana (KD, 8h svetlost), dok je @ 40 linijja regenerisalo samo u
uslovima DD. Osim toga, regeneracija je zap@ala oko 4 nedelje ranije u uslovima DD.
Maksimalan embriogeni potencijal kod svih testiraliija je zabeleZzen pri gustini fluksa
fotona od 100 pmol/(fs).

Egzogeni giberelini (GA i GAsz) su takde zn&ajno uticali na embriogeni
potencijal, pricemu je GA imao izrazeniji efekat na indukciju somatske emppeneze od
GA;. Vedina linija nije regenerisala u odsustvu GA, a uustieu GA i u mraku je
regenerisala samo jedna linija sa izuzetno niskimbreogenim potencijalom. Pokazan je
snazan sinergistki uticaj auksina (NAA), GA i svetlosti na indukgij somatske
embriogeneze spafm Nedostatak bilo kog faktora je izazivao velikidpembriogenog
potencijala eksplantata.

Najveti broj linija dobijenih u ovom radu su imale stanlembriogeni potencijal
tokom ogranienog vremenskog perioda, najviSe godinu dana.ju skiratenja perioda za
procenu regenerativnog potencijala pojedmia linija, razvijen je model-sistem za brzu i
preciznu determinaciju embriogenog potencijalacgmgem ekspresije gena koji kodira
ribozom-inaktivirajiéi protein spané (SoRIP2. Ekspresija ovog gena je bila na niskom
bazalnom nivou u korenovima spéagpod neinduktivnim uslovima, da bi bila 285 puta
veca u globularnim SE i zatim opala na nivo kontroleSE>5mm na kotiledonarnom
stupnju razwa. EkspresijaSoRIP2 je analizirana 4 nedelje od ¢mika indukcionog
tretmana, pre nego Sto se SE moguwitugpomolu stereomikroskopa. Za procenu
embriogenog potencijala kod istih linija konvenabmom kvantifikacijom bilo je potrebno
12 nedelja. Pokazan je visok stepen pozitivne keijel (F=0.81) izmeéu ekspresije

SoRIP2i embriogenog potencijala, Sto ukazuje da se rek§p SORIP2moze uspesno



koristiti za procenu embriogenog potencijala spana8 nedelja ranije nego
konvencionalnom metodom.

Izolovani apikalni ods&i korenova sparta su sposobni za percepciju svetlosti i
biosintezu GA posle 4 nedelje tretmana. Analizorspeésije kljgnih gena za anabolizam
(SoGA20-0x1 SoGA3-ox]i katabolizam $0GA2-0xL GA, u eksplantatima korenova pod
induktivnim uslovima je pokazano da je embriogeoiepcijal u korelaciji sa supresijom
gena za anabolizam GA i indukcijom ekspresije geaakatabolizam GA. Kod linija
spanda sa viSim embriogenim potencijalom je ¢apa izrazenija supresija gena za
anabolizam GA. Ova analiza ukazuje da je interakaijksina, svetlosti i egzogenih GA
uzrokovala pokretanje katabolizma GA i da je emigid potencijal u korelaciji sa ovim
fizioloSkim stanjem eksplantata. Rezultati ovogarath dobra osnova za dalje istrazivanje
molekularnog mehanizma indukcije somatske embriegen upotrebom kolekcije

genotipova i model-sistema koji je razvijen tokowihastrazivanja.

Klju éne refi: Spinacia oleraceagenotip, somatska embriogeneza, fotoperiod, it
svetlosti, gibereliniSORIP2 SoGA20-0x1S0GA3-0x1S0GA2-ox1 molekularni markeri,

ekspresija gena.
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Expression of gene encoding ribosome-inactivatingptein (SoRIP2 as a marker for
the analysis of spinach$pinacia oleraced.. cv. Matador) embryogenic potential in
vitro

ABSTRACT

Somatic embryogenesis was induced from apical @estof the lateral roots of
spinach seedlingsSgpinacia oleraced.. cv. Matador), cultivateéh vitro on Murashige &
Skoog induction medium supplemented withu®0a-naphthaleneacetic ac{tlAA) and 5
uM gibberellic acid (GA). The capacity for somatic embryo formation wasteéd in 30
randomly chosen seedlings (lines). Results indit#tat the regeneration potential is very
variable among the seedlings, with the frequencyegkneration ranging from 0.3% to
100% and the mean somatic embryo (SE) number geamxranging from 0.001 to 9.96.
Only 4 out of 30 lines displayed high regeneratimguency (85-100%), with the total
number of 227-347 SEs regenerated from 30 rootosecover a 12-week period. Only one
line regenerated during the first subculture (4 ks@eResults indicate that the lines with
high embryogenic potential are very rare within plogulation of cultivar "Matador".

SEs isolated from a single seedling were maintaased line on medium with 5uM
kinetin. Apical shoots, isolated from the same Begsd, which have been used for the
induction of regeneration, were cultivated sepdyaia test tubes, on plant growth
regulator-free medium. Plants derived from seedlirapical shoots and SEs flowered,
seltfertilised and set seeds vitro. Thus, four generations of descendent seedlings,
designated as155,, were obtained by self-fertilisation and germioatiof the collected
seeds invitro. Roots of these seedlings were used for the immlucf SE regeneration and
their embryogenic capacities were compared to palrénes. The embryogenic capacities
of §; and $ lines were also very variable. By selection obpffng with high embryogenic
response and through further cycles of self-fedtion, three $and one $line with
extremely high embryogenic capacities;33fold higher than in the mothpfant, were
obtained. The regeneration frequencies of theses lwere approximately 100%, and
13392181 SEs were isolated from 30 root sections pelegy over a 12-week period. All
lines regenerated during the first subculture, a@dweeks earlier compared to parental

lines. Root sections of plants regenerated from (Bfenerants) exhibited similar



regeneration capacity as the respective seedlmm fwhich they originated. The results
indicate that the regeneration capacity of spinadtrongly influenced by the genotype at
the individual plant level.

In further studies, the impact of light and exogengibberellins (GA) was tested
on genetically identical material in order to elvaie the influence of the genotype on the
assessment of the regeneration capacity. Lighteims of duration (photoperiod) and
photon flux density, significantly affected the ieféncy of somatic embryogenesis.
Explants of all tested lines exposed to long dayddmns (LD, 16h light) showed higher
embryogenic capacity compared to those exposeldait day conditions (SD, 8h light). In
addition, 7 out of 40 lines regenerated only witD,Land the regeneration started
approximately 4 weeks earlier with LD than with SChe highest embryogenic capacity
was recorded at 100pni@h®s) in all tested lines.

Exogenous GA (GAand GA) significantly affected embryogenic capacity adlwe
with GAs beeing more effective than GAMost of the lines did not regenerate in the
absence of GA, while in the absence of both GA lagid, only one line regenerated, but
with extremely low embryogenic capacity. Strong exgistic influence of auxin (NAA),
GA and light on the induction of somatic embryogaadias been demonstrated. The lack
of any of these factors caused a sharp decredke ekplants' embryogenic capacity.

The vast majority of lines obtained in the presstidy displayed a stable
embryogenic capacity during a limited period ofdina maximum of one year. In order to
shorten the period of individual lines' embryogecapacity assessment, a mesigtem
for rapid and precise determination of embryogeoapacity was developed. This
modetsystem included the monitoring of expression of eney encoding spinach
ribosome-inactivating proteinrSORIP2. The expression of this gene was at a low basal
level in the roots grown under non-inductive coiotis, and it increased 285-fold in
globular SEs, but then dropped to the control lewehe cotyledonary stage (SEs>5mm).
The expression oSoRIP2was analyzed 4 weeks following the start of thdugtion
treatment, before SE could be seen with the aid sfereomicroscope. Using the same
lines, the determination of embryogenic capacitycbyventional quantification took 12

weeks. A high positive correlation®6.81) between the expression ®6RIP2and the



index of embryogenic capacity was demonstrated. rékalts indicate that the expression
of SoRIP2could be successfully used to evaluate the reggoarcapacity of spinach, even
8 weeks earlier than by the conventional method.

Isolated apical root sections of spinach were ciapablight perception and GA
biosynthesis following 4 weeks of treatment. Theression of the key genes involved in
GA anabolism $0GA20-oxland SoGA3-ox)] and catabolism3oGA2-ox]}, tested under
inductive conditions, revealed that the embryogego#pacity correlated with the
suppression of GA anabolism and the induction of éafabolism. The more pronounced
suppression of GA anabolism was observed in lings ligher embryogenic capacities.
The analysis suggested that the interaction ofreiXight and exogenous GA promoted
GA catabolism and the embryogenic capacity cordlatith this physiological state of the
explants.

The results of this thesis are a good basis fahéurresearch on the molecular
mechanism underlying the initiation of somatic eydgenesis, using the collection of

genotypes and the model-system developed duriegekearch.

Key words: Spinacia oleracea genotype, somatic embryogenesis, photoperiodt lig
intensity, gibberellinsSoRIP2 SoGA20-0x1S0GA3-0x1SoGA2-ox1molecular markers,

gene expression.
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1.Uvod

1. uvoD

Biotehnologija biljaka integriSe dve velike obladkulturu biljnih ¢elija, tkiva i organa i
genettko inzenjerstvo (Vasil, 2008). Poslednjih nekolitecenija ova oblast je dozivela
izuzetnu ekspanziju, razvivsi se od &iang fenomena u tehnologiju sa Sirokom pratdim
primenom. Sve ovo je bilo moge zahvaljujdi snaznom napretku metoda za indukciju
morfogenezen vitro, koje su omogtile regeneraciju celog biljnog organizma iz jedne
celije (Vasil, 2008).

1.1. Morfogenezain vitro
Totipotentnost je sposobnost biljdelije da se dediferencira, deli i regeneriSe organe
embrione ili ceo biljni organizam. Ova osobina j®jstvena samo biljningelijama, a
uacio ju je Haberlandt 1902. godine (Haberlandt, 19G@)ncept totipotentnosti se najpre
odnosio na svéelije trajnih tkiva, osim onih visoko specijalizavia. Medutim, poslednjih
godina je pokazano da je totipotentnost ogramh na specifne tipovedelija, kao Sto su
celije zatvargice stoma, bazalnéelija trihoma iéelije pericikla korena (Duclercat al,
2011). Na totipotentnosti biljneelije se zasniva éna puteva regeneracije vitro.
Morfogenezan vitro predstavlja regeneraciju organa ili celog biljrayganizma iz
organa majke-biljke. U zavisnosti od tipa ekspltnta n&ina na koji se regeneranti
formiraju razlikuju se: mikropropagacija, organogea, somatska embriogeneza i
somatska hibridizacija. Mehanizam totipotentndstip ni to kojimc¢e putem regeneracija
krenuti, joS nije razjasSnjen (&t al, 2011.), mada se kod nekih biljnih vrsta morfagen
moze usmeravati ka organogenezi ili somatskoj esgkriezi jednostavnom manipulacijom
sadrzaja &ra i biljnih regulatora rastenja (BRR) u mediju(@harriére & Hahne, 1998).
Osim toga, neretko se procesi organogeneze pupoljagmatske embriogeneze deSavaju

paralelno u istom eksplantatu (Zdravketiora¢ & NeSkovi, 1999).

1.1.1. Mikropropagacija
Mikropropagacija u Sirem smislu diepodrazumeva svaki f@ razmnozavanja

biljaka in vitro. Ipak, termin mikropropagacija se &&fe ograntava na razmnozavanje
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1.Uvod

vrhova apikalnih i aksilarnih pupoljaka. Kao eksp& koristi se apikalni meristem sa bar
dve najmlde primordije lista, jer bez njih vegetaciona kuganmoze da se razvije, &#daje
samo nediferencirano kalusno tkivo. Ovim postupkmjava somaklonalnog variranja je
svedena na minimum, jer se razmnozavajd fgrmirani meristemi, koji su genéki
relativno stabilni. Mikropropagacija omogava umnozavanje gengki identicnih jedinki i
koristi se za propagaciju elitnih genotipova. Minige (1974) je prvi definisao tri koraka
kojima se najese sprovodi mikropropagacija, a Debergh & Maene {3984 dodali i
cetvrti: uspostavljanje asepie kulture, multiplikacija, oziljavanje i pripremaa

aklimatizaciju i aklimatizacija biljaka.

1.1.2. Organogeneza

Za razliku od mikopropagacije, kojom se podistrazvie prethodno formiranih
primordija pupoljaka, pod organogenezom se podrzarde novoobrazovanje pupoljaka
(kaulogeneza) i korenova (rizogeneza) iz nemeriskdmtkiva. Kada se regenerisani
pupoljci formiraju, oni se mogu dalje razmnozZavaiisti n&in kao i apikalni i aksilarni
pupoljci. Organogeneza podiau postanka moze biti direktna ili indirektna. doektne
regeneracije dolazi kad eksplantat sadrzi predetéamecelije, koje imaju sposobnost da
se dele i formiraju meristeme odmah po ulasku c¢elijski ciklus. Kad nema
predeterminisanilielija, ¢elije eksplantata se dediferenciraju keéetijske deobe, pre nego
Sto steknu sposobnost formiranja meristema. Maenispripoljka se n&p&e formiraju na
povrsini kalusa, a meristemi korenovadalija koje leze dublje u kalusu. &tak pupoljka
u kalusu indukuje na svojoj osnovi prokambijalnypou, koja se moze povezati sa
vaskularnim elementima u kalusu. Po ovoj anatomkkagkteristici regenerisani pupoljci
se razlikuju od somatskih embriona.

JoS su Skoog & Miller (1957) di da odnos auksina i citokinina odige put
organogeneze i raza biljnih ¢elija. Visak auksina u medijumu indukuje rizogeneau
viSak citokinina kaulogenezu, dok u pribliznim kentracijama izazivaju pojavu kalusnog
tkiva (kalogeneza). Kaulogeneza se odvija u triefat) dediferencijacija ili sticanje
kompetencije za regeneraciju, 2) indukcija ili detmacijacelija za formiranje meristema i

3) morfogeneza organa, koja se deSava i bez prslBRR (Christianson & Warnick,
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1983). Poslednjih godina preovladava stav da jpdt#ncija ograriena na specifne
tipove ¢elija, od kojih su najbolje pra@enecelije pericikla korena arabidopsi¢Buclercq

et al, 2011). Pokazano je da &elije pericikla blisko postavljene ksilemu pluripotne, jer
mogu da regeneriSu meristeme korena i pupoljakad@fleet al, 2007; Attaet al, 2009;
Sugimotoet al, 2010). Tokom kultivacije na medijumu bogatom sinkm,celije pericikla
korena formiraju tvorevine nalik kalusu, koje nigwavi kalusi, vé imaju mnoge
karakteristike meristema lateralnih korenova (Adtaal, 2009). Sugimoteet al (2010)
smatraju da je ektofma aktivacija programa raza lateralnih korenova opsti mehanizam
za formiranje kalusa iz ragltih biljnih organa, jer kaluse nije bilo moégi indukovati iz
bilo kog biljnog organa mutanata koji su izgubilposobnost formiranja lateralnih
korenova. Osim toga, primordije lateralnih korenowa zahtevaju preinkubaciju na
medijumu bogatom auksinom, &émaju sposobnost kaulogeneze na medijumu bogatom
citokininom (Attaet al, 2009). Na osnovu ovih zapazanja se smatra desplamtatima
postoje predeterminisarilije koje nastaju od meristemoida i nalaze se pexiicnom
stadijumu kompetencije, pa se mogu deliti i forrmikalus ide novopupoljke.

Celije u indukovanom stanju, koje imaju kompetencia organogenezu, su
relativno nediferencirane u odnosu na neindukovateije nekompetentne za
organogenezu. Miitim, proces formiranja kalusa ne predstavlija rg@miranje do
bazalnog ili embrionalnog nediferenciranog stakgo se ranije smatralo (Attet al,
2009; Sugimotet al, 2010).

Istrazivanja procesa kaulogeneze ukazuju da senaajniji dogaiaji u regulaciji
ovog procesa deSavaju na ranim stupnjevima i padrazaju kombinovan uticaj
transdukcije signala, koju pokwe BRR, i kontrole transkripcije (Attaet al, 2009;
Sugimotoet al, 2010). Interakcijagng.cross-talk) izméu auksina i citokinina oddeije de
novo inicijaciju meristemskih ili "stem'¢elija. Preinkubacija eksplantata na medijumu
bogatom auksinom indukuje kompetencielija, za koju je neophodno uspostavljanje
gradijenta auksina u kalusu (Gordomet al, 2007; Pernisovaet al, 2009).
Prostorno-vremenski gradijent auksina, uspostavijegovom koordinisanom biosintezom
i polarnim transportom, omogava odgovor na citokinine u sleag fazi de novo

kaulogeneze (Chengt al, 2013). U sled&j fazi, na medijumu bogatom citokininom,
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dolazi do formiranja identiteta organa i do morfogee apeksa izdankang.Shoot Apical
Meristem - SAM). Interakcija auksina i citokininakyete regulatornu mrezu transdukcije
signala i aktivnost transkripcionih faktora, kojankroliSe uspostavljanje i odrzavanje
SAM.

Poretenjem ekspresije gena u fragmentima korenova aspbigia tokom rane faze
kalogeneze, kaulogeneze, rizogeneze i prolongirkalegeneze uno je zn&ajno
reprogramiranje ekspresije gena (Céteal, 2006). Tokom rane faze indukcije kalusa
detektovana je povana ekspresija gena ukipnih u remodelovanje hromatina i
transkripcionih faktora, dok su se pri prolongirpkalogenezi dominantno eksprimirali
geni koji odgovaraju na stres. Tokom rane kaulogenpre pojave primordija pupoljaka,
detektovana je povana ekspresija gena koji odgovaraju na osmotskisstgena za
metabolizam giberelina i transkripcione faktore.cklma je i povéana ekspresija gerigi
su proizvodi ukljgeni u fotosintezu, poSto u ovoj fazi pupoljci¢pgu da zelene. Tokom
rane rizogeneze su se eksprimirali geni spatifza razwe korenova, povezani sa
formiranjemcelijskog zida i raz\diem provodnih elemenata.

| pored velikog napretka u razumevanju molekularniiehanizama indukcije
kaulogeneze, mnogi aspekti ovog procesa, poselkatciteantnost prema regeneraciji, jos
uvek nisu razjasnjeni (Mottet al, 2014). Nazalost, veliki broj biljnih vrsta odptu od
gore opisanog obrasca indukcije organogeneze, &bgg se procedure za regeneraciju i

dalje emirijski odrduju.

1.1.3. Somatska embriogeneza

Somatska embriogeneza je proces diferenciranjats&ingelija u embrione, kroz
seriju karakteristinih morfoloskih stadijuma: globularni, srce, torped kotiledonarni,
sli¢no zigotskoj embriogenezi (Zimmerman, 1993; Schratdil, 1997; Von Arnolcet al,
2002). Ova pojava je izuzetno retka u prirodi. Zmpe je na marginama listova
Bryophyllum sp.(Yarbrough, 1932) iMalaxis sp (Taylor, 1967), a moZe nastati i
apomiksisom iz neopltene jajnetelije ili iz materinskog tkivgKoltunow & Grossniklaus,
2003)
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1.1.3.1. Sliénosti i razlike izmedu zigotske i somatske
eriogeneze

Postoje velike stinosti izmeiu razvia zigotskih i somatskih embriona (SE), kako
morfoloski tako i biohemijski (Schmigit al, 1997; Cui & Dai, 2000; Chen & Lai, 2001).
Slicnost se ogleda u tome, Sto se jedela (zigot ili somatsk&elija) razvija u embrion
koji predstavlja novu individuu. Osim togagdv na inicijalnom stupnju u zigotu i
embriogenoj somatskagliji se uspostavlja polarnoéelije (Dodemaret al, 1997)i u oba
tipa embriona se eksprimiraju odeni speciféni geni(Schmidtet al, 1997).

Razlike izm@u somatskih i zigotskin embriona se javljaju usleaklicitog
okruZzenja u kojem se embrioni razvijaju (Dodenenal, 1997). Osim toga, zigot je
prirodno embriogenacelija, dok je kod somatskihcelija neophodno indukovati
kompetenciju za somatsku embriogenezu (Dodeptaal, 1997). Zigot se kod v@e
biljnih vrsta deli nejednakom deobom, a pozicijaomastalinéelija odreiuje njihovo dalje
razvice i funkciju u embrionu. Apikalno-bazalna osovingyota se formira we na
dvocelijskom stupnju razéla zahvaljujdi transportu auksina iz bazalne u apikatmliju
(Friml et al, 2003). Gradijent auksina kod arabidopsisa ugpdat transporter auksina
"PINFORMED" PIN7, koji je lociran apikalno u plazm@embrani bazalnéelije. Apikalna
c¢elija daje embrion, a bazalna suspenzor (etual, 1993). Suspenzor je zZigan za
pravilno formiranje embriona, ukfujuéi i uspostavljanje njegove polarnosti (Ueslaal,
2011), pozicioniranje embriona unutar semena i elm@nje hranljivin materija i hormona
(Cionini et al, 1976). Kasnije tokom raza PIN7 zamenjuje PIN1, koji obrazuje gradijent
auksina na suprotnom polu, potreban za specifikdwdizalnog pola korena (Friret al,
2003). Za razliku od zigota, pozicija ravni deolmmnatskih embriogeniltelija je vrlo
varijabilna (Mordhorset al., 1997), a suspenzor se moze ali i ne mora raZfatiunget al,
1996; Supenat al, 2008; Sorianet al, 2014). Méutim, somatski embrioni se normalno
diferenciraju i kad se embrioger®lija podeli jednakom deobom, a suspenzor se ne
formira (Soriancet al, 2014).

Mada zigotski, somatski, haploidni i embrioni néis@pomiksisom nastaju iz
razlicitih tkiva i bivaju aktivirani raziitim stimulusima, mnogi istrazi¢a smatraju da je

isti signalni put prisutan kod sva tri procesa rggranijem stupnju njihove indukcije
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(Mordhorstet al, 1997; Lotanet al, 1998; Koltunow & Grossniklaus, 2003), Sto je u
skladu sa najnovijim saznanjima o molekularnim nm&raima koji leze u osnovi ovih
procesa, @emuce kasnije biti viSe 1@.

PosSto najeXe nastaju ukrStenim oplenjem, zigotski embrioni zati na istoj
majci-biljci se genetki medusobno razlikuju, kao i u odnosu na majku-biljka #&zliku
od njih, somatski embrioni su geridiidenticni biljnom organizmu iz koga su indukovani.
Zbog toga je somatska embriogeneza superioran lodakog propagiranja elitnih

genotipova.

1.1.3.2. Indukcija i razvi ¢e somatskih embriona

Somatsku embriogenezn vitro su prvi put opisali Reinert (1958) i Stewatal
(1958) kod Sargarepe. Od tada je somatska embeagdandukovana i opisana kod velikog
broja biljnih vrsta (Von Arnold, 2002).

Somatska embriogeneza se odvija kroz dve fazekaidu ekspresiju. Tokom faze
indukcije, somatskeelije stcu kompetenciju za somatsku embriogenezu i proidgrj
dok se tokom faze ekspresije embriogei@ije diferenciraju u somatske embrione
(Jimenez, 2001). Smatra se da su ove dve faziisobno nezavisne i da na njihcuti
razliciti faktori (Jimenez, 2001). Kompetentréelije su prelazan oblik od somatskog ka
embriogenom stanju, koje joS uvek zahteva egzogemeiluse (Tooneeet al, 1994), dok
embriogenecelije imaju sposobnost regeneracije embriona bezoganih stimulusa
(Komamineet al, 1992). Embrion moze nastati iz jedne ili videlija (Williams &
Maheswaran, 1986).

Somatska embriogeneza moze biti direktna ili indita. Tokom direktne somatske
embriogeneze, embrioni regeneriSu direktno iz ihljorgana, protoplasta ili mikrospora
(Williams & Maheswaran, 1986). Smatra se da doktlre somatske embriogeneze dolazi
kad su u eksplantatu &grisutne proembriogene kompetentsdije, koje zahtevaju samo
neznatno reprogramiranje ekspresije gena (Willerds&cheres, 2004). Tokom indirektne
somatske embriogeneze najpre dolazi do formirapjasia na eksplantatima, a zatim iz
kalusa regeneriSsu somatski embrioni. Tokom ovogcesa dolazi do zdajnijih

epigenettkin promena celije stcu kompetenciju za somatsku embriogenezu tek pasée v
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ciklusa ¢elijskih deoba (Willemsen & Scheres, 2004). ddeém, neka istrazivanja su
pokazala d&elijska deoba nije esencijalna za reprogramiraajeembriogeni put razéa,
npr. kada je proces somatske embriogeneze indukimgdotnim stresom (Kikuchet al,
2013).

U kalusu se miu krupnim, vakuoliziraniméelijama, zapazaju embriogerelije
koje su sitne, imaju krupno jedro i citoplazmu¢esto su odvojene debljim zidom bez
plazmodezmi (Fransz & Schel, 1991; Duditsal, 1991; Somlevat al, 2000; Pasternadt
al., 2002). Takvecelije su ozné&ne kao kompetentne za somatsku embriogenezu.
Medutim, mada su ovo n&%e morfoloSke osobinéelija kompetentnih za somatsku
embriogenezu, vizuelizacijomn vivo je pokazano da oweelije mogu imati raztit oblik,
pa se ne mogu identifikovati samo na osnovu mogiq Toonenret al, 1994; Schmidet
al., 1997).

Posle nekoliko deoba kompetentridglija, formira se globula od veg brojacelija
ekvivalentna globularnom embrionu ili se formirm@mbrionalna masa gem se obodu
nalazi vise malih globularnih embriona. Kako jemerszor kod somatskih embriona veoma
redukovan, pretpostavlja se da proembrionalna nras@e preuzeti njegovu ulogu.
Somatski embrioni se od regenerisanih pupoljakdiktgg po rano uspostavljenoj
bipolarnosti i po tome Sto koren ne obrazuje vemkuwl vezu sa kalusnim ili materinskim
tkivom. U stadijumu torpeda somatski embrioni nekilinih vrsta su sposobni da klijaju
pod povoljnim uslovima, za razliku od zigotskih kejovom stadijumu zahtevaju obavezan
prolaz kroz fazu sazrevanja i dormancije (Dodewtsal., 1997).

Cesta je pojava da se na primarnom embrionu razwga broj sekundarnih
embriona (Thomast al, 1976.). Ta pojava je cikina i naziva se sekundarna, rekurentna
ili repetativha somatska embriogeneza. Sekundaonaatska embriogeneza omaégua
umnozavanje somatskih embriona i amplifikaciju sE somatske embriogeneze.
Somatski embrioni na najmiden stupnjevima razéa nage&e imaju najvéi potencijal za
sekundarnu somatsku embriogenezu (Gaj, 20@di¢ et al, 2005; Nair & Gupta, 2006;
Zdravkovi-Koraé et al, 2008).
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1.1.3.3. Mehanizam indukcije somatske embriogeneze

Vecina, ako ne i svi tretmani koji indukuju somatskalgiogenezu utu na balans
auksina uceliji (Fehéret al, 2003). Smatra se da egzogeni auksiniuutia stvaranje
gradijenta koncentracije auksina u eksplantatinda, je upravo to jedan od kéjnih signala
za sticanje embriogene kompetencije (Thonetsal, 2002; Jimenezet al, 2005).
Asimetricna distribucija auksinapre nego njegov apsolutni nivopokr&u deobu
embriogene&elije i inicijaciju somatske embriogeneg@hiappettaet al, 2009).Ponovno
uspostavljanje polarnostielija je jedan od vaznijih dodaja koji prethode somatskoj
embriogenezi. Jedan od mehanizama za kontrolu tzssp@sja polarnosti je kretanje
auksina u tkivu koje okruzujeeliju (Williams & Maheswaran, 1986). Polarizacija
transportera auksina odiige formiranje gradijenta i smer protoka auksinar{Bovéet al.
2003; Petrasek & Friml 2009). Transport auksingogel kontrolom influks simportera
"AUXIN RESISTANT1/LIKE AUX1" (AUX1/LAX) i efluks transportera PIN i
"ABCB/P-GLYPROTEIN" (PGP) (Petrasek & Friml 2009)pravo ovaj transport zavistan
od diferencijalne distribucije auksina je ktdn za raz\ie somatskih embriond/aznost
asimetréne distribucije auksina podrzavani vivo vizuelizacija pPIN1::PIN1-GFP tokom
de novo morfogeneze somatskih embriona (Zhao, 2008).dude, histohemijskom
imunolokalizacijom je pokazano da akumulacija in8dircetne kiseline (IAA) nije
ograntena samo n&telije zaetnice somatskin embrion@&urcynska et al, 2007;
Chiappettaet al, 2009). Zato se veruje da je puls auksina potrasov za pokretanje
¢elijske deobe, ali da je potreban i dodatni, jo8kumepoznat, signal da pokrene taj proces
samo u nekiméelijama. JoS uvek nije jasno da li je lokalizovaseumulacija auksina
posledica njegovde novosinteze ili redistribucije polarnim transportomh{@ppetteet al,
2009), kao ni tona koji n&in embriogenecelije stéu hormonsku autonomnost (Fehér,
2008).

Prvi dogataj u formiranju primordija je periklina deoba endgenecelije zaetnice
(Benkovaet al, 2003). Na pozicioniranje ravni deobe té&outce polarni transport
auksina (Dhonukshet al, 2005).Ranije se smatralo da je nejednékéjska deoba kljtan
faktor za razvie somatskih embriona, kao kod zigotskih embrionkiméiljnih vrsta

(Komamineet al, 1992). Mdutim, novija istrazivanja su pokazala da su emtamngelije
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mikrospora osetljive na auksin i sposobne da razegovinu embriona i bez egzogenog
auksina, Sto ukazuje da sintetiSu aukd#nnovoili ga oslobdaju iz konjugovanih formi
(Sorianoet al, 2014). Na uspostavljanje osovine embriona ppsle deobe embriogene
¢elije mogu uticati i eksterni faktori, npr. meh&hi(Nakayamaet al, 2012).

Posle procesa indukcije, somatski embrioni se daleijaju bez prisustva auksina
(Duditset al, 1991), a njegovo konstantno prisustvo u medijurage&e inhibira razwe
somatskih embriona i zaustavlja embriogeno tkivonnau proembriogene maselija
(de Vrieset al, 1988).

1.1.3.4. Faktori koji uti ¢u na somatsku embriogenezu

Veliki broj publikacija ukazuje da je gengti faktor kljucan za kompetenciju za
somatsku embriogenezu i da se ova osobina dwgsleMeiutim, sve je vé& broj biljnih
vrsta kod kojih je indukovana somatska embriogenakbucujuéi i one za koje je dugo
smatrano da nemaju ovu sposobnost. Zbog toga @y stav da je sposobnost biljnih
tkiva da regeneriSu embrione relatividesta pojava, ali da su uslovi pod kojima ova
osobina dolazi do izrazaja vrlo varijabilni i dajéhteSko definisati za odiene biljne vrste
(Von Arnold et al, 2002; Fehér, 2008). SloZena interakcija gekigtii fizioloSkih faktora
odreiuje da lice dai do ekspresije embriogenog potencijala bikedje i objasSnjava zasto
samo odréeni genotipovi i odréeni tip ¢elija ima embriogeni kapacitet (Fehér, 2008).

Preusmeravanje na embriogeni put réa\e plasitan i reverzibilan proces, jer se
put razvia ¢elija moze preusmeriti manipulacijom uslovima kuianja (Pasternaét al,
2002). Somatsku embriogenezu mogu indukovati \aldiditi stimulusi, ali bez obzira na

prirodu inducera, odgovor biljnielija je isti (Pasternakt al, 2002).

Genotip
Genotip je kljgan faktor u indukciji somatske embriogeneze mndgimih vrsta, a

efikasnost regeneracije varitak i u okviru istog varijeteta (&t al, 2011). Uticaj genotipa
na indukciju somatske embriogeneze pokazan je koogih biljnih vrsta nprPhaseolus
vulgaris (Wanget al, 2005),Cyclamen persicunBian et al, 2007),Linum usitatisimum
(Beharet al, 2011), pirida (Huanget al, 2002; Lee & Huang, 2013Miscanthussp.
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(Glowachaet al, 2010) i spansa (Komaiet al, 1996a; Knollet al, 1997; Ishizaket al,
2001).

Poznato je da superioran roditelj prenosi potomgiene za visok regenerativni
potencijal (Marchionni-Bastét al, 2007; Anamiet al, 2010). Kod nekih biljnih vrsta su
mapirani lokusi (eng. Quantitative Trait Loci - QTlpovezani sa regenerativhim
potencijalom (Boliboket al, 2007; Jieet al, 2009; Hromada-Judyckat al, 2010; Liuet
al., 2012), a za ekonomski najziagije biljne vrste su razvijeni i molekularni mark za
detekciju jedinki sa visokim regenerativnim  potgmom  (Bolibok &
Rakoczy-Trojanowska, 2006; kaal, 2009; Songet al, 2010; Priyoncet al, 2010; Liuet
al.,, 2012). Na osnovu klasiih genettkih studija, najpre je predlozeno da dva
komplementarna gena kontroliSu sposobnost za skmatsbriogenezu (Pueschet al,
2003; Moltrasioet al, 2004), ali je kasnije weno da je v& broj lokusa na razitim
hromozomima ukljtien u ovaj proces (Bolibok & Rakoczy-TrojanowskaP@0Taguchi-
Shiobareet al, 2006; Jiaet al, 2009).

Biljni requlatori rastenja

Uloga BRR u konverzijéelije u embriogenu iléeliju koja e formirati meristemsko tkivo,
nije do kraja objasnjena. Tome doprinose veomaciazl ¢esto kontradiktorni rezultati
postignuti kod razéiitih biljnih vrsta. Ipak, zn&j BRR ve&ina autora istie kao kljitan
faktor za indukciju regeneracije (Barregtal., 2010;Fenget al., 2010;Sun & Hong, 2010;
Huang et al, 2012). Osim toga, potrebno je usaglasiti delovaegzogenih BRR sa
sadrzajem endogenih fitohormona i osetljivosti &iprema njima (Jimenéz, 2005).
Pokazano je da su eksplantati sa viSim nivoom esmibgauksina pogodniji za indukciju
somatske embriogeneze (Jiminéz, 2005), a n@kd ne zahtevaju egzogeni auksin
(Ikeda-lwaiet al, 2003).

Samo kod malobrojnih biljnih vrsta regeneracijagmitsomatske embriogeneze je
postignuta spontano, bez prisustva BRR u mediju@aj,(2004). Smatra se da su auksini i
citokinini klju¢ni za determinaciju embriogenog odgovora, najvetrojea zbog njihove
uloge u regulacijcelijskog ciklusa i deobéelija (Zambryski & Crawford, 2000; Franis &
Sorrell, 2001; Fehéet al, 2003; Gaj, 2004; Jimenéz, 2005). Gaj (2004¢estia su wak
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80% protokola za indukciju somatske embriogenezkrkanih biljnih vrsta kori&ni samo
auksini ili kombinacija auksina i citokinina. Odkaina je najzastupljenija (u viSe od 65%
protokola) 2,4-dihlorfenoksi sietna kiselina (2,4-D) (Karanet al, 2009), dok sw-natftil-
sircetna kiselina (NAA) i indol-3-séetna kiselina (IAA) rde kori€ene, npr. kodCitrus
reticulata (Cui & Dai, 2000) i rukole (Zhangt al.,2005).

Najzastupljeniji citokinini u protokolima za regesmeiju somatskih embriona su
N®-benzilaminopurin (BAP), 6-furfurilaminopurin (kitie, KIN), zeatin
6-(4-hidroksi-3-metil-butrans-2-enilaminopurin) i tidiazuron (TDZ) (Raemakees al,
1995). BAP se nag&e koristi za indukciju regeneracije vitro zbog visoke efikasnosti
kod velikog broja biljnih vrsta i ekonofmosti (Van Stadert al, 2008). Meutim, kod
velikog broja biljnih vrsta BAP izaziva nepozeljrizioloSke i morfoloSke promene,
posebno hiperhidratisanost (Baet al., 2007), pa se u poslednje vreme &g&e koriste
topolini, hidroksilovani analozi BAP, koji su se kazali kao jednako efikasni i
ekonoméni, ali sa manje nezeljenih efekata (Areratial, 2012). Derivati feniluree,
posebno TDZ, imaju snazno citokininsko dejstvo pasho se koriste za indukciju
regeneracije tzv. rekalcitrantnih biljnih vrsta,nedno vrsta koje vrlo teSko regeneridu
vitro (Murthy et al, 1998).

Za indukciju regeneracije samo retko su kamis apscisinska kiselina (ABA),
giberelini i etilen. Dodavanje ABA u medijum jerstilisalo pojavu somatskih embriona
kod Dactylus glomeratdBell et al, 1993) i Sargarepe (Nishiwagi al, 2000), a tretiranje
tkiva fluridonom, inhibitorom biosinteze ABA, je atajno smanjilo embriogeni kapacitet
tkiva Sargarepe (Kikuchet al, 2006). Prisustvo giberelina (daige giberelne kiseline -
GA3) je stimulisalo regeneraciju jabuke, kruske i y@Srdok je regeneracija citrusa bila
inhibirana ovim regulatorom rastenja (Chen & L&02). Etilen naje€e ima inhibitorno
dejstvo (Nomura & Komamine, 1995; Thorpe, 2000).

Svetlost
U uslovimain vitro, svetlost kontroliSe mnoge fizioloSke procese itaitna rastenje,
anatomiju i morfogenezu biljke (Morimt al, 1991; Leeet al, 2007; Mengxket al, 2011).

Kod nekih biljnih vrsta, regeneracija vitro je potpuno inhibirana u mraku, kao kod
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paradajza (Lercamt al, 1999) iPetunia hybrida(Reuveni & Evenor, 2007). Kod drugih
biljnih vrsta, regeneracija nije potpuno inhibiradi je njena efikasnost zégno manja
nego na kontinuiranoj svetlosti, a regeneraet$to imaju abnormalno raze (Rinaldi,
1999; Hunter & Burritt, 2004). Sa druge strane, kmekih biljnih vrsta mrak je kao
predtretman neophodan za uspeSnu regeneraciju gRddal, 1998.; Compton, 1999.;
Kanwar et al, 2010). Kontinuirano osvetljenje se pokazalo kagefikasnije u indukciji
regeneracije iz meristemskog tkiyernia hystrix(Amoo et al, 2009), dok su se kod
drugih biljnih vrsta uslovi dugog dana (16h sveilopokazali kao optimalni (Rinaldi,
1999; Wanget al, 2008; Koetleet al, 2010).

Za somatsku embriogenezu, ali i ostale vidove ngmhezein vitro, je pored
trajanja svetlosnog perioda veoma vazan intezddhosno gustina fluksa fotona (eng
Photosynthetic Photon Flux Density - PPFD) i kedlgvetlosti. Neke biljne vrste zahtevaju
nizak PPFD za normalano rastenje i regenerdaijuitro, kao Withania somniferasa
optimumom na 30 pmol/(fa) (Leeet al, 2007), dok se kod banane nabolji efekat postize
na PPFD odak 570 pmol/(ifs) (Kodym & Zapata-Arias, 1999). Veliki broj stuaijstiu
ulogu fotoreceptora fitohroma i kriptohroma u katitmorfogenetskih procesa (D'Onofrio
et al, 1998; Moriniet al., 2000; Burritt & Leung, 2003). Istrazivanja su poéka da je
crvena svetlost kod nekih biljnih vrsta neophodmaimicijaciju meristema, dok plava
svetlost podste razvie i diferencijaciju (Burritt & Leung, 2003; Mengxet al, 2011).
Pove&ana efikasnost somatske embriogeneze pod uticapne svetlosti je pokazana kod
dunje (D'Onofrioet al, 1998), Sargarepe (Michler & Lineberger, 1987kaliko vrsta
borova (Merkleet al, 2005) iRosa sinensi€Chenet al, 2014).

Sredinski stres

Stres ima zn&jnu ulogu u indukciji somatske embriogeneze. \fdaliciti faktori, kao
nedostatak hranljivih materija, toplotni stres, o$ski stres ili joni teSkih metala mogu biti
induktivni kad se primene na subletalnom nivou (Bewet al, 1996; Stasolla & Yeung,
2003; Langhansovet al., 2004; Sorianet al, 2014). Jedan od najilustrativnijih primera je
somatska embriogeneza Sargarepe, koja moze hitkaveina viSestrukim faktorima stresa,

jonima teskih metala (G Ni?*, CU* i Co*"), osmotskim ili toplotnim stresom u odsustvu
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BRR (Kamadeet al, 1989, 1993, 1994). BRR se takomogu razmatrati kao faktori stresa
kad se primenjuju u visokoj koncentraciji. Dobrastracija za to je &injenica da je za
indukciju somatske embriogeneze potrebna hiljadta prga koncentracija IAA od
endogene (Kamada & Harada, 1979). Sidketiauksin 2,4-D indukuje somatsku
embriogenezu iz protoplasta lucerke kad se primenikoncentraciji 1M, dok

1 uM 2,4-D nije dovoljan da indukuje somatsku embriogu (Pasternakt al, 2002).
Medutim, ako se kulture protoplasta gajene pod neitidoikn uslovima (1uM 2,4-D)
dodatno izloZe i oksidativnom stresu (1 mM Fe-EDTAblazi do indukcije somatske
embriogeneze. Pod induktivnim uslovima je detekbavaovéanje askorbat peroksidaze
ve¢ posle 1 dana, Sto potiuje hipotezu da je stres inducer somatske embrexgen
(Pasternalet al, 2002). Korelacija izm# somatske embriogeneze i péarja aktivnosti
enzima antioksidativnog sistema jecapna kod mnogih biljnih vrsta, npr. kod gladiole i
Safrana (Dutta Gupta & Datta, 2003/4; Blazgeeal, 2009). Reaktivni molekuli kiseonika
(eng. Reactive Oxygen Species - ROS), prisutniskapikoncentraciji, imaju pozitivhu
ulogu na mnoge fizioloSke procese u biljci, u&ljuci i sticanje kompetencije za
embriogenezu Aur et al, 2014). Mdutim, snaZniji oksidativni stres moZe da izazove
potpuni gubitak totipotentnosti (Papadagisal.,, 2001).

Tokom razvta SE je udena zndéajna indukcija ekspresije i nekih drugih gena koji
odgovaraju na stres, kao Sto su geni za kinazeskrgcione faktore i geni ukleni u
biosintezu i signalizaciju ABA i jasmonske kiseli(hibaud-Nisseret al, 2003;Jinet al,
2014). U skladu s tim,ivo endogene ABA takie raste welijama tokom stresa. Matim,
ABA primenjena na biljno tkivo u koncentraciji plimnoj endogenoj nije dovoljna za
indukciju somatske embriogeneze u nestresnim uskyKikuchiet al, 2006).

Kaloza, koja se deponuje kao odgovor biljnog tkive stresne uslove, izaziva
gubitak komunikacije izm#u cCelija, usled¢ega dolazi do dediferencijacije, duwsobnog
razdvajanja proembriogendelija i razvica embriona (Yot al, 2006).

Na osnovu mnogih posmatranja, pretpostavljeno jgedaomatska embriogenza
reakcija biljaka na stresne uslove. Smatra se #aviukultivisanjain vitro predstavljaju
stres za biljnéelije (Desjardingt al., 2009) .
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pH medijuma
Rana istrazivanja su pokazala da pH medijumé&uta indukciju i razvie SE (Smith &

Krikorian, 1990a, b), na osnovega je pretpostavljeno da BRR modifikuju polarriadije
uticu¢i na gradijent pH ili elekttino polje okocelije (Brawley et al, 1984; Smith &
Krikorian, 1990a). Ucelijama lucerke aktivacij&elijskih deoba je bila u korelaciji sa
pove&anjem pH u njihovoj citoplazmi i vakuoli. Ukkenje pufera 2N-morfolino)
etansulfonske kiseline (MES) u medijum koji je brauktivan za sticanje embriogene
kompetencije (uz dodatak 1M 2,4-D), je uzrokovalo gubitak embriogenog kapeteit
Sto ukazuje na vaznost eksternog pH za gradijestopa na plazma membrani éalijsku
deobu (Pasternait al, 2002).

Izvor azota

Neorganski azot se ri@xe dodaje u medijum u obliku nitrata i amonijuma. elkkasnu
indukciju i razvte somatskih embriona, za svaku biljnu vrstu trep@nozirati ne samo
ukupnu kolEinu azota u medijumu, ¥&é odnos amonijuma i nitrata (Luciaat al, 2001;
Greeret al, 2009). Amonijum (NH) kao jedini izvor azota negativno &gi na rastenje i
morfogenezu, usled toksiosti prema biljnom tkivu, acidifikacije medijumauticaja na
metabolizam ugljenih hidrata i minerala u biljnokivt (Britto & Kronzucker, 2002).
S druge strane, nitrat (NO je zn&ajan ne samo kao izvor azota,cviekao signalni
molekul (Stittet al, 2002; Takeiet al, 2002). U véini slu¢ajeva, najvéa efikasnost
somatske embriogeneze se postize kad su u medpusutna oba oblika azota (Raina &
Zapata, 1997). Kod bundeve je demonstrirana ingaukcmatske embriogeneze u prisustvu
amonijuma (NH") kao jedinog izvora azota (Leljak-Levanet al, 2004a), koja je
pripisana efektu stresa, za koga se ispostavilmip bio povezan sa promenom pH
medijuma (Leljak-Levari et al, 2004b). Pod ovim uslovima, proliferacialija je bila
zn&ajno redukovana, a proces somatske embriogeneb® jeaustavijen na stadijumu
proembriogene maseelija, sve dok u medijum nije bio dodat nitrat (NPili glutamin
(Mihaljevi¢ et al, 2011). Ove supstance su indukovale pojavu gahili somatskih
embriona i njihovo dalje razée. Autori su pokazali da je u ovom &hju regeneracija

somatskih embriona bila zaustavljena na nivou phyaygenih éelija zbog nedostatka
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azota, a ne zbog signalne funkcije nitrata. Trebatiina umu i da sadrzaj mineralnog
rastvora utie na osetljivost eksplantata prema BRR (Ramage &iamis, 2002). Kod
pirin¢a je u@eno da odnos amonijuma i nitratacetna osetljivost eksplantata prema 2,4-D
(Grimes & Hodges, 1990). Za indukciju regeneracgelicitin biljnih vrsta, najeke se
koristi MS mineralni rastvor (Murashige & Skoog,6B9, koji je bogat amonijumom i
nitratom (Jiet al, 2011).

Osim neorganskog, organski azot tddo utce na efikasnost somatske
embriogeneze. Organski azot secedje primenjuje u obliku amino kiselina (Gerdakaneh
et al, 2011). Na pouwanje efikasnosti somatske embriogeneze kodcrallibiljnih vrsta
pozitivno su uticali: glutamin (Zouine & ElI HadramR007; Kim & Moon, 2007;
Gerdakanelet al, 2011), alanin (Gerdakaneh al, 2011), arginin (Nievest al, 2008) i
prolin (Hita et al, 2003; Biswaset al, 2007; Gerdakaneét al, 2011), mada se efekat
prolina moze tumiti i kroz funkciju osmolita u prevazilazenju strés uslova (Nounjart
al., 2012).

Izvor ugljenika
Kao osnovni izvor ugljenika u medijumu za gajenigaka u uslovimain vitro koriste se

razliciti Seceri. Se€eri su ne samo izvor ugljenika i energije,évaticu na osmotski
potencijal medijuma i funkcioniSu kao signalni malé (Lipavskad & Konradova, 2004).
Mada su za indukciju regeneracije raitih biljnih vrsta kori€eni brojni Séeri: saharoza,
glukoza, fruktoza, maltoza, laktoza, celobioza, mednsorbitol itd., najeXe je korisena
saharoza. Smatra se da saharoza reguliSe metabaliggenih hidrata i utie na odnos
saharozéheksoza, za koji se pretpostavlja da je signal inéemu skroba i rezervnih
proteina, neophodnih za pravilno ra&vi klijanje somatskih embriona (Iraqgi & Tremblay,
2001a, b). U nekim studijama maltoza je bila supaiji izvor ugljenika od saharoze za
indukciju somatskih i androgenih embriona (GutizrResce & Rugini, 2004; Javed al.,
2007; Redha & Talaat, 2008). Maltoza hidrolizujetno sporije od saharoze, zbiapa je
nivo heksoza nizak, Sto moze biti signal za promemograma raz¢a i pokretanje
somatske embriogeneze (Blart al, 2002). Kao Sto je ¥epomenuto, S&ri imaju i

zna&ajnu signalnu funkciju (Hanson & Smeekens, 20083ukuju ekspresiju gena za
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cikline (Kwon & Wang, 2011; Rosat al, 2013) i na taj nan ucestvuju u regulaciji
proliferacije i razva biljnih ¢elija. Preferencija prema tipu &ea je specifina za svaku
biljnu vrstu, kultivar ili liniju ¢elija i moze se menjati tokom indukcije i rag&xiembriona
(Lipavska & Konradova, 2004), pa za svaku biljnsturtreba empirijski odrediti optimalni

tip i koncentraciju S&era.

Prirodni ekstrakti

Hidrolizat kazeina, slad, homogenat banane i kokesoelko pozitivho utiu na indukciju
regeneracije kod nekih biljnih vrsta. Slad je bogglienim hidratima, hidrolizat kazeina
aminokiselinama, a kokosovo mleko citokininima, deddrzaj homogenata banane nije
definisan (Thorpeet al, 2008). Meutim, ovi preparati se sve de koriste zbog
varijabilnog sadrzaja. Poznato je da hidrolizat ekaa, stimuliSe pojavu somatskih
embriona kod vinove loze, breskve, belog luka eelRobacher, 1993; Hitd al, 2003;
Kim & Moon, 2007; Bianet al, 2007; Jiet al, 2011). Slad pozitivno @& na indukciju
somatske embriogeneze iz tankoslojnih prese&ag.(Thin Cell Layers - TCL),
multiplikaciju i klijanje somatskih embriona citrmgDas et al., 1995; Carimiet al,
1998,1999). Kokosovo mleko indukuje somatsku engiamezu kod papaje i manga, mada
inhibira istu pojavu kod kruske i jabuke (Cui & DaD00).

Ostale supstance

U medijum se c¢esto dodaju antibiotici ili herbicidi u cilju selele geneitki
transformisanih¢elija. Zahvaljujéi svom citotoksinom efektu, onicesto inhibiraju
regeneracijun vitro, mada ima i primera hormeze, odnosno stimulaegemneracije niskim
dozama in& tokstnih supstanci (Garzon & Flores, 2018k i u niskim koncentracijama
kanamicin inhibira morfogenezu kod prosa (Eapan &@e, 1990), jabuke (Yepes &
Aldwinckle, 1994) i pinjola (Humara & Ordas, 199%uprotno tome, ue@n je pozitivan
efekat kanamicina (Burgos & Alburquerque, 2003Yotaksima (Yepes & Aldwinckle,
1994) i timentina (Costat al, 2000; da Silva Mendest al, 2009) na indukciju
morfogenezein vitro. Pojava hormeze je tena u promociji regeneracije iz listova

krompira niskom dozom (1 mg/l) higromicina (Pagk al, 1995), dok je za indukciju
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regeneracije iz kalussja (Aoshima, 2005) i nezrelih zigotskih embriomaog luka (Eady
& Lister, 1998) bila potrebna ¥a koncentracija higromicina (5-10 mg/l, odnosno300-
mg/l). Osteljivost prema higromicinu, sa aspektarfogeneze, varira iznd@ kultivara
(Parket al, 1995), tkiva i organa (Eady & Lister, 1998; Megtcal, 2007), kao i stadijuma
razvica biljnog donor materijala (Zhareg al, 2000; Zhang & Puonti-Kaerlas, 2000).

1.1.35. Molekularni aspekti somatske embriogeneze

Epigenettke promene do kojih dolazi tokom dediferenciranpanatskih celija i
njihovog rediferenciranja u embriogengelije ukljucuju remodelovanje hromatina i
modulaciju ekspresije gena (Santos & Fevereiro22®0illmannet al, 2011; Miguel &
Marum, 2011; Neelakandan & Wang, 2012). Remodelevaromatina i euhromatinizacija
ukidaju utiSavanje gena za embriogeno rézvi vegetativningelijama. Ovaj proces mogu
indukovati razkiti faktori, kao Sto je visoka doza auksina i stidllei stres, Sto objasnjava
zasto veliki broj faktora izaziva isti odgovor (FE£h2008). Za remodelovanje hromatina je
neophodna aktivnost odgovaréju enzima koji vrSe modifikaciju histona (Willianes al.,
2003; Grafi et al, 2007), dok do modulacije ekspresije gena dolamtilacijom
regulatornih sekvenci i utiSavanjem gena na trapsiinom i posttranskripcionom nivou
posredstvom mikro ribonukleinskih kiselina (miRN#ove&an nivo metilacije u prisustvu
auksina je joS davno detektovan tokom somatske iegéreze Sargarepe (LoSchiagb
al., 1989), a potwen je i u kasnijim istrazivanjima (Legraed al, 2007; Heet al, 2011;
Nic-Canet al, 2013). Osim toga, pokazano je da miRN¥€stvuju u regulaciji somatske
embriogeneze, jer je dWena specitina ekspresija miIRNK na odienim stupnjevima
somatske embriogeneze (Lebal, 2006; Nodine & Bartel, 2010; Wet al, 2011); npr.
tokom somatske embriogeneze pamuka detektovanpejfigna ekspresija 61 miRNK
(Yanget al, 2013).

Mada je kloniran veliki broj gena koji se spediid eksprimiraju tokom somatske
embriogeneze, &an mehanizam prelaska sa programa vegetativhog nograomn
embrionalnog raz¢a joS uvek nije poznat (Fehér, 2008; Mahdavi-Daretal., 2015).

Geni koji se smatraju najzéggnijim za indukciju somatske embriogeneze kodiraju

transkripcione faktore ili enzime za remodelovahjematina. lako su funkcije koje oni
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vrSe poznate, redosled njihove aktivacije¢nieciljni geni naciju ekspresiju utiu jos uvek
nisu sasvim poznati. WUSCHEL (WUS) promoviSe tranziciju iz neembriogenog u
embriogeno stanje stimulacijom ekspresii&AFY COTYLEDON(LEC) gena (Zhengpt
al., 2014). LEC indukuju ekspresijy UCCA FLAVIN MONOOXIGENASKYUC) gena
koji kodiraju enzime za biosintezu auksina (Stenal, 2008; Wojcikowskaet al, 2013;
Wojcikowska & Gaj, 2015). Geni koji imaju z&gnu ulogu u formiranju i odrzavanju
SAM takate imaju zn&ajnu ulogu i u somatskoj embriogenezi, jer njihakdopina
ekspresija indukuje somatsku embriogenezu i podduditivnim uslovima (Gajet al,
2005). To vazi za genaVUS (Zuo et al, 2002; Arroyo-Herreraet al, 2008;
Bouchabké-Cousset al, 2013),LEC (Stoneet al, 2001; Chiappettat al, 2009; Gucet
al.,, 2013), "BABYBOOM" (BBM) (Boutilier et al, 2002), "SHOOTMERISTEMLESS"
(STM (Elhiti et al, 2010), dok ekspresijaZWILLE' (ZLL) nije uticala na pov&anje
embriogenog kapaciteta (Elhigt al, 2010). Zanimljivo je da je ektapia ekspresija
"CLAVATAZL (CLV] suprimirala embriogeni kapacitet arabidopsisai(Eket al, 2010),
Sto nije iznendujuce s obzirom ndinjenicu da CLV1, 2 i 3 suprimiraju ekspresiMUSI
negativnom povratnom spregom kontroliSu &iali meristema (Schoett al., 2000).

PICKLE (PKL) kodira hromatin-remodeluju ATP-azu, koja suprimira embriogeni
program razvda u somatskingéelijama (Ogaset al, 1999), pa se ponovno uspostavljanje
embriogenog puta razia u somatskintelijama moze posmatrati i kao osldbaje od
supresije (Fehér, 2008). Nasuprot tome, BBM dakdndukuje ekspresiju gena za
remodelovanje hromatina, ali & pozitivno na ekspresiju embriogenog potencijlzo(
et al, 2004).

1.1.3.6. Molekularni markeri specifi éni za somatsku
lriogenezu
Identifikacija i karakterizacija marker-gena za stshu embriogenezu omagava
detektovanje ranih promena somatskiélija koje vode ka sticanju kompetencije za
embrionalno raz¥e i pre vidljivih morfoloSkih promena. Do danaswniszvijeni citoloski
markeri za razlikovanje embriogenih od neembriolgefglija (Mahdavi-Darvariet al,
2015).
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Kako se za w@nu poznatih gena zna da su aktivni tek u kasniggama somatske
embriogeneze, ostaje nepoznato koje su molekulasneve prelaska iz vegetativhog u
embriogeni status somatskelije (Vergne & Dumas, 2000; Nakaret al, 2006). Ipak,
postoje geni za koje se pretpostavlja da bi maggiti ulogu u ovoj tranziciji (Karanet al,
20009).

"SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINAGERK
Korelacija izméu ekspresije genaSOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE

(SERHK i sticanja embriogenog potencijala je prvi putettéovana u embriogenoj kulturi

Sargarepe u prisustvu 2,4-D (Schnetlial, 1997).SERKse eksprimirao tokom formiranja
proembriogene maselija do globularnog stadijuma razai somatskih embriona, kao i u
zigotskim embrionima do ranog globularnog stupagviéa (Schmideet al, 1997).

SERKje familija gena, koji kodiraju "receptor-like" néze bogate leucinonerig.
Leucine-Rich Repeat Receptor-Like Kinase - LRR-RILiKMaju funkciju u transdukciji
signala (Li, 2010). Vezivanje liganda, koji moz& Bteroid ili protein, i dimerizacija RLK
indukuje fosforilaciju intracelularnog kinaznog dena RLK, koji dalje prenosi signal.

Brojni eksperimenti su pokazali da je péaea ekspresijaSERK gena usko
povezana sa prelaskom iz vegetativhog na embriagediel razwva somatskeéelije kod
velikog broja biljnih vrsta (Karamet al, 2009). Kod arabidopsisaERK familiju ¢ini 5
gena (Hechtet al., 2001). GenAtSERK1 koji deli najv&€i nivo homologije sa
prvootkrivenim DSSERK genom Sargarepe, se eksprimira na ranom stuprjuicaa
somatskih embriona, najkasnije do stadijuma sreas@da,SERKgeni su klonirani kod
nekoliko biljnih vrsta, npr. kukuruza (Baudimb al, 2001),Dactylus glomeratgSomleva
et al, 2000),Medicago truncatulgNolanet al, 2003) i suncokreta (Thomasal.,, 2004).

Posto je ekspresij®sSERK prvobitno bila detektovana samo u somatskim i
zigotskim embrionima, Schmidét al (1997) su predloziliSERK kao marker gen za
somatsku embriogenezu. Ipak, ovaj gen nije apslytoazdan marker za detekciju
somatske embriogeneze. Najpre je kod kukuruza (Bawd al.,2001; Zhanget al, 2011a)

i Medicago sp(Nishiwaki et al., 2000) pokazano da ekspresjgRKgena nije speciéna

samo za sticanje kompetencije za somatsku embragener je detektovan jednak nivo
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ekspresije i u embriogenom i u neembriogenom kalOgseznija istrazivanja Nolat al.
(2003, 2009) ukazuju na kompleksniju ulogu ovih @en biljnom organizmu. KodV.
truncatulaekspresijaitSERK 1je detektovana u primarnim meristemima korenaaika,
ukljucujuéi i meristeme lateralnih korenova, na spoju aizh tkiva i organa, zatim u
prokambijalnim¢elijama provodnih elemenata. Osim togkspresijaSERKje detektovana
i tokom kaulogeneze suncokreta (Thomeasl, 2004), u mikrotuberima krompira tokom
razvica izdanaka (Sharmet al, 2008a), pluripotentnindelijama prokambijuma provodnih
elemenata arabidopsisa (Kwaaitaal & de Vries, 20pdnordijama lateralnih korenova
arabidopsisa (Kwaaitaadt al, 2005), ucelijama embrionove kesice i embrionu do
stadijuma srca, u primordijama antera, a zatim pettanu (Kwaaitaalet al, 2005).
Poveana ekspresij8 ERKje detektovana i tokom odbrane od napada patokmshairinca
(Hu et al, 2005).

"LEAFY COTYLEDON(LEC)
Tokom rane embriogenez& EAFY COTYLEDON(LEC) geni odrzavaju identitetelija
suspenzora i oddeju identitet kotiledona (Meinke, 1992; Meinkéal, 1994), dok tokom

kasne embriogeneze za&pgu maturaciju i spré&vaju prerano Klijanje embriona (Lotah
al., 1998; Stonet al. 2001, 2008).

LEC geni kodiraju transkripcione faktore. Ektopa ekspresijatECL, LEC2 ili
LEC1-LIKE (L1L) je dovoljna za indukciju somatskih embriona izgettivnih celija
(Stone et al, 2001, Chiappettaet al, 2009; Guo et al, 2013).LEC geni promovisu
somatsku embriogenezu i u odsustvu auksina (Szbaé, 2001), Sto nije iznedajuce, s
obzirom daLEC2 indukuje ekspresijuyUC gena koji kodiraju enzime za biosintezu
auksina (Wojcikowskaet al, 2013; Wojcikowska & Gaj, 2015).EC geni su predloZeni
kao marker geni za somatsku embriogenezu i do sigdgoublikovani podaci koji dovode

u pitanje njihovu specitnost (Mahdavi-Darvaret al, 2015).
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“BABYBOOM (BBM)
“BABYBOOM (BBM) gen je izolovan iz mikrospor8rassica napugBoultilier et al,

2002). BBM kodira domen 2 "Apetala" transkripcionog faktorautice na povéanje
kompetencijecelija za somatsku embriogenezu, a njegova ektaepekspresija poava
embriogeni kapacitetelija i bez egzogenih BRR (Boutilieet al, 2002). Ektopina
ekspresijaBBM indukuje ekspresiju gena za deacetilazu histoéid24 Hd2B i Hd20),

ukazuj«i na njihovu ulogu u remodelovanju hromatina (Zleb@al, 2004).

"WUSCHEL (WU
"WUSCHEL" (WUS) je transkripcioni faktor koji odrga "stem" ¢elije wu
nediferenciranom stanju i reguliSe waliu SAM (Bhalla & Singh, 2006). Ektofna

ekspresijaWUS stimuliSe organogenezu i somatsku embriogenezw @ual, 2002;

Arroyo-Herreraet al, 2008; Bouchabké-Cousetal, 2013). Smatra se d8@USpromovise
tranziciju iz neembriogenog u embriogeno stanpagthcijom ekspresijeEC gena (Zheng

et al, 2014). WUS se smatra dobrim markerom za somatsku embriogenezu
(Mahdavi-Darvariet al, 2015).

"PICKLE" (PKL)
Gen 'PICKLE" (PKL) kodira protein koji vrSi remodelovanje hromatif@gaset al,

1999). Smatra se daKL vrSi represijuLEC1 i drugih regulatora embriogeneze i time

reguliSe prelazak sa embriogenog na vegetativnoé@fRideret al, 2003).

Pored ovih najviSe ispitavanih, poznato je da ulogprelasku iz vegetativhog u
embriogeno stanje somatskelije imaju i geni: AGAMOUS LIKE 15 (AGL1H,
"Medicago truncatula SOMATIC EMBRYO RELATED FACTO®AESERF1),"Medicago
truncatula STRESS KINASE1" (MtSK1JGLUTATHION-S-TRANSFERASE(GST),
"GERMIN-LIKE PROTEIN" (GLP), "EMBRIOGENIC CELL PRBEIN" (ECP)i geni za
Trx H proteine. N&n na koji ovi geni prevodéeliju iz vegetativhog u embriogeno stanje

joS uvek nije razjasnjen.
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Do sada, nijedan gen sp&aaukljucen direktno u indukciju somatske embriogeneze

nije kloniran.

1.1.4. Androgeneza i ginogeneza

Androgeneza i ginogeneza su procesi ravembriona iz haploidniktelija
mikrospore, odnosno makrospore (Shariatpanahi al, 2006; Bohanec, 2009;
Segui-Simarro, 2010). Ova dva procesa predstavijpgcijalne skkajeve embriogeneze,
koji se razlikuju od zigotske i somatske embriogenpo tome Sto se deSavajdalijama
gameta, pricemu se program razd menja iz gametofitnog u sporofitni (Sunderland &
Dunwell, 1977). Raz¥¢e embriona iz mikrospora moze biti direktno i irdino. U prvom
slucaju svaka mikrospora se deli i razvija u embrioradKindirektne androgeneze iz
mikrospora se razvija kalus, a zatim se u njemuepavanjem odnosa auksin/citokinin,
mogu indukovati pupoljci, korenovi ili somatski erndni.

U prirodi je pojava haploida vrlo retka i deSavatekom procesa apomiksisa,
odnosno raz¥ia embriona bez fertilizacije jajrelije (Koltunow & Grossniklaus, 2003) ili
u slkaju eliminacije ili inaktivacije nukleusa suprotnog Ipo nakon opldenja
(Segui-Simarro, 2010). U uslovinma vitro, androgeneza je prvi put indukovana iz polena
Ginkgo biloba (Tulecke, 1953), ali joj je @ paznja posvena tek nakon indukcije
embriona u kulturi anter®atura inoxia (Guha & Maheswari, 1964). Androgeneza moze
biti indukovanain planta iz izolovanih cvetnih pupoljaka, antera ili mikpnra (Touraev
et al, 1997;Cali¢ et al, 2003/2004).

Mnogi faktori uttu na efikasnost procesa androgeneze, od kojih prazmaii:
genotip, stadijum raz&a mikrospore i faktori stresa (Touraetal, 2001; Segui-Simarro,
2010). Genotip ima izuzetno snazan uticaj (Tourtead., 2001). Kod najvég broja vrsta
vieme kad se embriogeneza moze indukovati je pedddjednojedarnog stadijuma
mikrospore do ranog deelijskog stadijuma polena, odnosno u vreme prveozsit
(Touraevet al, 2001). Kod biljnih vrsta kod kojih se teze indj&k androgeneza, ovaj
vremenski okvir je joS kka Za razliku od somatske embriogeneze, za indukcij
androgeneze je klfmo delovanje nekog faktora fékiog stresa, dok BRR imaju maniji

zna&aj (Touraevet al 2001; Shariatpanalet al, 2006). NajeXe se primenjuje hienje
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(4-10°C), toplotni stres (33-37°C), kolhicin iligglovanje (biljke se gaje na podlozi u kojoj
se nalazi izvor ugljenika koji biljnéelije ne mogu da metabolizuju, npr. manitol) (T@wa
et al, 2001). Rde se koriste ABA, redukovan atmosferski pritisakntcfugiranje,
y-zraenje, alkalna sredina ili joni teSkih metala (Shgranahet al, 2006).

Embriogeno razée pcinje postavijanjem nukleusa u centar mikrospore,
nestankom velike centralne vakuole i promenamataskeletu (Segui-Simarro & Nuez,
2008). Izuzetno efikasan model-sistem za indukciju eml@r@re mikrospor&rassica
napustoplotnim stresom je omogw uvid u ovaj procesSorianoet al, 2014) Najnovija
istrazivanja ukazuju da je remodelovanje hromatki@c¢an dogdaj za ukljenje
embriogenog razva i da verovatno stres deluje preko istog mehani@mat al, 2014).
Naime, pokazano je da inhibicija deacetilacije dnst H3 i H4 dramatho povéava
embriogeni kapaciet mikrospoBa napus da pod tim uslovima toplotni stres nije potreban
za indukciju embriogeneze, mada doprinosi geng njegove efikasnosti (lat al, 2014).
Tretman istim inhibitorom (trihostatinom) je induwad embriogenezu mikrospora
arabidopsisa, kod koga je ovaj proces prethodn@dipuno neuspesan, Sto pdiye da je
hiperacetilaciju histona H3 i H4 izuzetno vazan,zdw i kljwwan dogdaj za indukciju
embriogeneze iz mikrospora (&t al, 2014).

U kulturi mikrosporaB. napusje v& posle 2-3 dana detektovana ekspresija gena
BMB, LEC1i LEC2 (Malik et al, 2007). Osim ovih, u androgenim embrionima 7 datha
pocetka indukcionog tretmana je detektovana ekspresgamolekularnih markera, a
njihova kvantitativha ekspresija je precizno odata embriogeni kapacitet raatih sorti
B. napus Isti geni se specifno eksprimiraju i u zigotskim embrionima, Sto pdtje
ranije pretpostavke o ghosti razvéa embriona bez obzira na njihovo poreklo (M#ilal.,
2007). Tokom androgeneze je detektovan poviSenprioteina toplotnog stresar(g.Heat
Shock Proteins -HSP) i enzima antioksidativhogesist (Baranet al, 2001; Maraschiet
al., 2005;Zur et al, 2014).

Slicno androgenezi, ginogeneza se moZe indukovati igplogenih cvetnih
pupoljaka ovarijuma ili ovula (Bohanec, 2002, 20083 razliku od androgeneze, BRR
imaju vetu ulogu u indukciji ginogineze nego stres. Da bsseaulisalo raz\vie jajnecelije

bez opldenja, cesto se pribegava stavljanju nevijabilnog ili éer@og polena na tak.
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Ginogeneza je kod nekih biljnih vrsta, npr. crnakd i Séerne repe, jedini &
produkcije haploida i dihaploida, poSto androgeneia bila uspeSna ni posle opseznih
istrazivanja (Bohanec, 2002).

Androgeni i ginogeni embrioni se razvijaju u haghe biljke koje su sterilne.
Spontano, endoreduplikacijom dezoksiribonukleingigeline (DNK), ili indukovanom
diploidizacijom (kolhicinom ili nekom drugom supetaom koja inhibira mitozu), nastaju
dihaploidi, jedinke sa dve idettie garniture hromozoma. Dihaploidi imaju Zagu ulogu
u oplemenjivanju biljaka, posSto su izvor varijalo$ti, jer kod njih dolaze do izrazaja i
recesivne osobineDnwell, 2010) Analogi sucistim linijama, ali se za razliku od njih
dobijaju za zn&jno kr&e vreme i uz ulaganje manje rada. Posebno sdagnaza
oplemenjivanje biljnih vrstdiji zivotni ciklus traje izuzetno dugo, kao kod énastih vrsta
(Radojeveé, 1978), kod vrsta kod kojih se ne mogu doldite linije jer se mogu
samooploditi samo u 2-3 ciklusa zbog letalnog efaldcesivnih gena u homozigotnom
stanju (npr. crni luk) (Bohanec, 2002) ili vrstadkkojih postoji inkompatibilnost prema
sopstvenom polenu. Suspenzija mikrospora je izozkdnistan model-sistem za studiranje
procesa embriogeneze, posto se uslovi pod kojimzdgga mogu bolje kontrolisati zbog

odsustva materinskog tkiy&orianoet al., 2014).

1.2. Interakcija svetlosti, auksina i giberelina u pronociji morfogeneze biljaka
Prowavanjem mehanizama regeneraaijeitro razlic¢itih biljnih vrsta u@en je znéaj koji
za ove procese imaju svetlost, auksini i giberglaio i njihova méusobna interakcija.
Tokom evolucije bilike su razvile mehanizme kojirskladuju svoje rastenje i razie sa
promenama u okruzenju. Od spoljasnjih faktora,legetma najzn&ajniji uticaj na rastenje

i razvice biljaka (de Lucagt al, 2008; Fenget al, 2008), jer donosi informacije biljci o
dnevno-nénom ciklusu (Yamashinet al, 2003; Nozueet al, 2007) i godiSnjem dobu
(Wingler, 2015). Ti signali i signali pokrenuti taztim faktorima stresa se ukliuju u
signalne puteve fitohormona (Claegs al, 2014), koji zatim reguliSu rastenje biljnog
organizma (Ubeda-Toméast al, 2009; Nelisseret al, 2012) u skladu sa uslovima u

okruzenju.
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1.2.1. Percepcija svetlosti

Svetlost je izvor energije za biljne organizme,idlijucan faktor iz okruzenja koji
biljkama signalizira vreme i promene u okruzenjwzrfizicke parametre: kvalitet,
intenzitet, pravac i trajanje svetlosti (Chetnal, 2004). Biljke detektuju svetlost u rasponu
od 280 nm do 750 nm porfw pet grupa fotoreceptordjji se apsorpcioni spektri
delimicno preklapaju. UV i plavu svetlost apsorbuju kriptmmi (CRY), fototropini
(PHOT) i ZTL proteini, dok crvenu (R) i daleko crue (FR) svetlost apsorbuju fitohromi
(PHY).

Iz arabidopsisa je izolovano pet fitohroma: PAYPHYE. Svaki PHY moze imati
dve stabilne forme: neaktivhu formu Pr koja apsf@bR svetlost, sa maksimumom
apsorpcije na 660 nm i aktivhu Pfr formu, koja apsge FR svetlost, sa maksimumom
apsorpcije na 730 nm (Rockwell al.,2006).

Posle fotoaktivacije, svih pet PHY se transportujunukleus (Yamaguchet al.,
1999; Kircheret al., 2002), ali tek posle interakcije sa spetifim citoplazmatinim
proteinima. Na taj nan aktivnost PHY ne zavisi samo od broja aktiviramnolekula u
citoplazmi, vé i od protein-protein interakcije sa molekulimaikajSe dalju transdukciju
signala (Hiltbrunneret al., 2005; Pfeifferet al., 2012). Za razliku od PHA, koji nije
prisutan u nukleusima biljaka gajenih u mraku,salivé posle 1-2 min od aktivacije R
svetlo€u moze detektovati u nukleusu (Baetral.,2004), nizak nivo PHB je prisutan u
nukleusucelija ¢ak i u mraku, a maksimum dostize tek 4 h poslegatga R svetlosti
(Kircheret al.,2002).

Aktivirani fotoreceptori se transportuju u tzv. hekrna fototela (Liwet al., 2011,
Chen & Chory, 2011), koja predstavljaju subnukleamiomene u kojima se odvija
modifikacija proteina, a zatim degradacija reprasioaktivacija ekspresije gena (Shaw &
Brown, 2004). Rana fototela nestaju 1 h posle dei@a/ R svetlosti (Bauest al., 2004),
ponovo se javljaju posle 2 h na R svetlosti i astajisutna tokom celokupnog perioda
osvetljenja (Yamaguchet al., 1999; Baueret al., 2004). Fototela mogu da sadrze i
aktivirane CRY1 i CRY2, ali su oni fotolabilni i o se degradiraju na plavoj svetlosti, pa
se javljaju samo u ranim fototelima (Liat al., 2011). Broj i veltina fototela na

kontinuiranoj R svetlosti su proporcionalna proceRHYB u Pfr formi u datom momentu
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(Chenet al., 2003), a PHYB je fitohrom sa najvaznijim funkcijama kontroli rastenja i
razvica biljaka (Nagy & Schafer, 2002).

Smatra se da aktivirani fotoreceptori u nukleusoduatiSu stabilnost pozitivnih i
negativnih transkripcionih faktora i izazivaju J&ipromene u ekspresiji gena (Tepperman
et al., 2006; Jiacet al, 2007). PHY stabilizuju pozitivnhe regulatore s&rnpcije, poput
"LONG HYPOCOTYL'S (HYS5), represijom E3 ubikvitinskih ligaza (Ché&nChory, 2011,

Liu et al, 2011). "PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR" (PIF) @teini pokr€u
ubikvitinizaciju PHYA i PHYB i time moduliSu njihay delovanje na svetlosti (Jargal,
2010).

1.2.2. Uticaj svetlosti na biosintezu i transport auksina

Uticaj svetlosti na nivo i distribuciju auksina ijfiom organizmu je garancija d&
njegovo rastenje biti uskiano sa osvetljenjem u okruzenju (Hallidztyal.,2009).Svetlost
indukuje sintezu auksina u mladim listovima (Bhateet al, 2002). Auksin se zatim
distribuira po celom klijancu i uspostavlja gradij&oncentracije (Grieneisest al, 2007).
Svetlost kontroliSe distribuciju auksina u Klijancwsetljivost individualnihéelija prema
auksinu (Halliday & Fankhauser, 2003; Salisbeiryal, 2007).

Svetlost uite na biosintezu auksina tako Sto aktivirani PHY®@mnsliSe ekspresiju
"SUPERROOT 2(SUR3 i inhibira ekspresiju TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE
(TAAD) gena. SUR2 je citohrom P450 monooksigenaza kegaliSe ravnotezu iznde
IAA i indol glukozinolata i smanjuje koncentraciglobodne IAA, a TAA1 je triptofan
aminotransferaza, koja katalizuje konverziju trfptea u IAA (Hoeckeet al, 2004; Grubb
& Abel, 2006). Dvostruka, pozitivha i negativna,nkmla omogdava precizniju kontrolu
biosinteze IAA. Osim toga, PHYA i PHYB reguliSu miskripciju 'GRETCHEN HAGEN
3" (GH3) gena (Tanakat al, 2002), koji kodiraju konjugaciju IAA i amino lefina, pri
¢emu nastaje pul rezervne IAA ili se na ovafinalAA dalje degradira (Staswickt al,
2005).

Takade, pokazano je da svetlostaatii na aktivni polarni transport auksina detuiju

na PIN i PGP proteine, koji uspostavljaju lokalrdjjent auksina (Grieneisen al, 2007;
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Titapiwatanakun & Murphy, 2009), ali i na intrackunu distribuciju PIN, lokalizaciju u

membrani i redukciju njihove razgradnje u vakubkXmi et al, 2008).

1.2.3. Biosinteza i metabolizam giberelina

Giberelini su biljni hormoni otkriveni kao produldijive Gibebberella po kojoj su
i dobili ime. Kasnije je pokazno da se oni sintetis svim biljkama. U ovu grupu spada
preko sto jedinjenja koja u svojoj strukturi imajipanski prsten (Nakayansa al, 2001).
Uobi¢ajno je da se za sve gibereline koristi ékarca GA €ng. Gibberellic Acid -
giberelna kiselina) sa rednim brojem od Gdo GA,. Sam termin giberelna kiselina je
rezervisan za prvoizolovani giberelin - @AGA se sintetiSu u tkivima koja aktivno rastu,
kao Sto su apikalni delovi stabla, mladi listovorénovi, nezrela semena i plodovi. Sa
mesta sinteze GA se transportuju kroz biljku u spiravcima, iz korena transpiracionim
tokom, a iz apikalnih delova epikotila floemom. IRemijskoj gradi GA su diterpenoidi.

Biosinteza GA je slozen proces koji zapge sukcesivhom kondenzacijotetri
izoprenske jedinice nastale u proplastidima,demu se formira geranilgeranil-pirofosfat
(GGPP), od kojeg se granaju biosintetski putevikegl broja jedinjenja. U plastidima se
GGPP ciklizuje pod uticajerantkopalil difosfat sintaze (CPS§ime nastajesntkopalil
difosfat (Sl. 1).Naredni korak se odvija u endoplazmiatim retikulumu i podrazumeva
oksidacijuentkopalil difosfata uentkauren, koji je prvi stabilni i specini prekursor GA.
Ovu oksidaciju vrSi enzimentkauren sintaza (KS). Talle, u endoplazmatom
retikulumu, pod uticajenentkauren oksidaze (KOgntkauren prelazi wentkaurenoénu
kiselinu (SI. 1). KO je citohrom-P450 zavisna monooksigenaza, kao ksidaza
entkaurenoéne kiseline (KAO), koja katalizuje nastanak GASI. 1). GA1; je prvo
jedinjenje sa giberelinskom strukturom i on je pmsior svih GA(Hedden & Kamya,
1997). Naredni koraci se odvijaju u citoplazmi zalpyuci solubilnim 2-oksoglutarat
zavisnim dioksigenazama. GA dioksigenaze su mulkiéionalni enzimi sa Sirokom
specifécno®u prema supstratu. GA20 oksidaza (GA20-ox) i GAZiddza (GA3-0x)
katalizuju zavrSne korake u sintezi bioaktivnih @A4ange, 1998; Hedden & Philips, 2000;
Reidet al, 2004; Radet al.,2006; Zhacet al.,2007).Ove enzime kodiraju familije gena;
npr. kod arabidopsisa GA20-ox kodira familija ogiéna (Phillipset al, 1995), a GA3-0x
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kodira familija od 4 gena (Hedden & Phillips, 2008idroksilacijom 3-ugljenika nastaje
bioaktivni GA; (SI. 1), dok hidroksilacijom JBugljenika nastaje bioaktivni GA(SI. 1).
Kod spanéa je dominantan B3hidroksilatni put (Graebe, 1987; Talehal.,1991;Lee &
Zeevaart, 2005), pa je iz tog razloga on detaljpij;kazan. Smatra se da sve korake
oksidacije GA; do GAy vrsi isti enzim GA20-ox (Glimouet al., 1986; Zeevaarét al.,
1993; Wuet al., 1996; Lee & Zeevaart, 200lidroksilacijom na C-f atomu GAo pod
uticajem GA3-0x nastaje bioaktivni GA Bioaktivni GA | GA4 prelaze u neaktivne GA
odnosno GA, pod uticajem GA2 oksidaze (GA2-0x) (Coksal., 1999). Kod arabidopsisa
GA-20x kodira familija od 8 gena (Thomasal, 1999; Hedden & Phillips, 2000).

Skoro svaki giberelin moze nastati na vis€ima, s tim Sto se putevi biosinteze
razlikuju kod biljnih vrsta. Kod spata GA; je prvi per seaktivan giberelin (Hedden,
1990; Nakayamat al., 1990).

= ~
g o t-Kopalil
. ent-Kop;
GEie =>  "difostat
T EERS=
= KO S
ent-kaurenoi¢na
Kiseltna < — ent-Kauren
\ KAO )
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Slika 1 - Biosintetski put giberelina (GA). GGPBeranilgeranil-pirofosfatCPS:entkopalil difosfat sintaza,
KS: sintazaentkaurena, KO:entkauren oksidaza, KAO: sintazantkaurenogne kiseline, GA20o0x:
GA20-oksidaza, GA3ox: GA3-oksidaza, GA2ox: GA2-aksia. Adaptirano prema Sawaelaal (2008) i
Israelssoret al. (2004).
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1.2.4. Interakcija svetlosti i giberelina

Svetlost kontroliSe procese morfogeneze u intejiakai GA. Oba faktora deluju
indirektno, preko slozene interakcije aktivaton@presora, koji zatim moduliSu ekspresiju
nizvodnih genagiji produkti izvrSavaju program rastenja i ragai Do sada je najbolje
prouwten proces izduzivanja hipokotila arabidopsisaiean biti opisan kao primer.

Izduzivanje hipokotila se odvija na svetlosti (lotorfogeneza) ili u mraku
(skotomorfogeneza). Svetlost indukuje fotomorfogene inhibira rastenje hipokotila, a
GA promovisu skotomorfogenezu (etiolirano rastenj&pje karakteriSe povano
izduzivanje hipokotila. Koji od dva pute biti ukljucen zavisi od fine regulacije aktivatora
i represora sa transkripcionim faktorima i nivoaahtivnih GA. Svetlost deluje preko
fitohroma, a GA preko DELLA proteina.

R svetlost konvertuje fitohrom u aktivnu formu, ikeatim prelazi u nukleus (Huq
et al, 2003) i interaguje sa PIF proteinima. PIF pratsu transkripcioni faktori sa DNK
vezujitim "helix-loop-helix" (HLH) domenom, koji vrSe mothciju ekspresije gena koji
ucestvuju u fotomorfogenezi (izduzivanju hipokotil@psintezi hlorofila, klijanju semena
itd). U nukleusu, fitohrom fosforiliSe PIF3, PIFR|F1 i PIF5, koji se zatim degradiraju u
proteozomima (Al-Sadyt al, 2006; Ohet al, 2006; Sheret al, 2007;De Lucaset al,
2008). PIF3 i PIF4 imaju funkciju u kontroli izdwanja hipokotila, dok ostali PIF
kontroliSu druge procese morfogeneze.

DELLA su represorni proteini koji nemaju DNK-vezgjudomen, pa ne deluju
direktno na promotore gena, &v@a transkripcione faktore u protein-protein inkeip
(Fenget al, 2008). Na N-terminusu DELLA represora se nal&gulatorni domen sa
konzervisanom amino-kiselinskom sekvencom Asp-Glu-Leu-Ala (DELLA), po kome
je ova grupa proteina dobila naziv, a na C-termingsGRAS domen (Itolet al, 2002).
Kod arabidopsisa je poznato 5 DELLA proteina, a jacha i pirirca po jedan.

Pokazano je da GA kontroliSu nivo DELLA proteinau(Bt al, 2002). Da bi
interagovao sa DELLA, GA se vezuje za svoj nukleaeteptor "GA INSENSITIVE
DWARF1" (GID1), a zatim se ceo kompleks vezuje ZaLDA (Ueguchi-Tanakeet al,
2005) (Sl. 2).GID1 kodira lipazugiji N-terminus u hidrofobnoj interakciji sa laktddim

prstenom GA zauzima konformaciju koja oméagwa interakciju sa DELLA represorom
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(Ueguchi-Tanakaet al, 2005, 2007). Kompleks GA-GID1-DELLA interagujea s
"SLEEPY1" (SLY1), ¢ime zapdinje njegova ubikvitinacija i degradacija u 26S
proteozomima (Sl. 2) (Dilet al, 2004). Speciéni inhibitor 26S proteozoma (MG123)
inhibira degradaciju DELLA, kao i paklobutrazol, jkanhibira biosintezu GA. Svih pet
poznatih DELLA proteina arabidopsisa je pod negettia kontrolom GA i svi se
degradiraju istim mehanizmom u proteozomima (Feba@l, 2008). Proces destrukcije
DELLA razlicito traje u razkitim tkivima i kod mutanta koji ne sintetiSu GA jeaod
10 min u klijancima i do 5 h u semenima (Zhatal, 2011b).

Blokiran GA

odgovor 26S Proteozom

GA odgovor

Slika 2 — Signalni put giberelina (GA). GA najpre interagisa receptorom GID ("GA INSENSITIVE
DWARF"), a zatim kao kompleks interaguju sa DELLAofinima i upduju ih na degradaciju u 26S
proteozom. Adaptirano prema Dugardeyral. (2008).

DELLA i PIF takade interaguju. DELLA blokira funkciju PIF3 i PIF4e1 se vezuje
za njihov HLH domen i blokira njegovo vezivanje RAIK (Parket al, 2004; De Lucast
al., 2008; Fenget al, 2008). DELLA ne utiu na interakciju PHYB i PIF3, niti se mogu
vezati za PIF3 kad je vezan za DNK, odnosno prongeoaciju ekspresiju reguliSe (Feng
et al, 2008).

U mraku, PIF3 i PIF4 deluju pozitivho na izduzivariglija hipokotila (Hugq &
Quail, 2002). DELLA blokira aktivaciju ekspresijeeimp za razée hipokotila, a GA
stimuliSe rastenje hipokotila destrukcijom DELLASsIobaanjem inhibicije PIF (De Lucas
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et al, 2008). Osim toga, GA negativno reguliSe HY5 uakor povéanjem ekspresije
"CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENICICOPY), koji kodira ubikvitinsku ligazu za
degradaciju HY5 (Alabadit al, 2008).

Na R svetlosti, PIF3 i PIF4 interaguju sa aktivnéonmom fitohroma i bivaju
razgraeni, a HY5 preuzima kontrolu nad izduZivanjem higiille (Alabadi & Blazquez,
2009). Poluzivot PIF1 i PIF3 na R svetlosti je B+hin. Za degradaciju PIF3 su potrebni
PHYA, B i D, a COPL1 je neophodan za stabilnost RIFfraku (Baueet al, 2004). PIF
proteini se ponovo akumuliraju u mraku (Noaiteal, 2007).

HY5 negativno deluje na izduzivanje hipokotila,vatost ga stabilizuje (Osterlund
et al, 2000). HY5 je transkripcioni faktor, koji se lsiitutivno i direktno vezuje za
regulatorne sekvence nizvodnih gena, promoviSelangti histona u oblasti ciljnih gena i
odrzava represiju gena za izduzivanje hipokotilag(kt al, 2013). Sa HY5 direktno
interaguje "PICKLE" (PKL), kasnije oztan kao "ENHANCED
PHOTOMORPHOGENIC1" (EPP1), koji remodeluje hromafiging et al, 2013).
PKL/EPP1 oslobda histone represije koju vrSi HYBime se aktivira ekspresija nizvodnih
gena (Jinget al, 2013). Svetlost inhibira transkripcij?PKL/EPP1 i zato redukuje
izduzivanje hipokotila, dok u mraku PKL/EPP1 oslkddaizvodne gene represije od strane
HY5 (Jinget al,, 2013).

Drugi proces morfogeneze, klijanje fotoblasth semena, takie kontroliSu GA i
svetlost. FR svetlost blokira klijanje semena imntijom biosinteze GA, kroz inhibiciju
ekspresijgGA3-oxi indukciju ekspresij€&sA2-0x dok R svetlost ili hladni tretman stimuliSe
klijanje indukcijom ekspresij&A20-oxi GA3-oxi inhibicijom ekspresij&sA2-ox(Penfield
et al, 2006; Otet al, 2007).

Gornji primeri ilustruju kompleksnost interakcijeAG svetlosti, ali se saznanja
ste&ena prodavanjem ovih pojava ne mogu jednostavno ekstragiphia druge fizioloSke
procese koji se odvijaju u raglim biljnim organima. Claeyst al (2014)¢ak smatraju da
je kompleksna mreza interakcije GA, DELLA, fitohayna i transkripcionih faktora

speciféna za tipcelije.
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1.2.5. Uticaj svetlosti na biosintezu giberelina

Rozetaste billke dugog dana, kao Sto je spamastu vegetativho u uslovima
kratkog dana (KD), dok u uslovima dugog dana (D@Jadi do cvetanja izdanka i
smanjene multiplikacije. Prisustvo GAu medijumu indukuje cvetanje sp&mai u
uslovima KD (ulafi¢, 1973). Smatra se da do izduZivanja biljke usledmene
fotoperioda dolazi posredstvom GA. Od ranije je main da fotoperiod kod spaiaa
reguliSe poslednja dva koraka u biosintezi GA (GuUmet al, 1986; Taloret al., 1991).
Smatra se da je za ove tranzicije odgovoran enzk803x, cija je aktivnost regulisana
fotoperiodom (Wuet al, 1996). Detektovana je & kolicina GA20-oxiRNK u uslovima
DD nego KD ili u mraku (Wet al, 1996). Dalji metabolizam G# je brzi u uslovima DD
nego u uslovima KD (Metzger & Zeevaart, 1982),idfietman retardantima rastenja daje
mnogo brzi pad sadrzaja GA kod biljaka sp@ngajenih u uslovima DD nego kod onih
gajenih u uslovima KDlpak, smatra se da veza fotoperioda i sinteze GA tako

jednostavna i da cirkadijalni ritam moze igratiikelulogu.

1.2.6. Inetrakcija giberelina sa drugim fitohormonima

Plasténost koju biljke pokazuju tokom razd, u skladu sa promenama u
okruzenju, je mogta zahvaljujdi vrlo kompleksnoj mrezi signalnih puteva koji se
preplicu. BRR imaju zné&ajno mesto u povezivanju promena u okruzenju sautaofiom
rastenja i razvia biljnog organizma (Lau & Deng, 2010; Rymen & Suagio, 2012), a
ukrstanje signalnih puteva i interakcija hormondgeéatni nivo regulacije rastenja i ragai
biljnog organizma (Depuydt & Hardtke, 2011).

Interakcija GA i auksina kontroliSe rastenje i n&evveine biljnih organa. U
skladu s tim, njihovi transkriptomi se preklapapjdrklund et al., 2007). Meéutim, u
njihovoj interakciji, koja podrazumeva efakat jegnlsormona na nivo drugog hormona,
auksini imaju zn&ajnije mesto, jer GA samo neznatnocutna povéanje nivoa auksina,
dok auksini zn&jno uttu na povéanje bioaktivnih GA (Rosst al.,, 2003). GA
pove&avaju nivo IAA stimulacijom polarnog transporta aura (Bjorklundet al, 2007).

Auksini indukuju biosintezu GA stimulacijom ekspjesGA3-ox i represijom
GA2-ox(Rosset al, 2000; Wolbang and Ross, 2001; Wolba&b@l, 2004), regulacionim
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mehanizmom koji ne ukljuje DELLA proteine (Frigericet al, 2006; O’Neill et al,
2010). Na osnovu poznatiinjenica, O’Neill et al. (2010) su predlozili model interakcije
auksina, GA i DELLA u odrzavanju homeostaze bioakti GA (Sl. 3). Po tom modelu,
auksini stimuliSu akumulaciju bioaktivnin GA (Ross$ al, 2000), a poviSen nivo GA
negativnom povratnom spregom inhibira sopstvensaibiezu (Yamaguchi, 2008). DELLA
proteini stimuliSu akumulaciju bioaktivnih GA stitagijom ekspresije GA3-0x i
inhibicijom ekspresij€&sA2-ox(Zentellaet al, 2007; Westomt al., 2008).

VY

(GAg)
‘ \”/
Auksini ——| | T I Auksini
::L‘#GAIE.
N/

Slika 3 - Model interakcije auksina, GA i DELLA u odrzavanfjomeostaze bioaktivnih giberelina (GA),
GA20-ox: GA20-oksidaza, GA3-ox: GA3-oksidaza, GA2-GA2-oksidaza. Zelenim strelicama je ozeiaa
stimulacija ekspresije, a r@&stim inhibicija. Adaptirano prema O’Neét al (2010).

Auksini kontroliSu rastenje korenova modulacijomgodoracelije na GA (Fu &
Harberd, 2003). Auksin je neophodan za kontrolderga korena od strane GA i svaka
promena u transportu ausina i transdukciji signetdaze interakciju GA-DELLA i
ubikvitinaciju DELLA (Fu & Harberd, 2003). IAA ue na povéanje nivoa GA kod
graska, regulacijom ekspresi@A3-oxi GA2-oxgena (Ros®t al, 2000; O'Neil & Ross,
2002). Naftil sitetna kiselina (NAA) powaava nivo transkripcije gena Z8A20-ox1i
GA20-0x2 ali nema efekta na ostalanove iste genske familijgGA20-ox3i GA20-0x3
kod arabidopsisa (Frigerigt al, 2006). Smatra se da SAM kontroliSe rastenjeradaljke
preko auksina koji utu na destabilizaciju DELLA posredstvom GA (Fu & Hard, 2003).
Uklanjanje SAM inhibira rastenje primarnog koren@ladopsisa, a inhibicija nestaje
primenom IAA na mesto dekapitovanog SAM (Fu & Haidy003).
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GA kontroliSu ekspanzijéelija korena arabidopsisa uticajem na polarni {pars
auksina. Naime, DELLA proteini indukuju ekspresijtranskripcionog faktora
"ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORARRY, iz signalnog puta citokinina, koji
posredno vrsi represiju gedN, cime se redukuje transport auksina neophodan zaudeob
c¢elije (Moubayidinet al, 2010). Za efikasan polarni transport auksinkuinaulaciju PIN1,
PIN2, PIN3 i PIN4 je neophodna biosinteza GA (W#iet al, 2011). S druge strane,
auksin i etilen utiu na interakciju GA i DELLA (Acharet al, 2003).

Na inhibiciju diferenciranja lateralnih korenovaidet interakcija GA, auksina i
ABA i moze se objasniti modifikacijom polarnog tsgorta auksina (Goet al, 2010;
Duanet al,, 2013).

DELLA ucestvuju u regulaciji skotomorfogeneze direkthomeiakcijom sa
faktorom koji vrSi remodelaciju hromatina PKL/EPPRKL/EPP1 interaguje sa
transkripcionim faktorima PIF3 i "BRASSINAZOLE RESTANTL1" (BZR1) i reprimira
trimetilaciju histona H3 u oblasti promotora cilingena i omogtava njihovu ekspresiju,
dok DELLA smanjuju vezujtu sposobnost PKL (Zhareg al., 2014).

GA i DELLA ucestvuju u signalnom putu brasinosteroida, etileABA i
jasmonske kiseline. Degradacija DELLA osldaainhibicije pozitivni regulator iz
signalnog puta brasinosteroida, koji zatim indukekspresiju genéiji proizvodi ucestvuju
u ekspanzijicelija (Gallego-Bartolomét al, 2012). DELLA interaguju sa transkripcionim
faktorima iz grupe "ETHYLENE RESPONSE FACTOR", kojdukuju biosintezu etilena
(Marin-de la Roseet al, 2014). DELLA takde promoviSu i akumulaciju ABA, koja
antagonizuje GA efekte (Zentekd al, 2007). Kod biljaka koje imaju razvijenu adaptacij
za prevazilazenje submergentnih uslova, usled padajalnog pritiska kiseonika dolazi do
nagomilavanja etilena i pada endogeneckoéi ABA (Ramet al., 2002; Vierzenet al,
2003; Voesenekt al, 2003; Benchopt al, 2005). Kao posledica toga dolazi do gajee
sinteze GA i povéanja osetljivosti tkiva prema GA (Vierzest al.,2003; Voesenekt al,
koja je direktno zaduzena za sintezu ;GAasmonska kiselina inhibira biosintezu GA
(Heinrich et al, 2013) i indukuje ekspresiju DELLA, koji je uk§an u signalni put
jasmonske kiseline (Wilcet al, 2012). S druge strane, DELLA moduliraju deloean]
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jasmonske kiseline interagudjusa represorom (Songt al, 2014; Xuet al, 2014). Osim
toga, represor iz signalnog puta jasmonske kisaéfindira interakciju DELLA i PIF3, Sto

objaSnjava negativan efekat jasmonata na rast€ajeglet al, 2012).

1.2.7. Prostorna i vremenska distribucija giberelina

Prostorna i vremenska regulacija akumulacije bigaki GA je od izuzetnog
zn&aja za rastenje i raz@ biljnog organizma i odvija se na viSe nivoa (@tet al,
2014). GA se sintetiSu u mladim organima biljke j& prvi nivo regulacije rastenja biljnog
organizma (Hedden & Thomas, 2012). Spéndi lokalizacija GA takde utie na njihovu
funkciju. Bioaktivni GA se akumuliraju u endodermis zoni izduzivanja korena visoko
regulisanim procesontiji mehanizam jo$ uvek nije poznat (Ubeda-Toneésal, 2008,
2009; Shankt al, 2013). Na nivo GA ute ekspanzij&elija u zoni izduzivanja korena,
usled koje dolazi do pasivne dilucije i smanjengmdentracije GA eliji (Band et al,
2012; Nelissenet al, 2012). Medutim, u kasnijim istrazivanjima je fluorescentnim
obelezavanjem bioaktivnih GA utiena akumulacija GA u vakuolangalija endoderma,
Sto bi omoguilo kontrolu nivoa GA u citoplazmi i nukleusu, manteehanizmi akumulacije
i kontrole nivoa GA weliji nisu poznati (Sharet al, 2013).

DELLA direktno indukuju ekspresiju gena za biosrueGA (GA20-0x GA3-0) |
GA receptora (GIDla i GID1b), u svim testiranim amgna, izolovanih sa biljaka
arabidopsisa gajenih u mraku ili na svetlosti irazlicitim stadijuma raz\da (Zentellaet
al., 2007; Houet al, 2008; Gallego-Bartolomét al, 2011). Promene u ekspresgiA2-ox
pod uticajem DELLA nije detektovana. Osetljivosema GA takde moze biti modulirana
uticajem na ekspresiju receptora GA, koja je pachigm cirkadijalnog ritma (Aranet al,
2011) i DELLA (Zentellaet al, 2007).

Posttranslaciona modifikacigni DELLA represore stabilnijim i otpornijim prema
degradaciji i uvodi jos jedan nivo regulacije pregel kojima DELLA destvuju (Wanget
al., 2009; Filardcet al, 2009). DELLA sadrze Ser/Thr/Val domen, kao pagndhesto za
fosforilaciju ili N-acetilglukozaminaciju (Dai & Xe&, 2010). Ser/Thr kinaza, koju kod
pirinca kodira gen EARLY FLOWERING1(EL1) vrSi fosforilaciju DELLA (Dai & Xue,
2010), dok O-GIcNAc transferaza, koju kodira gerSPINDLY (SPY, wvrsi
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N-acetilglukozaminaciju DELLA (Filardet al, 2009). EL1 i SPY pov@avaju otpornost
DELLA prema degradaciji indukovanoj GA i predstayj represore signalnog puta GA
(Filardoet al, 2009; Dai & Xue, 2010).

DELLA proteini arabidopsisa se tkivno-spedifo eksprimiraju i imaju
specijalizovane funkcije u nekim fizioloSkim prooea (Gallego-Bartolomét al, 2010).
DELLA reguliSu aktivnost transkripcionih faktoraliugih regulatornih proteina, kao Sto su
remodelatori hromatina, npr. PKL (Sarnowska al, 2013; Zhanget al, 2014).
Remodelovanje hromatina zZtagno utte na ekspresiju gena. U vezi s timcewma je
korelacija izmdu brze promene nivoa transkripta PHYA i promena pec#i¢noj
modifikaciji histona (Jangt al, 2011).

Negativni regulatori, kao PIL5, suprimiraju eksppesGA3-ox1 i GA3-0x2 i
indukuju ekspresijuGA2-oxi u prisustvu PHYA i PHYBgime pokréu katabolizam GA
(Penfieldet al, 2005; Oket al., 2006).

Kao Sto je vé reteno, na metabolizam GA z¥gno uttu faktori iz okruzenja.
Vecina faktora sredine koji izlaze iz okvira optimain@a rastenje i razée, inhibira
rastenje biljaka. U najéem broju sldajeva usporavanje rastenja biljnog organizma se vrs
smanjenjem nivoa bioaktivnih GA indukcijom katalzotia GA, odnosno indukcijom
ekspresijeGA2-ox (Magomeet al, 2008; Sucet al, 2012; Claeys & Inzé, 2013). To je
slutaj sa povéanim salinitetom (Achardt al, 2006), skréenjem duzine dana (Eriksson &
Moritz, 2002; Mglmannet al, 2005), niskom temperaturom (Achaed al, 2008). Za
razliku od uticaja na rastenje biljaka, hladnirrah stimuliSe klijanje semena indukcijom
ekspresijeGA20-oxi GA3-oxi inhibicijom ekspresijgsA2-ox(Penfieldet al, 2006; Ohet
al., 2007).

Ekspresija GID1, DELLA, PIF4 i PIF5 je pod kontrolocirkadijalnog oscilatora
(Yamashincet al, 2003; Nozueet al, 2007; Aranat al, 2011). Nivo GID1 iRNK je nizak
u zoru, dok je nivo DELLA najnizi niu, p&inje da raste u zoru i najfieje u toku dana
(Aranaet al, 2011). Nivo proteina PIF4 i PIF5 je najvena kraju ndi (Nozueet al.,
2007). Svi PIF interaguju sa komponentama centgatrszilatora (Yamashinet al, 2003).
EkspresijaGA20-oxje takale pod kontrolom cirkadijalnog oscilatora (Jackstml, 2000;
Hisamatstet al, 2005; Stavangt al.,2005; Paparelket al, 2013).
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U skladu s tim, Hauvermalet al (2012) su predlozili modifikaciju modela Feag
al. (2008), po kojoj DELLA inhibiraju PIF u zoru. NivPIF4 je najvé pred zoru, GID1
opada u zoru, zbogega raste nivo DELLA i represija PIF4, sve dok s@as R i FR
svetlosti ne pow&a dovoljno za potpunu degradaciju PIF4.

1.2.8. Uticaj giberelina na proliferaciju, ekspanziju i diferencijaciju ¢elija

GA kontroliSu proliferaciju i ekspanzijéelija (Ubeda-Tomast al, 2009; Claeyst
al., 2012; Nelissert al, 2012). Meutim, efekat GA je specifan za vrstu, biljni organ,
tkivo, pacak i za odrdeni tip ¢elija u tkivu (Gonzaleet al, 2010; Claeygt al, 2014). GA
imaju razltite funkcije u razkitim organima iste biljne vrste, npr. GA razato deluju na
SAM i apikalni meristem korena (enBRoot Apical Meristem - RAM) (Sakamotet al,
2001; Ubeda-Tomast al, 2009); u listu kukuruza GA kontroliSu i proligemiju i
ekspanziju ¢elija, dok u internodijama i hipokotilu stimuliSuarso ekspanzijuéelija
(Nelisseret al,, 2012).

GA stimuliSe celijsku deobu i proliferacijutelija indukcijom ekspresije kljtnih
genacelijskog ciklusa, za cikline i ciklin-zavisne kima (Fabiaret al, 2000) ili ukidanjem
represije koju vrSe DELLA na regulatore transkij@aiiklin-zavisnih kinaza (Leet al,
2012).

GA kontroliSu veléinu meristema korena i reguliSu rastenje korenbidopsisa
stimulacijom proliferacije meristemskitelija endoderma (Ubeda-Tomds al, 2009).
Nasuprot tome, za odrzavanje kontrolisanog nivejskin deoba u SAM potrebno je
redukovati nivo GA (Sakamotet al, 2001). GA se eliminiSe iz SAM inhibicijom
ekspresijeGA20-ox i poveanjem ekspresijg5A2-ox na granici prve primordije lista
(Sakamotoet al, 2001). U skladu s tim, inhibitorni efekat GA f@miranje lateralnih
korenova se mozZe objasndinjenicom da je za inicijaciju lateralnih korenopatrebna
dediferencijacijacelije ksilemskog pericikla i njen ponovni ulazakéelijski ciklus, a taj
proces je favorizovan pri nizoj koncentraciji GAdieet al, 2010).

GA su najpoznatiji po stimulaciji izduzivangelija u endodermu zone izduzivanja
korena, hipokotilu, stablu, listu itd. GA sintetisar meristemskimtelijama korteksa i

epidermisa korena se transportuje u endodermis, gfitee na izduzivanjedelija
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(Ubeda-Tomaset al, 2008). Tokom rastenja i razai lista, nivo GA i GA4 raste u

bazalnom delu lista kukuruza tokom proliferacijeedutim, kad nivo GA i GA, dostigne

prag, prestajéelijske deobe i pfinje ekspanzij&elija (Nelisseret al, 2012). Maksimum
GA; i GA4 na granici zone deoba i zone ekspanzije se odrzalaaljuj¢i lokalnom

katabolizmu GA i diluciji GA do koje dolazi usled#spanzijecelija (Nelisseret al, 2012).

Pove&an nivo GA kod transformisanih biljaka sa p@amom ekspresijorsA20-oxodlaze

dostizanje praga kad deobe prelaze u ekspanzijoog Zoga je list ovih biljaka duzi
(Nelisseret al, 2012).

GA stimuliSe prelazak sa programa r&avmeristema na organogenezu pupoljaka
(Galinhaet al, 2009) ide novoorganogenezu pupoljaka (Nikoket al, 2010). Osim toga,
GA koordiniSu procese koji su povezani sa rastenjgkao Sto je deoba i biogeneza
hloroplasta (Jiangt al, 2012) i povezivanje primarnog metabolizma séergem (Ribeiro
et al, 2012).

1.3. Span& (Spinacia oleraced..)

Spané (Spinacia oleraced..) pripada familijiChenopodiaceaePotie iz srednje-isttne
Azije. Prirodno je rasprostranjen od Avganistanaistatnog dela Mediterana (Kondet
al., 1991). Prvi put je kultivisan od strane Arapajilsu ga preneli u severnu Afriku, a
zatim u Spaniju, odakle se dalje Sirio (Al-Khayt997). V& od 1806. godine semena
span&a se komercijalno prodaju u SAD-u, mada se smatrge di Ameriku donet mnogo
ranije (Al-Khayri, 1997). Tokom dugotrajnog periolaltivacije spanéa selekcionisan je
veliki broj sorti, koje se razlikuju po obliku seme teksturi i boji listova, obliku i duzini
petiola (Neskou & Culafi¢, 1988). U ponudi dongéh proizvaiata semena nalazi se samo
sorta "Matador".

Spanéd je jednogodiSnja kultura; uzgaja se radi listokaji se koriste u ishrani
ljudi. Korenov sistem se razvija do dubine 15 docBQ a stabljika dostize visinu do 30 cm
(Pavleket al, 1982). Ne toleriSe visoke temperature i kiseddlpgu. Tokom vegetativhe
faze razwa formira rozetu, dok se reproduktivna faza odikiziduzivanjem i grananjem.
To je bilika kratke vegetativhe sezone koja se agma semenima — terofita (Al-Khayri,
1997).
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Spané je izuzetno bogat azotnim jedinjenjima, od kojii%4 ¢ine proteini, 4%
aminokiseline i 19% druga jedinjenja (Schupledral, 1967). Biljke span@ su jedan od
najbogatijih izvora vitamina A i K. Spaéaobiluje filokinonom (368 mg/100 g sveze
pripremljenog sparga) koji je nage&i oblik vitamina K u biljkama (Yasiret al, 2013,
2014). Znd&ajno je pomenuti i skoro potpuno odsustvo holettansirovom sparcal, kao i
visok sadrzaj folata i gvaa. Meiutim, negativan aspekt koéénja spané u ishrani je
njegov visok sadrzaj nitrata (preko 3000 mg/kg)ji ke posebno visok u petiolama
(Neskovi & Culafi¢, 1988) i oksalata (Gotet al, 1996). Odavno je poznatijenica da
pravilna ishrana spéava pojavu i razvoj hrotimih bolesti, koje izaziva oksidativni stres u
ljudskom telu. U tom smislu, spahae pokazao kao izuzetno zdrava hrana. Po sadrZzaju
ukupnih fenola spara zauzima drugo mesto, odmah nakon brokolija, a po
antioksidativnom kapacitetu, sp&nge nacetvrtom mestu od 10 najzastupljenijih vrsta
povréa u ljudskoj ishrani, iza crvene paprike, brokolijgargarepe (Chet al, 2002). Od
sveg testiranog po¥a, spanéje pokazao naj\ inhibitorni efekat na proliferaciju HepG
¢elija kancera jetre ljudi (Chet al, 2002).

1.3.1. Regeneracija spanéa in vitro

Morfogenezu spawa in vitro su prvi put opisali NeSko&ii Radojevé (1973) kod
sorte "Matador". Posle pauze od skoro dve decetpleom kojih je spana smatran
reklacitrantnom vrstom, usledio je niz publikacijd. kratkom vremenskom periodu je
postignuta regeneracija skoro svim procesima regeije: mikropropagacijom (Kondet
al., 1991), kaulogenezom (Al-Khayet al, 1991a; Molvig & Rose, 1994; Xiao &
Branchard, 1995; Knollet al, 1997; Geekiyanageet al, 2006) i somatskom
embriogenezom (Xiao & Branchard, 1993; Koraetal, 1995, 1996a; ZdravkasdKora¢ &
NesSkove, 1998, 1999). U w@ni navedenih slajeva regeneracija je bila indirektna.
Direktna regeneracija adventivnih pupoljaka je kwoltana iz epidermalnih i
subepidermalniléelija korena (Knollet al, 1997) i bazalnog dela kotiledona (Gekiyanage
et al, 2006), a direktna regeneracija somatskih emharjenindukovana iz listova biljaka
gajenihin vitro, mada je ova pojava bila relativho retka (Zdravke<ora¢ & NeSkovi,

1998). Osim toga, kod spai@aje udena i istovremena regeneracija pupoljaka i somatski
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embriona iz kalusa indukovanih iz listova biljakajenih ex vitro (Zdravkovi-Koraé &
Neskove, 1999). Za indukciju regeneracije spéaau korigene i tehnike suspenzigelija
(Xiao et al,, 1997), protoplasta (Gott al, 1996; Komaket al, 1996a) i TCL (Leguilloret
al., 2003).

1.3.2. Faktori koji uti ¢u na regeneraciju spanda in vitro
Genotip
Uticaj genotipa na regenerativni potencijal sgan& vitro je studiran por@enjem
regenerativnog potencijala sorti. §eim, porelenje rezultata dobijenih u raglim
studijama nije mogte, jer su autori koristili raalite procedure za indukciju regeneracije. |
pored toga, utena je velika varijabilnost regenerativnhog potelaijsorti spani, pa
vedina autora istie genetiki faktor kao kljtan za efikasnost regeneracije. Rerge
potencijala za formiranje adventivnih pupoljakdistova klijanacacetri sorte spara je
pokazalo da su se sorte dosobno razlikovale ne samo u kaulogenong, ive kalogenom
kapacitetu (Al-Khayriet al, 1991a). | kod sorti dostupnih na naSem trzi¥atadot' i
"Viroflay", utvrdena je razlika u regenerativnom potencijalu, 3.7%nasno 5.7%
(Zdravkovic-Kora¢ & NesSkovi, 1999).

Jedina studija u Kkojoj je regenerativni potencijgpanga prokavan na
individualnom nivou je studija Ishizaki al (2001). Autori su pokazali veliku varijabilnost
frekvence regeneracije somatskih embriona iz &dse korenova nasutimo izabranih

jedinki sorte "Nippon", koja se kretala u opseguétl do oko 80%.

Requlatori rastenja

Za indukciju kalusa iz ragiitih tipova eksplantata su koégni brojni auksini. Najefikasniji
auksin za indukciju kaulogenog kalusa iz d@déa listova spara je bio 2,4-D, préemu je
najveta frekvenca formiranja kalusa postignuta pri komi@aiji od 0.5 mgl. Drugi auksini
IAA, NAA i para-hlorfenoksisiéetna kiselinagCPA) su indukovali formiranje kalusa koji
kasnije nije imao regenerativni kapacitet (Al-Khiagtral, 19914, b, c, d; Al-Khayri, 1997).
Medutim, u drugim studijama kaulogeni kalus je uspeBmukovan iz razéitih tipova
eksplantata pondol IAA i 5.6-Cl-IAA (NeSkovi¢ & Radojeve, 1973; Mii et al, 1987,
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1992; Xiao & Branchard, 1995). U é&iei navedenih studija KIN je uticao na pdeaje
efikasnosti produkcije kalusa (NesSké6\& Radojevt, 1973; Al-Khayriet al, 1992b; Xiao
& Branchard, 1993; Al-Khayri 1997).

GA; se kao neophodan sastojak medijuma za indukcgpeneracije pupoljaka
navodi od strane gotovo svih autora (Al-Khagftial, 1991a,b,c,d, 1992a; Molvig & Rose,
1994; Knoll et al, 1997). Molvig i Rose (1994) smatraju da auksindukuju
dediferencijacijucelija, dok GA; stimuliSu razuwte primordija. Xiao i Branchard (1995) su
istakli mogutnost da GA represijom proliferacije kalusa stimuliSe formigrpupoljaka.
Citokinini su pozeljni u medijumu za regeneracil, ne i neophodni (Molvig & Rose,
1994), mada su u nekim studijama intalk i inhibitorni efekat (Komagt al, 1996b; Knoll
et al, 1997). Oziljavanje regenerisanih pupoljaka j@ l@fikasno na medijumu sa IBA,
IAA ili NAA, dok je 2,4-D inhibirao ovaj proces (AKhayri, 1997).

Za indukciju embriogenog kalusa iz odgka hipokotila, Xiao i Branchard (1993)
su koristili visoke koncentracije 1AA (8.5-15 mipi GA; (3.46-34.64 mfg). Kalus
indukovan na odseima listova i hipokotila na medijumu sa 4.4 pMnig/l) 2,4-D i
4.6uM (1 mg/l) KIN, je posle subkultivacije na mieahh sa 4.6 UM KIN regenerisao SE,
dok je u sldaju subkultivacie na medijjum bez BRR regenerisaapoike
(Zdravkovi-Kora¢ & NesSkovi, 1998). Dodatak 4 uM ABA je izazvao drantab
pov&anje broja somatskih embriona, verovatno deélujustresno na tkivo
(zZdravkovic-Kora¢ & NeSkovie, 1999). Ipak, pri ovoj koncentraciji ABA ¥ma somatskih
embriona je bila zaustavljena na globularnom staadlj razvéa. Ista studija je pokazala da
je i GAs u koncentracijama 0.3-10 puM inhibirao konverzijlokglarnih somatskih
embriona u bipolarne forme. Nasuprot tome, dalmvite globularnih somatskih embriona
je bilo stimulisano u prisustvu IAA i 1 uM ABA (Zdvkovic-Kora¢ & NeSkovie, 1999).

Komai et al (1996b) su za indukciju embriogenog kalusa izetalsa korenova
testirali veliki broj auksina (IBA, 1AA, NAA i 2,4). lako su svi testirani auksini
indukovali pojavu kalusa, ni jedan od njih nije kovoljan da indukuje kompetenciju
c¢elija za somatsku embriogenezu. U kombinaciji saidiéim citokininima postignuta je
vrlo niska frekvenca formiranja somatskih embrioMdedutim, ukljuCivanje GAs u

medijum za indukciju kalusa je dovelo do dramrady povéanja embriogenog kapaciteta
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kalusa (Komaet al, 1996b), a najbolji rezultati su postignuti komdogijom 10 uM NAA i
0.1 pM GA; (Komai et al, 1996a; Ishizaket al, 2001). Zanimljivo je da su za direktnu
regneraciju pupoljaka iz odsgka korenova spata Knoll et al. (1997) koristili slEénu
kombinaciju BRR, 20 uM NAA i 5 uM G4 Iz izlozenih rezultata jecgyledno da je GA

od izuzetnog zn@ja za indukciju kaulogeneze i somatske embriogespanéa.

Tip eksplantata
Za indukciju regeneracije spafa kori¥eni su organi klijanaca (ods® kotiledona,

hipokotila, koregi¢a i prvih listova) ili adultnih biljaka (odsgei listova i odséci korenova
biljaka gajenihin vitro). U uporednim studijama doslo se do zaipm da je indukcija
regeneracije bila najefikasnija iz korenova (XiadB&nchard, 1995; Komaat al, 1996a;
Knoll et al, 1997). Osim toga, na efikasnost regeneracijeutjeao i subfragment
eksplantata iz kojeg se indukuje regeneracija. &pikfragmenti lateralnih korenova su
pokazali zn&ajno vei regenerativni kapacitet od srednjih, a posebnbaxhlnih odseaka
(Knoll et al, 1997). Bazalni fragmenti kotiledona klijanacasga su imali regenerativni
kapacitet, za razliku od distalnih fragmenata (Koetal, 1996a).

Starost eksplantata tal® zn&ajno utée na regenerativni kapacitetinjenica da
mlado tkivo pokazuje @ regenerativni kapacitet od starijeg je razlog soza indukciju
regeneracije nag&e koriste organi klijanaca (Al-Khayri, 1997). U a#lu s tim, kotiledoni

mladih Kklijanaca su imali vé@ kaulogeni kapacitet od starijih (Zhang & Zeevaaf99).

Mineralni rastvor

Na regenerativni potencijal spaaazn&ajno utte ukupna koliina neorganskog azota u
medijumu i odnos nitrata i amonijuma. Regenerasipaatskih embriona iz odska
korenova sorte "Jiromaru” je bila najefikasnija kadmedijum sadrzao Nitsch (1969) ili
MS/2 mineralni rastvor (Komaat al, 1996a). Ukupna koncentracija neorganskog azota u
ovim mineralnim rastvorima iznosi oko 30 mM, a odmatrata i amonijuma je priblizno
2:1. Regenerativni kapacitet je bio 2Zapo manji ha medijumu sa MS, B5 (Gambeitg

al., 1968) ili SH (Schenk & Hildebrandt, 1972) mineren rastvorima, koji sadrze

viSestruko véu kolicinu nitrata nego amonijuma, a na medijumu sa Whiteeralnim
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rastvorom (White, 1943), koji sadrzi samo nisku demtraciju nitrata, regeneracije nije
bilo.

Fizicki faktori

lako su Al-Khayriet al. (1991a) pokazali da je indukcija kalusa sganafikasnija u mraku,

i da kalusi indukovani u mraku, po subkultivacia medijum za regeneraciju, pokazuju
veCi regenerativni potencijal od kalusa indukovanih swetlosti, u skoro svim ostalim
studijama eksplantati su sve vreme gajeni na sstetlouslovima DD (Komaet al 1996a;
Knoll et al, 1997; Zdravkowi-Kora¢ & Neskovi, 1999; Ishizakiet al, 2001) ili KD
(Zhang & Zeevaart, 1999; Chiet al 2009) i pri gustini fluksa fotona svetlosti 16-90
umolms™. U veini studija kulture su gajene na 20-25°C.dvem, novija istraZivanja su
pokazala da je frekvenca regeneracije pupoljakeiasa sparéa bila bar 5 puta @ na
14°C nego na 25°C (Chgt al, 2009).

1.3.3. Ekspresija pola span&a

Spand je dominantno diecka biljka, ali su u prirodnimppacijama prisutne i
monecke biljke (Onoderat al, 2011). Kod sorte "Matador" ima svega 5-15% moiteck
biljaka (Culafi¢ & NeSkovi, 1980). Diploidneéelije spanéa imaju n=12 hromozoma.
Janick & Steveenson (1955) su postavili hipotezik@oj pol spanéa determiniSe jedan
lokus sa tri alela (Y, X i X). Bilke sa XX kombinacijom alela su Zenske)"Xi XY
muske, dok su XX™i X™X monecke. Mapiranjem hromozoma spénf pokazano da su
ovi aleli locirani na najduzem, Sestom hromozomud@eraet al, 2011). Ipak, najskorija
istrazivanja ukazuju da se aleli za monecizam cidéam nalaze na razitim lokusima
(Yamamotoet al, 2014). Odnos polova je u prirodnim uslovima pzah, ali se moze
promeniti delovanjem raziitih faktora (Denget al, 2013). Smatra se da biljke spé&ma
imaju potencijal da razviju cvetove oba pola, ai @ jedan pol kod dieckih biljaka
suprimiran i da se nivo supresije moze smanjiti pelim uslovima, kao Sto je Zenje,
poviSena temperatura ili kultivisanje vitro (Komai et al, 2003). Chailakhyan i Khryanin
(1979) su pokazali maskulinizirgju efekat GA i feminizirajdi efekat citokinina na

ekspresiju pola spat@a Kako je sparabiljka dugog dana, mladi listovi apikalnog
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pupoljka u usloviman vitro, su sposobni da prime fotoperiodsku indukciju udaslovima
DD cvetaju u visokom procentu. Egzogeni £5iApoveavanje temperature su indukovali
cvetanje sparta i u uslovima KD Culafi¢, 1973;Culafi¢ & Neskovi, 1980).

Al-Khayri et al (1992a) su prvi pokazali nestabilnost ekspreggia spanéa in
vitro. Zenski pol se stabilno eksprimirao kod regendsambijenih iz Zenskih donor-
biljka, dok su regeneranti dobijeni iz muskih dobdjaka u 9-20% sléajeva postajali
andromonecki. Komaet al (1999) su u drugom ciklusu regeneracije (kadeegeneranti
donori korenova za regeneraciju)ciiopojavu ginomonecizma kod prethodno Zenskih
biljaka. U tréem ciklusu kod 43% andromoneckih biljaka je do3tordverzije u muski
pol, dok se ginomonecke biljke nisu revertovaleenske biljke (Komai & Masuda, 2004).
lako ni u jednom skaju nije bilo promene musSkog u zenski pol i obrpuaatori su
zakljwili da oba pola imaju potencijal da obrazuju olgatctvetova. Eksperimenti vezani
za ovu problematiku su z&ni sa ekonomskog aspekta, ako se ima u vidu dakee
biljke produkuju véu lisnu masu od muskih biljaka (Pavlekal., 1982).

1.4. Ribozom inaktiviraju ¢i proteini - RIP

Ribozom inaktivirajdi proteini (RIP) spadaju u grupu citoto&sih N-glikozidaza, koji
raskidaju N-C veze izndel adenina i pentoznih &ra i specifino uklanjaju adenin iz
konzervisanog regiona ribozomalne RNK (rRNK). Madhila adeninskog ostatka blokira
vezivanje elongacionog faktora 1 i 2 za ribozomai taj n&in ireverzibilno inhibira
translaciju (Willy et al, 2001; Kawade & Masuda, 2009). Dugo se smatralgedrRNK
jedini supstrat na koji ovi proteini deluju, alikasnije pokazano da iRNK i DNK mogu biti
supstrat RIP (Kumari & Kumar, 2011). ¥ea autora RIP deli, na osnovu broja
polipeptidnih lanaca kojih ii€ine, na dve grupe. Opciono postoji id&egrupa, mada
postoji i miSljenje da su ovi proteini samo podgygve (Stripe, 2005).

RIP tipl su monomerni enzimi sa molekulskom masom od 30 kIxgpoznatiji
protein iz ove kategorije je saporin$aponaria officinaligKumari & Kumar, 2011). RIP
tipa 1 nafe&e sintetiSu biljke iz familijaCucurbitaceagCaryophyllaceae Euphorbiaceae
(Stripe 2004).

44



1.Uvod

RIP tip2 su heterometni enzimi sa dva raziita polipeptida obelezena kao A lanac
(N-glikozidaza) i B lanac (lektin vezuja aktivnost). Molekulska masa svakog lanca je oko
(Stripe, 2005). Napoznatiji primeri su ricin izokv iz Ricinus communis abrin izolovan
iz Arbus precatoriugOlsnes, 2004).

RIP tip 3 ¢ine jedini do sada identifikovani proteini JIP60 j&ma i b-32 iz
kukuruza (Stripe, 2005). JIP60 jecsln RIP tipu 1, ali ima joS jedan segmentrsh
velicine, ali nepoznate funkcije. Molekulska masa ovogegina iznosi 60 KDa (Reinbothe
et al, 1994). b-32 kukuruza se sintetiSe kao proenzanpostaje aktivan tek nakon
uklanjanja internog peptidnog segmenta (Waishl, 1991).

RIP su Siroko rasprostranjeni u prirodi, ali su dwntno prisutni u biljkama,
bakterijama i gljivama (Nielsen & Boston, 2001). o biti prisutni u svim biljnim
organima, ali su n&&e prisutni u semenima (Stirpet al, 1983). RIP do sada nisu
otkriveni kod arabidopsisa Sto u mnogome otezaxeijemje efikasnog sistema za njihovo
izucavanje (Peumarst al, 2001). Primarna uloga RIP u billkama nije dg&nazjasSnjena.
Pretpostavlja se da imaju odbrambenu ulogu i uloguogramiranoj senescenciji (Hartley
et al, 1996; Peumanst al., 2001; Stripe & Batelli, 2006). Talle, njihovu ekspresiju
mogu indukovati mehatki ili osmotski stres, kao i hormoni stresa ABAasmonska
kiselina (Reinbothet al, 1994; Rippmanmt al, 1997; Chhikarat al, 2012). Smatra se
da u terminalnim fazama odgovora na stres, u koflolazi do prekida \@ne metabolikih
funkcija, RIP deluju na sopstvene ribozome, Stoiva programiranojéelijskoj smrti
(Reinbotheet al, 1994). Osim toga, wen je diurnalni ritam u ekspresiji ovih gena, sa
maksimumom na sredini svetlog dela dana (Rippmetnal, 1997). Eksprimiranje ovih
gena u transgenim biljkama dovodilo je do p@ree otpornost ovih biljaka prema
patogenim organizmima (Chhikast al, 2012). Méutim, uaeno je da se ovi proteini
mogu i konstitutivno eksprimirati na niskom nivoadooptimalnim uslovima, bez prisutnih
stresora. Pokazano je da je ekspresija nekih RjBlisana razvojnim stadijumom biljke.
Cinamomin, tip 2 RIP izolovan €inamomum camphorae sintetiSe u kotiledonima da bi
se rapidno degradovao tokom Klijanja (letual, 2002).Phytolacca americanaintetiSe tri
RIP: PAP, PAP-2 i PAP-S. Od toga geni za PAP i RPABe eksprimiraju u listovima
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tokom proléa i leta, dok se PAP-S eksprimira samo u semenlmaan,(1983; Irvin &
Uckun, 1992).

Citotoksenost RIP proteina je vrlo varijabilna. Ribozomijéia koje sintetiSu RIP
su osteljivi na njih, tako da su oni uvek &izi razdvojeni izuzev u stiaju RIP tipa 3, koji
se sintetiSu kao proenzimi (Hartley al, 1996). Zbog visoke toksiosti RIP tipa 2 se
sintetiSu kao preproteini. Uklanjanem signalnog tiglep sa N-terminusa prekursornog
molekula preproricina nastaje proricin (Lord, 1989preproricin se sintetiSe u
endoplazmatinom retikulumu, a zatim se Goldzijevim kompleksopuduje u vakuolu.
Tek u vakuoli nastaje zreli ricin, kako ne bi dedlovna sopstvene ribozome. Osim u
vakuoli, RIP proteini mogu biti lokalizovani u misu celijskog zida, kao PAP-H,
izolovan iz korenovdhytolacca american@Parket al, 2002). Zanimljivo je da pecen
PAP-H nije imao antifungalno dejstvo, ali je eksudarena koji je sadrzao PAP-H,
hitinazu,p-1,3-glukanazu i proteazu bio delotvoran protivwgljkoje Zive u zemljiStu (Park
et al, 2002). PAP-H je detektovan u ostacitedija korenove kape i to je verovatnocima
kojim se u prirodnim uslovima oslotha u rizosferu. Etilen indukuje oslotenje PAP-H u
rizosferu, ali ne i njegovu produkcijudeliji (Parket al, 2002). Pretpostavlja se da se RIP
proteini lokalizovani u citoplazmi ili vakuoli odbadaju lizom ¢elija pri napadu patogena
(Nielsen & Boston, 2001).

Interesovanje za RIP je poslednjih godina porastmgz njihovog snaznog
citotokstnog delovanja na tumorskeéelije. Razvijanjem monoklonskih antitela protiv
specifénin markera tumoréelija i njihovom fuzijom sa RIP moga je speciitna
eliminacijacelija tumora (De Virgilicet al, 2010).

1.4.1. Ribozom inaktiviraju éi proteini spanaca

Iz embriogenog kalusa spai@asu izolovana 2 najzastupljenija proteina kojainis
bila prisutna u neembriogenom kalusu (Ishizaki al, 2002; Kawadeet al, 2008).
Analizom aminokiselinske sekvence, ovi proteinissustani u RIP proteine i nazvani su
SoRIP1, odnosno SoRIP2. Oba proteina imaju konganvishiga/ricin tok&ni domen,
karakteristtan za RIP proteine i N-glikozidaznu aktivnost (i=tki et al, 2002). Nivo

homologije SoRIP1 i SoRIP2 je nizak (35%), kao vannjihove homologije sa drugim
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poznatim predstavnicima RIP. SoRIP1 je na&jji rip-rl, a SoRIP2 betavulginu,
proteinima izolovnim iz S&rne repe (Kawade & Masuda, 2009). GgoRIP1 kodira
sekvenca od 1555 bp, sa dva egzona i intronom &bp9 a gerSoRIP2sekvenca od
834 bp bez introna (Kawade & Masuda, 2009).

Detaljna analiza ekspresij8oRIP1i SoRIP2 je izvrSena poxkeenjem njihove
ekspresije u embriogenim kalusima, koji su gajebidana na medijumu za indukciju
kalusa sa 1M NAA + 0.1 uM GAg3, i neembriogenim kalusima, gajenim na medijumu sa
10uM NAA bez GAg (Kawadeet al, 2008). Tokom ovog tretmana pokazano je da je
SoRIP1 bio eksprimiran na niskom nivou u korenovima, nbeagenim kalusima i
embriogenim kalusima tokom prvih 18 dana, dok jazsa ekspresija detektovana u
embriogenim kalusima tek na kraju indukcionog tm@tie (25. dana).SoRIP1 se
eksprimirao i u embriogenom kalusu nepromenjenitennitetom tokom slede 4 nedelje
kultivacije na medijumu bez BRR, kao i u izolovansomatskim embrionima. Nivo
ekspresijeSoRIP2je bio izuzetno nizak u korenovima pre indukcioricggmana, kao i u
neembriogenim kalusima i embriogenim kalusima sve8dnedelje posle subkultivisanja
na medijum bez BRR, da bi snazna ekspresija bilektievana tek u 4. nedelji na ovom
medijumu. U somatskim embrionima je takadetektovan visok nivo ekspresgeRIP2

Histohemijskom analizom je pokazano prisustvo SdRIPembriogenom kalusu,
posebno na periferiji kalusa, gde sucemwe grupacije proembriona, dok je u
neembriogenom kalusu nivo SoRIP1 bio vrlo nizakRER2 nije detektovan u z&anoj
koli¢ini ni u embriogenom ni u neembriogenom kalusimagldbularnim i srcolikim
somatskim embrionima SoRIP1 je bio prisutan u dblaeristema, dok je u torpedo
embrionima SoRIP1 bio lokalizovan éelijama epidermisa. SoRIP2 je bio lokalizovan u
¢elijama epidermisa na svim stadijumima rgavisomatskih embriona (Kawadd al,
2008).

U vegetativnim organimé&oRIP1se zn#&ajno eksprimirao u nezrelim plodovima i
korenovima sparga, manje u cvetovima i zt@no manje u listovima, dok sBoRIP2
najsnaznije eksprimirao u cvetovima i samo neznatneezrelim plodovima i listovima
(Kawade & Masuda, 2009). EkspresiggoRIP1i SoRIP2 nije detektovana u zrelim

semenima spada. Nivo ekspresijeSoRIP1lje opadao tokom razéé plodova, dok je
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ekspresijaSoRIP2bila vrlo slaba i konstantna tokom ra&iplodova. SoRIP1 je bio

lokalizovan u perifernim regionima nezrelog zigatgkembriona i samo neznatno u
unutrasnjosti embriona, a SoRIP2 se akumuliracideemisu zigotskih embriona (Kawade
& Masuda, 2009).

Analiza regulatornih sekvenci ovih gena je pokazala poznatih promotorskih
motiva zaSoRIP1i 83 zaSoRIP2(Kawade & Masuda, 2009). Osim standardnih CAAT i
TATA elemenata, detektovani sis elementi ukljgeni u kontrolu raz\ia, cirkadijalnog
ritma, odgovora na svetlosni signal i bésdii abioticki stres. U uzvodnom regiorsoRIP1
je detektovan RY motiv, koji predstavlja vezégumesto homeodomen proteina WUS tipa,
napin motivi, koji su povezani sa embriogenezoreimenti koje indukuje etilen, a koji su
u vezi sa sazrevanjem plodova (Kawade & Masuda&QR@0promotoruSoRIP2su prisutni
regulatorni elementi vezani za odbrambene funkéige i elementi koje indukuje ABA,
homologi vezujdim mestima embrion faktora 1 i 3 iz soje sa furiktijekspresije gena za
rezervne proteine (Kawade & Masuda, 2009).

Dodatak ABA, u medijum za regeneraciju somatskihbeoma nije uticao na
indukciju ekspresije ni jedno§oRIPgena (Kawadet al., 2008). Salicilna kiselina, koja
indukuje ekspresiju gena kojcestvuju u odbrani organizma od patogena, je indaleov
ekspresijuSoRIP2 ali ne i ekspresij$oRIP1(Kawade & Masuda, 2009).

S obzirom da je RY motiv vezuja mesto LEC2 i FUSCAS3 (FUS3) transkripcionih
faktora i lokalizacija ekspresijBoRIP1lumnogome podsa na ekspresiju FUS3, kao i da
WUS ima znaéajnu ulogu u najranijoj fazi somatske embriogenegenu SoRIP1 je
pripisana uloga u razéu embriona (Kawade & Masuda, 2009), dok je g&uRIP2

pripisana odbrambena uloga.
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2. CILJEVI RADA

 Jedan od glavnih cilleva ovog rada bilo je divanje uzroka izuzetno niskog
regenerativnog potencijala spaaasorte "Matador". Realizacija ovog cilja izvrSena
je sprovaenjem nekoliko eksperimentalnih zadataka:
1. Odrdivanje regenerativnog potencijala korenova izoldvansa
individualnih klijanaca spara nasuniino izabranih iz populacije.
2. Préenje regenerativnhog potencijala potomstva tih dinifdobijenog
samoukrStanjeim vitro.
3. Poréenje regenerativhog potencijala korena klijancarekova izolovanih

sa biljaka razvijenih iz somatskih eimba (SE).

* Naredni cilj je bila optimizacija uslova za Stokefsniju regeneraciju SE iz apikalnih
odse&aka lateralnih korenova spaiaa Testiran je uticaj:
4. Fotoperioda
5. Gustine fluksa fotona svetlosti
6. Egzogenih giberelina
7

Higromicina

U cilju razvijanja model-sistema za brzu i precizquocenu embriogenog
potencijala korenova spateuraieni su sled&@ eksperimenti:
8. Pr&enje ekspresije potencijalnih marker-gena u tkigje kne regeneriSe SE
I u SE na ragiitim stadijumima raz\da.
9. Procena podobnosti odabranog marker-geoRIP2za selekciju linija sa
visokim regenerativnim potencijalom.
10. Procena upotrebljivosti marker-gena tirsagu uticaja sredinskih faktora

na somatsku embriogenezu.
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Kako bi se objasnila uloga i interakcija svetlasgiberelina u promociji somatske
embriogeneze kod spaiea pr&en je:
11. Uticaj fotoperioda na ekspresiju gena za bwizam giberelina:
S0GA20-ox1l SoGA3-oxi SoGA2-ox1
12. Uticaj egzogenih giberelina na ekspresjaoGA20-ox1l SOGA3-ox1i
SoGA2-ox1
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Biljni materijal

3.1.1. Uspostavljanjein vitro kulture spanaca

U svim eksperimentima su koéEna semena spai@(Spinacia oleraced..) sorte
"Matador" (NS $me, Novi Sad, Srbija). Semena su povrSinski stenbsaspiranjem
tekucom vodom tokom 10 min, uz dodatak nekoliko kapi kotijalnog deterdzenta (Fairy,
Procter & Gamble, Ohio, USA), a zatim inkubiranj@min u 30% rastvoru varikine (4%
NaClO, Panonija, P&evo, Srbija) uz konstantno w@kanje na horizontalnoj mesalici
(85 rpm). Procedura sterilizacije je ponovljendlS&o rastvorom varikine u trajanju od 15
min. Semena su zatim tri puta isprana sterilnonordepvanom vodom, osuSena na
sterilnom filter papiru i postavljena u petri keti{20 semena po petri kutiji greka 90
mm) na bazalni medijum bez dodatih BRR. Semenaldijaivana u mraku ili na svetlosti u
zavisnosti od potrebe eksperimenta.

Nakon 7 dana, klijanci su prelai na svez medijum (tri klijanca po petri kutiji),
kako bi imali prostora da razviju korenov sistentijafci su gajeni naredne 2-3 nedelje u
istim uslovima u kojima su isklijavani. Za ekspeeinte su kori&ni klijanci na stadijumu

razvica sa 4-5 listova i dobro razvijenim korenovim Sisben.

3.1.2. Bazalni medijum za gajenje spanéa

Bazalni medijum je sadrzao MS makro i mikro elerae(itachner, Brno, Czech
Republic) po recepturi Murashige & Skoog (1962),dordatak, 20 g/l saharoze, 100 mg/I
myo-inozitola, 2 mg/l tiamina, 2 mg/l piridoksing, mg/l nikotinske kiseline i 2 mgl/l
adenina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Za igmije medijuma je koré&en agar
(Institut za virusologiju, vakcine i serume Torl&eograd, Srbija) u koncentraciji 7 g/l. Pre
dodavanja agara pH medijuma je podeSavan na 5ot pH-metra (Consort C860,
Turnhout, Belgium). Medijum je sterilisan na 114°80 kPa tokom 25 min u autoklavu
(Rayp& AE75, Barcelona, Spain).
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3.1.3. Uslovi gajenjain vitro kultura spanac¢a

Kulture su gajene na temperaturi 25 + 2°C, na esttlfluorescentnih lampi
(Philips, Amsterdam, Netherlands), pri gustini 8akfotona (PPFD) od oko 7@nol/(nts),
izmerenog instrumentom LI-1400 DatalLogger sa LISAGQuantum senzorom (LI-COR
Biosciences, Bad Homburg, Germany), u uslovima dudana (DD, 16 h svetlosti) ili
kratkog dana (KD, 8 h svetlosti), izuzev eksperiatanu kojima je intenzitet svetlosti

variran, Sto je nazftano naknadno.

3.2. Testiranje regenerativhog potencijala korenova spaaca

3.2.1. Procedura za indukciju regeneracije iz odséaka korenova

U svim eksperimentima regeneracija je indukovanaapkalnih fragmenata
lateralnih korenova spaéam duzine 1 cm, prema modifikovanoj proceduri Knetl al.
(1997). Eskplantati su postavijeni u petri kutija &rstim medijumom za indukciju
regeneracije, koji je sadrzavao 2Bl NAA (Sigma-Aldrich) i 5uM GA3 (Sigma-Aldrich).
GA; je rastvoren u apsolutnom etanolu, sterilisarerfifiterilizacijom (0.22 um, Merck
Millipore, Billerica, MA, USA) i dodavan u sterile&sy medijum ohlden na oko 40°C.

Eksplantati su subkultivisani na medijum istog aeatu intervalima od 4 nedelje,
tokom perioda od 12 nedelja. Pre svake subkultareksplantata su uklanjani regeneranti,
te je kvantifikacija, koja je podrazumevala brogi§E uz pomo stereomikroskopa (Carl
Zeiss, Jena, Germany) na kraju svake subkultueglspavljala broj primarnih regeneranata.
Kulture su nasunino porgiane na polici u svim eksperimentima (eng. Compjetel
Randomized Design - CRD).

3.2.2. Uspostavljanje kolekcije genotipova i analiza njiheog regenerativnog
potencijala
Indukciji regeneracije je podvrgnuto 30 Klijanacasaméno odabranih iz
populacije ozné&nih kao parentalni (P) klijanci. Apikalni izdanzblovani sa P klijanaca
Su gajeni u epruvetama (jedan izdanak po eprusatl)0 ml bazalnog medijuma bez BRR

u uslovima DD tokom perioda od 12 nedelja. Fragimkotenova i apikalni izdanci koji
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poticu sa istog klijanca su obelezeni istim brojem. K&ljkoje su se razvile iz apikalnih
izdanaka su se samoopraSile i dale semena, koailawpliena u aseptnim uslovima i
postavljena na isklijavanje na bazalni medijum B#&R. Semena su zatim podvrgnuta
hladenju na 7°C u trajanju od 2 nedelje, a zatim sergaju uslovima DD do raza
klijanca. Ovi klijanci su obelezeni kao §eneracija. Svaki klijanac je obelezen oznakom
parentalnog genotipa i jedinstvenim rednim broj@&ma. isti n&in, samoopraSivanjem; S
Sy, 1 S biljaka su dobijeni klijanci § odnosno $i Sy generacije. Korenovi ovih klijanaca
su sluzili za indukciju regeneracije na isticmakao i korenovi P klijanaca. Analiziran je
regenerativni potencijal 23,523 S, 17 S i 5 § klijanaca. Klijanac i svi regeneranti
dobijeni iz njegovih korenova su ozei kao linija ili genotip.

Sa svakog klijanca je izolovano 30 o¢islea korenova i postavljeno u 6 petri kutija

sa po 5 ods®@ka (n=30).

3.2.3. Poredenje regenerativhog potencijala korenova klijanaca

regeneranata

Regenerativni potencijal korenova klijanaca je &jen sa regenerativnim
potencijalom korenova regeneranata dobijenih ingisklijanca. Fragmenti korenova
regeneranata su podvrgnuti indukciji regeneracgesti n&in kao i fragmenti korenova
klijanaca.

SE izolovani sa fragmenata korenova su nakon paokesntifikacije preb&ni na
bazalni medijum sa dodatkom 5 puM 6-furfurilaminapar(kinetin, KIN — Sigma-Aldrich).
Na ovom medijumu SE su se razvili u zdrave biljked@ljem tekstu regeneranti), koje su
se oziljavale i umnozavale, Sto je predstavljalalnstizvor materijala za odrzavanje
kontinuiteta eksperimenata. Regeneranti su gajenslavima KD, kako bi se spfiéo
cvetanje i zavrSetak vegetativnog perioda. Za reagg regenerativhog potencijala
regeneranata, biljke koje su bile izabrane za ekspat su prethodno gajene 4 nedelje u
uslovima DD. Neke od ovih biljaka su se samoopeagildobijena semena su ozr@a po

gore opisanom principu.
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Za svaku liniju su postavljene po 4 petri kutije pa 5 fragmenata korenova
izolovanih sa regeneranata i eksperiment je poeov3j puta (n=40). Fragmenti korenova

izolovani sa klijanaca su postavljeni kako je opsaod 3.2.2.

3.2.4. Uticaj fotoperioda i intenziteta svetlosti na regeerativni potencijal

Uticaj fotoperioda na regenerativni potencijal sganje testiran na 40 nasumno
izabranih klijanaca. Apikalni fragmenti lateralnikorenova (1 cm) istog Kklijanca su
izolovani i u jednakom broju postavljeni u uslové® K DD. Indukcija regeneracije je
vrSena prema gore opisanom protokolu za induk@generacije. Za oba fotoperioda su
postavljene po 4 Petri kutije grdka 50 mm, sa po 5 fragmenata korenova (n=20).
Kvantifikacija SE je vrSena uz podigteromikroskopa na svake 4 nedelje, tokom perioda
od 12 nedelja. Nakon kvantifikacije SE su uklanjanpodvrgavani multiplikaciji i
ozZiljavanju kao Sto je ranije opisano. Petri kufijeuslovima oba fotoperioda su bile
izlozene identinom intenzitetu svetlosti.

Za ispitivanje uticaja intenziteta svetlosti (PBFDa regenerativni potencijal
spanaa, kori&eni su fragmenti korenova regeneranata. Odabrata genotipa (110, 125
i 148) koji su u prethodnim eksperimentima pokaz#dbar regenerativni potencijal.
Fragmenti korenova su bili izloZzeni PPFD od: 5, 500 i 150umol/(m?s) u uslovima DD
ili gajeni u mraku tokom perioda od 12 nedelja. ff&atati su tokom ovog perioda gajeni
na medijumu za indukciju regeneracije. Za svakimen su postavljene 4 Petri kutije sa po

5 fragmenata korenova (n=20).

3.2.5. Uticaj egzogenih giberelina i prisustva svetlosti a regenerativni
potencijal

Testirana je moginost odrédenih genotipova da regeneriSu na bazalnom medijumu
(u odsustvu giberelina, a uz dodatak 20 pM NAAxlovwima DD. Testirano je devet linija:
238-6-3-1-1, 238-6-3-1, 110, 125, 147, 148, 155, i18556. Analiziran je i uticaj giberelina
GA; i GAs, dodatih u bazalni medijum koji je sadrzao i 2B NAA, na indukciju
regeneracije iz apikalnih odska korenova spata GA je dobijen ljubaznasd
dr Slaiane Todoro, Institut za bioloSka istrazivanja "SiniSa Stankbyi dr R.P. Pharis,
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University of Calgary, Canada). Za svaki gibergdirpostavljen trofaktorijalni eksperiment
u kome su testirani sleéigfaktori: koncentracija giberelina (0, 2.5, 5, ,71® uM), genotip

(regeneranti linija 125 i 238-6-3-1) i svetlost (DBnrak). U uslovima DD sve kulture su
bile izloZene identnom intenzitetu svetlosti (10@mol/(m’s)). Ukupan uzorak za svaki

tretman je bio 3 petri kutije sa po 5 fragmenateekova (n=15).

3.2.6. Uticaj higromicina na regenerativni potencijal

Uticaj higromicina (eng. hygromycin, hyg — SigmadAth) na indukciju
regeneracije SE iz apikalnih fragmenata korenoama&p je testiran na liniji 238-6-3-1, sa
izuzetno dobrim regenerativnim potencijalom, ko jdobijen nakon 3 ciklusa
samoopraSivanjan vitro. Fragmenti korenova su gajeni jednu nedelju naijomad za
indukciju regeneracije bez hyg, a zatim su subkighkini na medijum istog sastava sa: 0,
0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 ili 10 mghyg. Rastvor hyg je sterilisan filtriranjem (0.22 pm, ide
Millipore) i dodavan u autoklaviran medijum otitm na oko 40°C, pod asejiim
uslovima. Za svaki tretman su postavljene po 4i jretije sa po 20 fragmenata korenova
(n=80). SE su prebrojani uz pothstereomikroskopa nakon 4 nedelje gajenja na madiju
sa hyg.

Uticaj hyg na razvie SE i pojavu sekundarnih somatskih embriona ($SB)aen
tako Sto su SE (3-5 mm), izolovani sa fragmenateerkmva gajenih na medijumu za
indukciju regeneracije bez hyg, postavljeni na muedisa: 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15
ili 20 mg/l hyg. Za svaki tretman postavljene su po 3 petitij& sa po 15 eksplantata
(n=45). Broj SSE po primarnom SE, kao i broj nekiah eksplantata zabelezen je nakon
4 nedelje uz pontostereomikroskopa.

Tokom oba eksperimenta kulture su gajene u uslaw pri identtnom PPFD od
80 umol/(nTs).

3.2.7. Statisti¢ka analiza podataka koji se odnose na regenerativipotencijal
Uticaj svih testiranih faktora na indukciju reges@je iz korenova spada je
opisan sled@m velicinama: frekvencom regeneracije (otlrrOM kao procenat eksplantata

koji regeneriSu), progaim brojem SE po eksplantatu i indeksom koji opspptencijal za
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formiranje embriona (PFE). PFE je izvedena dmed koja objedinjuje frekvencu

regeneracije i progan broj SE po eksplantatu, izteata po formuli:
PFE=(proséan broj SE po eksplantatu) x (procenat eksplahkigiaegenerisu)/100

Za sekundarnu somatsku embriogenezu je &emi& izvedena veiina - potencijal
za formiranje sekundarnih somatskih embriona (PFS8#a je izr&unata po istoj formuli
kao i PFE. PFE i PFSSE indeksi sdumati po petri kutiji, podaci su zatim podvrgnuti
transformaciji kvadratnim korenovanjem i analizitan

Procentualni podaci su pre analize podvrgnuti aargoj transformaciji (arcsifx),
dok su podaci za broj SE transformisani kvadratkarenovanjem. Statistka zn&ajnost
izmedu tretmana je testirana standardnom analizom vaejdANOVA). Razlike izméu 4
grupe linija (5, 9, 18 i 238) su testirane pdomdnested” ANOVA. Svaku grupu jgnila P
linija i njeni potomci. Pri "nested" analizi faktdtinija" je bio ugnjezden ("nested”) u
faktor "grupa”. Srednje vrednosti u svim analizassarazdvajane uz poréd-isherovog
LSD post-hoc testa (g0.05).Uticaj fotoperioda (KD i DD) i razlika embgenog
potencijala izméu klijanaca i regeneranata je testirana péurtetesta za zavisne uzorke.

Nakon analize dobijeni rezultati su transformisasdgovarajdim inverznim
funkcijama i kao takvi prikazani.

3.3. Analiza ekspresije gena potencijalnih markera somake embriogeneze i gena

uklju ¢enih u metabolizam giberelina spanéa

3.3.1. Analiza ekspresije gena

3.3.1.1. Izolacija ukupnih RNK
Za analizu ekspresije gena potencijalnin markeraasske embriogeneze i gena
ukljucenih u metabolizam giberelina, kamhi su apikalni fragmenti lateralnih korenova
spanéa. Ukupna RNK je izolovana po modifikovanom protikGasi et al (2004):

* 150 mg biljnog tkiva je homogenizovano u avanudmden azotu.
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U uzorke je dodato po 650 pl ekstrakcionog pufefiabéla 1) i 15 pl
B-merkaptoetanola.

Uzorci su vorteksovani i zatim inkubirani 15 mivadenom kupatilu na 60°C.

U svaki uzorak je dodato 650 pl smeSe hlorofornaumib alkohol (24:1).

Uzorci su zatim centrifugirani 10 min na 10000 mag4°C.

Ekstrakcija hloroformom i izoamil alkoholom je pariena.

U supernatant (oko 600 pl) je dodato 166 ul 7.5iMl L uzorci su inkubirani na 4°C
preko ndi.

Narednog dana uzorci su centrifugirani 45 min n@d0D2x g na 4°C.

Supernatant je odban, pelet je ispran sa 1 ml 70% etanola i uzor@esrifugirani 10
min na 12000 x g na 4°C.

Supernatant je odban i pelet osusen tokom 5 min u laminarnoj komori.

Pelet je zatim rastvoren u 100 pl vode i dodat@Jeul Na-acetata (pH 5.5) i 275 pl
70% etanola.

Uzorci su inkubirani minimum jedan sat na -70°Gaéim su centrifugirani 45 min na
12000 x g na 4°C.

Supernatant je odban i pelet ispran etanolom, kao Sto je prethodnsan.

RNK je osusena u laminarnoj komori (ne duze od irf),mastvorena u 50 pul vode i do

upotrebetuvana na -70°C.

Tabela-1 Satav pufera za ekstrakciju RNK (Gast al.,2004).

2 x CTAB ekstrakcioni pufer  Finalne koncentracije

CTAB 2% (wiv)
PVP K-30 solubilni 2% (wW/v)
TRIS—HClpH 8 100 mM
EDTA 25 mM
NacCl 2M
spermidin 0.5¢g/

H,O (DEPC pretretirana)
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Kvantitet i kvalitet izolata dobijene RNK su proagani spektrofotometrijski i

elektroforezom na agaroznom gelu. KoncentracijgpukuRNK je odrdena po formuli:

c(ug/ml) = Ao x 40 x 100;
gde je Ago— apsorbanca RNK na 260 nm, 40 pg/pl — koncerdrgminolagane RNK pri

Azso= 11100 — faktor razblazenja.

Cistoéa izolovanih RNK je procenjena na osnovu odnosa/Aqgo Koji se zatiste
izolate RNK krée u intervalu 1.8 i 2.2. Integritet RNK je odem elektroforetskim
razdvajanjem 1 pg uzorka RNK na 1.2% (w/v) agarazigelu.

Izolovana RNK je tretirana DNK-azom (DNase |, TherBcientific, Waltham, MA
USA) kako bi se eliminisala eventualno zaostalaogeska DNK (Tabela 2). Tretman je
trajao 30 min na 37°C. Stopiranje DNK-aze je izaosdodavanjem {ul etilen diamin tetra

siréetne kiseline (EDTA - Thermo Scientific) u svakoliat i inkubiranjem 10 min na 65°C.

Tabela 2— Sastav reakcione smeSe za eliminaciju DNK uaiza RNK

Komponenta Po reakciji (10 pl) Finalna koncentracija
10 x DNase | pufer ul

DNase | (1 U/ul) T 0.1 U/ul

RNase inhibitor (40 W) 0.25ul 1 U/l

RNK (1 ug) max 6.75ul

H,O do 9ul

58



3. Materijal i metode

3.3.1.2. Reverzna transkripcija (RT) RNK molekula
RNK je prevedena u komplenentarne jedntéere DNK (cDNK) molekule

reakcijama reverzne transkripcije (RT). Za RT réakkoriséen je GeneAmp Gold RNA
PCR Core Kit (Applied Biosystems, Foster City, GQ#§A), a sastav reakcionih smeSa dat
je u Tabeli 3. U svaku RT reakciju je unoSeno 26@kupnih RNK.

Tabela 3 — Sastav reakcione smeSe za reverznu tranglripci

Komponenta Po reakciji (20 pul ) Finalna koncentracija
H,O 6.7ul

5 x RT pufer 4l

MgCl, (25 mM) 2ul 2.5 mM

dNTP (10 mM) 2ul 1mMm

DTT (100 mM) 2ul 10 mM

oligo-dT (50uM) 0.5l 1.25 mM

RNase inhibitor (20 W) 0.5ul 0.5 Up

MultiScribe® transcriptase (50 ) 0.3ul 0.75 Upl

RNK (0.1 pug/ul) 2u 0.01pg/ul

RT reakcija se odvijala u dva koraka, na 25°C tok@nmin i zatim na 42°C tokom

12 min.

3.3.1.3. Reakcija lancanog umnozavanja (PCR)

Dobijeni cDNK molekuli su zatim umnozavani poénogen-specitinih prajmera u

rekaciji lartanog umnozavanja (enBolymerase Chain Reaction; PCR). Sve PCR reakcije

zapremine 25pl postavljene su kori&njem AmpliTaq Goll PCR Kit (Applied

Biosystems) po recepturi datoj u Tabeli 4.
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Tabela 4 — Sastav reakcione smeSe za PCR

Komponenta Po reakciji (25 pl) Finalna koncentracija
H,O oul

10 x PCR pufer 1.4l

MgCl, (25 mM) 0.75ul 0.75 mM

dNTP (10 mM) 1yl 0.4 mM

Forward (F) prajmer (5 uM) 1.249 0.25uM

Reverse (R) prajmer (5 uM) 1.26 0.25uM

Taq polimeraza (5 W) 0.25ul 0.05 Uil

cDNK 10ul

Program za PCR umnozavanje je sadrzavao inicij@eoaturaciju na 95°C u
trajanju od 5 min, zatim 36 ciklusa denaturacijg°®, 1 min), vezivanja prajmera (60°C,
1 min) i elongacije (72°C, 1 min), kao i finalnuoebaciju na 72°C tokom 10 min.
Temperatura vezivanja svih kai&hih prajmera je bila ista (60°C). RT i PCR reaksij se

odvijale u masini Mastercycler® nexus Gradient (&mborf, Hamburg, Germany).

3.3.1.4. Odredivanje nivoa ekspresije gena metodom

kvantitativnog RT-PCR (gRT-PCR)
Nivo ekspresije analiziranih gena je adiv@n metodom kvantitativnog RT-PCR

(QRT-PCR), korigenjem Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix-a (Tineer
Scientific) u masini ABI PRISM 7000 Sequence DeatetiSystem (Applied Biosystems).
U reakcione smeSe zapremine @§Tabela 5) unoSeno je po 2ubodgovarajée cDNK.
Ova cDNK dobijena je po prethodno opisanom protokelerznom transkripcijom 200 ng
ukupnih RNK. Za svaki gen postavljana je kontrokz lcDNK (eng Non Template
Control-NTC), koja je umesto cDNK sadrzala 2ub H,O. Da bi bila eliminisana
moguenost pojave pozitivnog signala usled prisustva nabavanja genomske DNK, na
svaku pléu je postavljana negativha RT kontrola, smeSa zaPRR bez reverzne

transkriptaze.
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Tabela 5— Sastav reakcione smeSe za qRT-PCR

Komponenta Po reakciji (25 pl) Finalna koncentracija
H,O 7l

SYBR Master Mix 12.45d

F prajmer (5uM) 1.5u 0.3uM

R prajmer (5uM) 1.5l 0.3uM
cDNK/standard 2.5l

Radi provere efikasnosti gRT-PCR reakcija za swadki analiziranih gena su
napravljene standardne krive. Standardi Kem$é u analizi ekspresijéSORIP2 gena
predstavljali su razblazenja cDNK (5%, 10x, 100k000x) uzorka koji je nakon RT-PCR
dao najintenzivniji signal. U analizi ekspresijenge ukljutenih u metabolizam GA
standardi su predstavijali seriju razblaZzenja odgajte cDNK (10 - 10 kopija/pl)
umnozene u PCR reakciji kof&njem specitinin prajmera i njenim izolovanjem sa 1.2%
(w/v) agaroznog gela uz pordita GeneJdet Gel Extraction Kit (Thermo Scienjifpo
uputstvu proizvdaca. Broj kopija specitinog produkta poul je odreien uz pomé

programahttp://endmemo.com/bio/dnacopynum.php

Svi uzorci su nanoSeni na plo u triplikatima. Nivo ekspresije ciljanih gena
odrefivan je kori€enjem AAC; metode (Livak & Schmittgen, 2001). Kao endogena
kontrola u svim eksperimentima, tj. gen sa konstihom ekspresijom, koré&n je
a-tubulin arabidopsisa (GenBank™ pristupni br. M21414.1; Kdev & Masuda2009),
umnozavan specifnim prajmerima prikazanim u Tabeli 6. Uzorak u oslnma koga je
predstavljana promena ekspresije (kalibrator) i @gendodeljivana vrednost 1, posebno je

nazn&en u svakom opisanom eksperimentu.
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Tabela 6 — Sekvence prajmera za amplifikaciju genazabulin

Naziv prajmera  Sekvenca (5'-3) Duzina amplikona (bp) Izvor
F: a - tubulin ACCCTCGGATCCACTTCATG 585 Kawade &
R: o - tubulin AGGGCAGCAAGATCCTCACG Masuda 2009

F- forward, R-reverse

Na osnovu dobijenih proseih G vrednosti triplikata uzoraka, kalibratora i

endogene kontrole iztanata je razlika u ekspresiji na slédeatin:

AAC:= [(Ctuzorka - Greky) — (Gkar= Crexd]
R = 2-AACI

Ciuzorka= proséna G vrednost uzorka dobijena kot&njem prajmera za gen od
interesa
Ciexu= proseéna G vrednost uzoraka dobijana ka@hjem prajmera za
endogenu kontrolu
Ci ka = pros€éna G vrednost za kalibrator dobijena kashjem prajmera za gen od
interesa
Ci ek = pros€na G vrednost za kalibrator dobijana kadéhjem prajmera za endogenu
kontrolu

R — odnos ekspresije uzorka u odnosu na kalibrator

3.3.2. Uspostavljanje model-sistema za pré&nje somatske embriogeneze

spanata molekularnim markerima

3.3.2.1. Odabir pouzdanog molekularnog markera za pra&enje
somatske embriogeneze
Ekspresija gena za RIP spédaaKawadeet al., 2008) analizirana je metodama
RT-PCR i gRT-PCR. Za testiranfoRIP1(Spinacia olerace&®IP1, GenBank™ pristupni
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br. AB435548, Kawade & Masuda, 200930RIP2(Spinacia olerace®RIP2, GenBank™
pristupni br. AB435547.1, Kawade & Masuda, 2009 a&ori€eni su prajmeri prikazani
u Tabeli 7. Osim prajmera preuzetih iz Kawade & Mies(2009) za amplifikacij@oRIP1
gena dizajnirani su i drugi prajmeri ka®hjem Primer-BLAST softverskog alata

(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blastYe et al, 2012). Temperatura vezivanja

prajmera je optimizirana i testirana u opsegu 53267Speciftnost svih korigenih
prajmera potwtena je na dva gma, gel elektroforezcom RT-PCR produkata i analizom
krive topljenja posle gRT-PCR reakcije.

Tabela 7 —Sekvence prajmera koédne za amplifikaciju gendoRIP1i SoRIP2

Naziv prajmera Sekvenca (5’-3’) Duzina amplikona (bp)  lzvor
F: SoRIP1-J GAAGCACACCATTACCAGGA 504 Kawade &
R: SoRIP1-J CCTCTTGTCTGTACTCAGTG Masuda, 2009
F: SoRIP1-| TGCCCCTCAAGCTGCTAAGAACAA
244 sopstveni
R: SoRIP1-I CGTGCTGCCTCCGCAACCA
F: SoRIP1-II CCTCAAGCTGCTAAGAACAACC ]
236 sopstveni
R: SoRIP1-II GCCTCCGCAACCATTTGGA
F: SoRIP2 ACCTTCCTAAGTGACATACG 629 Kawade &
R: SoRIP2 GCATATACTAACGCAATTGG Masuda,2009
F - forward, R - reverse

Procena podobnosti molekularnin markera izvrSenajesnovu analize ekspresije
dva SoRIPgena u embrionima izolovanim sa apikalnih @d&a korenova regeneranata
linije 188 gajenih na medijumu za indukciju regexage. Tokom regeracije sa eksplantata
su uzorkovani SE na ragiiim stupnjevima razvia: na globularnom stupnju (zajedno sa
tkivom korena), jasno utjivi SE velicine do 2 mm, 2-5 mm i ¥eod 5 mm (svi odvojeni
od tkiva korena). Ukupna RNK za svaki uzorak jelozana iz SE regenerisanih sa 20
odse€aka korenova (po 5 odsska gajenih u 4 petri kutje). U datom eksperimekdo
kalibrator su kori&ni fragmenti korena gajeni na medijumu bez BRR.

Radi provere homologije dobijenih amplikona sa selkamaSoRIP1li SoRIP2

gena, PCR produkti umnozeni k@efijem gen specifnih prajmera (Tabela 7) razdvojeni
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su elektroforezom na 1.2% agaraoznom gelu, a zat@isceni sa gela kor&njem
Genelet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). $eciranje amplifikovanih produkata

uradeno je u komercijalnom servisu Macrogen (Netherlangw.macrogen.co

3.3.2.2. Utvr divanje korelacije regenerativnhog potencijala
korenova kljanaca i ekspresijeSoRIP2

Korelacija izmeu regenerativnog potencijala korenova sgarisekspresij&SoRIP2
je testirana kod 10 naswnb odabranih klijanaca sa nepoznatim nivoom reggiveog
potencijala. U ekspresiji su koégne linije: 203, 204, 228, 230, 232, 237, 240, 281 i
268. Regenerativni potencijal je procenjen konvemainim brojanjem SE ponio
stereomikroskopa, a nivo ekspressieRIP2je testiran metodom gRT-PCR.

Apikalni fragmenti lateralnih korenova klijanaca gostavljeni na medijum za
indukciju regeneracije i gajeni 4 nedelje u uslo&i®D pri PPFD od 100 umym?s). Za
svaku liniju je postavljeno po 5 petri kutija sa $dragmenta korenova (n=20). Nakon 4
nedelje uzorkovana je polovina ukupnog broja fragate korenova (svaki drugi iz petri
kutije). Eksplantati su trenutno zamrznuti ¢rtem azotu i do izolacije RNKuvani na
-70°C. lIzolacija RNK i kvantifikacija ekspresije rge SORIP2 metodom gRT-PCR je
izvrSena po opisanim procedurama. Kao kalibrat&ojeéena linija 203, koja je pokazala
najnizi nivo ekspresije gersoRIP2

Druga polovina fragmenata korenova svake pojeédi@dinije je gajena joS dve
subkulture (svaka po 4 nedelje) na medijumu za Koglw regeneracije. SE su

kvantifikovani pom@u stereomikroskopa na 4 nedelje, tokom periodazodetelja.

3.3.2.3. Uticaj fotoperioda na ekspresijuSoRIP2
Kao biljni materijal u ovom eksperimentu kaehi su apikalni fragmenti
lateralnih korenovaegeneranata tri linije spafekod kojih je u prethodnom eksperimentu
nivo ekspresijeSoRIP2gena, kao i PFE indeks klijanaca, okarakterisam rkaak (228),
visok (232) i pros&an (253). Eksperiment je dizajniran kao trofakednj u kome su
varirani sledé parametri: genotip (228, 232 i 253), sastav madg (medijum za
indukciju regeneracije ili medijum bez BRR) i foad (DD ili KD), pri PPFD od
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100 pmol(m?s) za oba tretmana. Za svaku liniju je postavljpno5 petri kutija sa po 4
fragmenta korenova (n=20). Nakon 4 nedelje, polwiksplantata sa svakog tretmana
(svaki drugi fragment korena iz petri kutije) jeridena za izolaciju ukupnih RNK i dalju
analizu ekspresije gerfdoRIP2metodom gRT-PCR. Kao kalibrator za svaki pojedina
genotip na odgovarajem fotoperiodu kori®n je tretman bez regulatora rastenja, poSto na
ovom medijumu ne dolazi do spontane regeneracijdeSje i zabelezena najniza ekspresija
SoRIP2gena. Druga polovina fragmenata korenova je upléma za kvantifikaciju SE,

koja je vrSena na 4 nedelje tokom perioda od 12lped

3.3.3. Analiza ekspresije gena za metabolizam giberelinadkl spanaa

3.3.3.1. Ekspresija gena za metabolizam giberelina u izolovam
fragmentima korenova

Analizirana je ekspresija tri gena koji kodirajyjukhe enzime biosintetskog puta
giberelina (Lee & Zeevaart, 2002) metodama RT-P@RT-PCR. To su geni spai@aza
anaboléke enzime giberelin-20-oksidazu$dGA20-ox,L GenBank™ pristupni br. U3330
(Wu et al, 1996)) i giberelin-3-oksidazulS@GA3-ox1 GenBank™ pristupni br.
AF506280.1 (Lee & Zeevaart, 2002)), i gen za kdigkoenzim giberelin-2-oksidazul
(SoGA2-ox1GenBank™ pristupni br. AF506281.1 (Lee & Zeeva2af0?2)). Za testiranje
svakog od pomenutih gena k@e#i su prajmeri (Tabela 8) dizajnirani kae#jem Primer-
BLAST softverskog alata. Temperatura vezivanjamedg je iznosila 60°C za sva tri gena.
Specifiénost svih kori&enih prajmera potdena je na dva ®@a, gel elektroforezom
RT-PCR produkata i analizom krive topljenja podRTePCR reakcije.

Testiranje ekspresije gena za enzime biosintetgkdg giberelina u izolovanim
apikalnim fragmentima lateralnih korenova vrSena jeorenovima 7 nasugmo izabranih
linija regeneranata gajenih na medijumu za indukeggeneracije tokom 4 nedelje u
uslovima DD, pri PPFD od 10@mol/(m?s). Za svaku od analiziranih linija postavljeno je
po 5 eksplantata iz kojih je izolovana RNK. Ekspédinsu uzorkovani 4 sata nakon paljenja

svetla.
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Tabela 8 —Sekvence prajmera za amplifikaciju g8@GA20-0x1S0GA3-0x1 SOGA2-0x1

Naziv prajmera Sekvenca (5'-3") Duzina amplikona (bp)  lzvor
F: GA20-ox1 GCCTTGCCAAAAACCCGAAT

230 sopstveni
R: GA20-ox1 TGCTATTCACCACTGCCCTG
F: GA3-ox1 CGGGGCTCCAAGTGTTTAGA

164 sopstveni
R: GA3-0x1 CGAGAGACGATGTTGGACCC
F: GA2-ox1 CAATGGCGGAAGGGCTGAAT

297 sopstveni
R: GA2-0x1 GCAAAGAGTCCCCAACGAGT

F — forward, R - reverse

3.3.3.2. Uticaj fotoperioda na ekspresijuSoGA20-ox1,

S0GAS3- ox1li SoGA2-ox1gena
Analizirana je ekspresijd50GA20-0x1, So0GA3-oxiL SOGA2-ox1u apikalnim

fragmentima korenova spam@a izolovanih sa regeneranata linijje sa ptose
regenerativnim potencijalom (253) gajenim na medyu bez regulatora rastenja u
uslovima DD i KD. Svi eksplantati bili izloZeni &¥n PPFD od 100 pmiin’s). Za svaki
tretman je postavljeno po 5 petri kutija sa poagfmenta korenova (n=20). Eksplantati su
uzorkovani 4 sata nakon paljenja svetla. Kao katdor su koriéeni fragmenti korenova
koji su gajeni na medijumu bez BRR u mraku.

3.3.3.3. Uticaj egzogenih giberelina na ekspresijilboGA20-0x1,

S0GA3-0x1 SoGA2-ox1lgena
Uticaj egzogenih giberelina na ekspresjoGA20-ox1, S0GA3-0X1S0GA2-0x1

gena je analiziran u apikalnim fragmentima koren®p@néa gajenim 4 nedelje na
medijumu za indukciju regeneracije (NAA 201 + GA3z 5 uM) u uslovima DD i KD, pri
identicnom PPFD od 10Qmol/(m?s). Ekspresija gen80GA20-oxje praena u apikalnim
fargmentima korenova izolovanim sa regeneranaije ksa niskim (228), progaim (253) i
izuzetno dobrim regenerativnim potencijalnom (23Ekspresija druga dva gena je
testirana samo kod linije 253. Kao kalibrator sudé@ni fragmenti korenova iste linije koji

su gajeni na medijumu bez BRR i na istom fotoperiath svaki tretman i za svaku liniju
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3. Materijal i metode

postavljeno je po 5 petri kutija sa po 4 fragmektaenova (n=20). Eksplantati su

uzorkovani 4 sata nakon paljenja svetla.

3.3.4. Statisti¢ka analiza podataka dobijenih ispitivanjem eksprege gena

Prikazani rezultati predstavljaju srednje vrednag&cunate na osnovu tri tehihia
ponavljanja. Statistka zn&ajnost izmédu nivoa ekspresije gena u eksplantatima gajenim
na razltitim tretmanima je testirana analizom varijanse (A\WA). Srednje vrednosti u
svim analizama su razdvajane uz poémiisherovog LSDpost-hoc testa (g0.05).
Statisttka zn&ajnost izmédu ekspresije gena u eksplantatima gajenim u imBWKD i
DD je testirana pomiu t-testa za zavisne uzorke.

Stepen korelacije iznde PFE indeksa i nivoa ekspresije g&8eRIP2i GA20-0x1

odreien je Pearson-ovim korelacionim koeficijentor).(r
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4. Rezultati

4, REZULTATI

4.1. Regenerativni potencijal spangéa

4.1.1. Regenerativni potencijal P klijanaca
Svi fragmenti korenova gajeni na medijumu za indukcegeneracije, peeli su da
proliferiSu v& tokom prve nedelje u kulturi. Proliferacije swaae duz celog korena, ali su
bile ograntene i do kraja eksperimenta nije prifga voluminozni kalus ni na jednom
testiranom eksplantatu (Sl. 4a). Iz proliferacijaregenerisali SE. Weni su SE na svim
stadijumima raz\da: srca, torpeda, kotiledonarnog (Sl. 4b-e), wkijuci i proklijale SE
(SI. 4e). Od 30 nasukmo izabranih P-klijanaca, 26 je regenerisalo sajaiinim
embriogenim potencijalom (SI. 4f-g) tokom periodh I? nedelja, dok 4 P-klijanca nisu
regenerisali. Genotip (individualni klijanac) jessticki znatajno uticao kako na frekvencu
regeneracije (§0.01), tako i na progan broj SE po eksplantatu<(@.0001). Frekvenca
regeneracije se kretala od 0.3% do 100% (Sl. 5&),jel proséan broj SE po eksplantatu
varirao od 0.001 do 9.96 (SI. 5b). Najveegenerativni potencijal su imali klijanci P114,P
P20 i P29, koji su tokom peroda od 12 nedelja regsali 347, 321, 298, odnosno 227 SE.
Kod ovih klijanaca je zabeleZena i visoka frekveregeneracije, kao i pro&m broj SE po
eksplantatu (Sl. 5a-b). PFE indeks je kod linijgekaegeneriSu varirao od 0.04 do 11.81
(SI. 5¢) i za klijance P4, P11, P20 i P29 je izoa0kl.81, 11.58, 8.99, odnosno 7.22.
Nazalost, ove linije nisu dale potomstvo. Fragmé&ontenova nekih klijanaca su formirali
veliki broj sekundarnih korenova (Sl. 4a), dok kdrdigih sekundarnih korenova nije bilo
(SI. 4f).

Dinamika regeneracije, u smislu vremena pojavehp8E, zn&ajno se razlikovala
izmedu linija. Od 26 P-klijanaca koji su odgovorili nadiukcioni tretman (SI. 5a-c), samo
je linija P18 regenerisala tokom prve subkultuiek pb 19 linija regenerisalo tokom druge,
a 6 linija tek krajem tr&e subkulture.
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4. Rezultati

5,
= Vﬂ

Slika 4 — Indukcija somatske embriogeneze iz apikalnih rfragata lateralnih korenova spaaa (@)
Proliferacije na korenu; raziti stadijumi razvéa SE: b) stadijum srca,d) kasni torpedo,d) kotiledonarni
stadijum i €) proklijali SE. f) Fragmenti korenova P-klijanca sa umerenim regiveim potencijalom id)
fragmenti korenova P-klijanca sa izuzetno dobrimgererativnim potencijalomhf Andromonecka biljka
koja se razvila iz apikalnog izdanaka P-klijancadsa semena (strelice)i) Biljke regenerisane iz SE su
cvetale i dale semenaj) (Ginomonecka biljka koja se razvila iz apikalnaglanka klijanca P238 sa 9
klijanaca. k) Klijanci izolovani sa majke-biljke P238l)(S4 klijanac na stupnju raz@ sa 4 formirana lista.
(m-n) SE dobijeni regeneracijom iz fragmenata koren@edovanih sa klijanca 238-6-3-1-10)( SE linije
238-6-3-1-1. ) Somatska embriogeneza iz fragmenata korenovakhilkoje su regenerisale iz korenova
linije 238-6-3-1-1. Bara-e, o1 mm;f-n, p 1 cm.
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a b c
Linija Linija Linija
P30 P30 P30
P29 Pe P29
P18 P8 P28

P27
Pl6
P15
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P13
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i |

P27
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P23
P12
P11

P27
P26
P15
P4
P23
P22
P21

P20 PO PO
r19 P19 P19
P18 P1y P13

P17
Pl6
P15
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P12

P17
PFl6
P15
P14
P13
P12

P17
P16
P15
P14
P13
Piz

P11 P11 a P11

P10 P10 P10

Po P9 P9

P8 P8 P8

PT P7 P7

P P Pi

Ps Ps Ps

P4 P4 P4

P3 P3 P3

P2 P2 P2 be

P e T el ol
20 40 6l a0 100 2 4 [ & 10 2 4 [ & 10 12

Frekvenca regeneracije (%) Prosefan br. SE po eksplantatu PFE

Slika 5 — Somatska embriogeneza iz apikalnih ¢dke lateralnih korenova 30 klijanaca sp@naasumino izabranih iz populacije (P genotipovg) (
Frekvenca regeneracijeb)(Proséan broj SE po eksplantatwc) (Potencijal za formiranje somatskih embriona (PH&jantifikacija je izvrSena posle 12
nedelja gajenja eksplantata na medijumu za indukeijeneracije sa 20 uM NAA + 5 uM @Aodaci predstavljaju srednje vrednosti. Za sgakiotip
je postavljeno po 6 Petri kutija, sa po 5 eksplan(a=30). Vrednosti na grafiku ozfeme istim slovom, nisu statiski znaajno razltite (p<0.05) prema
LSD testu. Linije oznéene sa X na grafik(c) poginju da regeneriSu u toku prve subkulture.

70



4. Rezultati

4.1.2. Formiranje semenain vitro

Apikalni izdanci P- i S-klijanaca (Sl. 4h), su sevili u zdrave biljke, od kojih je
vedina cvetala. Ekspresija pola je peaa kod 240 biljaka dobijenih iz apeksa P klijanaca
koris¢enih za razliite eksperimente u okviru ove studije, tokom 15ai@ad Od toga, 36.7%
biljaka je eksprimiralo muski, 42.1% zenski polkde 10.8% biljaka bilo monecko, a
10.4% biljaka nije cvetalo. MuSke billke P genej@au pdéele da cvetaju @etvrtoj, a
Zenske u sedmoj nedelji posle klijanja. Prva sensenae formirala u osmoj nedelji. Kod
Zenskih biljaka S generacije je @mo nesto ranije cvetanje (u 5. nedelji) u odnogsWPn
generaciju i, u skladu s tim, i brze formiranje s@i@ Prva semena suceoa 6 nedelja
posle klijanja.

Monecke (SI. 4i), ginomonecke (SI. 4j) i andromdwedSl. 4h) biljke su se
samoopraSile i dale semena (1-13 semena po hiljgroseku 5.14+1.68) (SI. 4h, i).
Ukupno je dobijeno 117 semena (47, 80 S, 31 S i1 9 §), pri ¢emu je 84 semena
dobijeno sa biljka razvijenih iz apikalnog izdaridganaca, a 33 semena sa regeneranata.
Semena su asefio izolovana sa majke biljke i isklijavana na medip bez BRR. Vé@na
semena je klijala tokom hladnog tretmana (7-14 Jadak ostala semena nisu Kklijala
(17.09%) ili su abortivno klijala. Tokom eksperina¢a je priméeno da hladan tretman nije
neophodan za klijanje semena sganposto je 26 semena klijalo dok su joS uvek bila
pricvrséena za majku biljku. Upravo je biljka razvijenaapikalnog izdanka P238 dobar
primer; od 13 semena, 9 je klijalo na majci bi(8l. 4j), a svi klijanci su se razvili u zdrave
biljke koje su bile pogodne za dalje eksperime®ie4k). Biljka P238 je bila ginomonecka
sa velikim brojem zenskih cvetova i 13 hermafratiitovetova. Najvé broj semena je
dobijen od moneckih biljaka koje su imale priblizaznej muskih i Zenskih cvetova.

lako je tokom ovog eksperimenta dobijeno 97 khieen nisu svi bili pogodni za
indukciju regeneracije. Neki klijanci nisu razvtiobar korenov sistem, pa je samo 69
klijanaca koji su na stupnju od 4-5 listova (Sl) #hali dobro razvijen korenov sistem,
kori&eno u daljim eksperimentima.
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4.1.3. Regenerativni potencijal S klijanaca

Potomci P linija su pokazali varijabilan regenemattikapacitet. P-klijanac i njegovi
potomci su svrstani u jednu grupu. Studiran je megativni potencijal 4 grupe: 5, 9, 18 i
238. Frekvence regeneracije<(p0l1) i proséan broj SE po eksplantatu<{@.01) su se
statisttki znatajno razlikovali izmédu grupa, ali su obe vélne takaie bile statistiki
zn&ajno razltite (p<0.01 za obe) i unutar grupe.

Slicno kao i roditeljske linije (Sl. 5), potomstvo ldnaca P5 i P9 je imalo izuzetno
nizak regenerativni potencijal (Sl. 6). Frekvenegeneracije nije prelazila 12% (Sl. 6a i d),
a proséan broj SE po eksplantatu nije prelazio 0.47 (8li &). Od 10 testiranih linija, 4
nisu odgovarale na tretman, dok se PFE indeksiloitaija kretao od 0.09 do 0.48 (SI. 6¢ i
f). U okviru grupe 5, kojiine klijanac P5 i njegovo potomstvo, frekvenca regacije nije
bila statisttki znatajno razltita (p=0.4004), dok je pro&an broj SE po eksplantatu bio
statisttki znatajno razléit izmedu linija (p<0.05). 1zmeu linija grupe 9 razlike u frekvenci
regeneracije su bile stati&ti razlicite (p<0.05), kao i pros&an broj SE po eksplantatu
(p<0.0001). PFE indeksi su se statiktizna*ajno razlikovali kod grupe 5 §0.05) i grupe
9 (p<0.05).

Potomstvo linije P18 pokazalo je izuzetnu varijast regenerativnog kapaciteta.
Frekvenca regeneracije se statldtznaajno razlikovala (g0.05) izmetu linija i kretala se
izmedu 0.86% i 98.94% (Sl. 7a); prase broj SE po eksplantatu je talkobio statistiki
zn&ajno razléit izmedu linija ove grupe i iznosio je od 0.001 do 10.81 (/b), dok je PFE
indeks varirao od 0.002 do 10.61 (Sl. 7c). Od ukupa testirane linije, tri nisu odgovorile
na tretman. Sedam od 8 direktnih potomaka linij@ Pbkazalo je @ regenerativni
potencijal u odnosu na majku biljku. Potomci linij8-15 su se pokazali kao najuspesniji.
Linija 18-15 i dve potomke linije su imale PFE indeks od 4.0 do 6.89 pwa u odnosu
na majku biljku P18.

Regenerativni kapacitet linijje P238 je nepoznajgeta biljka korigena u drugom
eksperimenatu. Devet direktnih potomaka linije P388pokazalo veliku varijabilnost
regenerativnog potencijala, sa PFE indeksima od 8d8.37 (Sl. 8a-c). U okviru grupe
238, zabelezena je statésli znatajna razlika frekvence regeneracije<Q5) i prosénog
broja SE po eksplantatu<{p.05) izmeu linija. Dok su linije 238-2 i 238-9 imale nizak
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regenerativni potencijal, linija 238-6 je dala I&gmakaciji je embriogeni kapacitet rastao
sa svakim novim ciklusom samooplodnje. PFE indeksagtao od 1.33 kod majke biljke
(238-6) do 1.98, 4.68 i 5.28 kod linija 238-6-1,i-28. Regenerativni kapacitet najmanje
uspesne linije 238-6-1 je dalje rastao, te je patom238-6-1-1, -2 i -3 imalo PFE indekse
13.24, 10.65, odnosno 8.21. Smanjenje PFE indeks@nasu na majku biljku (238-6-1)
zapazeno je jedino kod pototka linije 238-6-1-4 (PFE=0.86). Ukupni broj SE dehi
tokom 12 nedelja kod oveetri linije je iznosio 886, 902, 1075, odnosno 1T4hija
238-6-2 nije dala potomstvo, dok je linijja 238-G6i8la potomstvo sa izuzetno visokim
regenerativnim potencijalom (SI. 4m-o0) i PFE indeies koji su bili 33 do 53 puta e
nego kod majke biljke 238-6. Preciznije, linije 288-1, -2 i -3 imale su PFE indekse
71.01, 44.09, odnosno 47.06, koji je ostao visokkon joS jednog ciklusa samooplodnje
kod linije 238-6-3-1-1 (43.62). Ukupan broj SE kodih linija nakon tri subkulture (12
nedelja) bio je 2181, 1726, 1547, odnosno 1339.

U okviru S-linija, linije sa niskim regenerativippotencijalom (PFEO0.45) nisu
regenerisale tokom prve subkulture. Nasuprot njitirdje sa visokim regenerativnim
potencijalom (PFE8.21) su uvek regenerisale tokom prve subkultute 8§. Linije sa
umerenim regenerativnim potencijalom (0.45>PFE<B.21 painjale da regeneriSu tokom
druge, retko tokom prve subkulture. Linije sa najjima regenerativnim kapacitetom su

poCinjale da regeneriSu tek krajemdeesubkulture.
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a d
Linija Linija
5-1-1 9-1-1| b
511 9-4 a
53 a 93| b
52 92 a
P5 P9 | b
8 10 0 5 10 15
Frekvenca regeneracije (%) Frekvenca regeneracije (%)
b e
Linija Linija
51-1| b 911 | b
511 b 9-4 a
5-3 a 93| b
52 b 92 @ b
P5f b P9 | b
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Prosecan br. SE po eksplantatu Prosecan br. SE po eksplantatu
¢ f
Linija Linija
5-1-1 9-1-1| b
511 9-4 a
53 93| b
52 9-2 b
Ps P9 | b
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PFE PFE

Slika 6 — Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmenatenkwa klijanaca P&(b,c) i P9 @d,ef) i njihovog potomstva dobijenog samooprasivanjem
vitro. (a, d) Frekvenca regeneracijeb, (€) Proséan broj SE po eksplantata, (f) Potencijal za formiranje somatskih embriona (PA&)antifikacija je
izvrSena posle 12 nedelja gajenja eksplantata rdijuneu sa 20 uM NAA + 5 UM G4 Svi podaci predstavljaju srednje vrednosti. Zaksvliniju je
postavljeno 6 Petri kutija sa po 5 eksplantata ()=8rednosti na grafiku ozane istim slovom nisu stati&ki znatajno razltite (p<0.05) prema LSD
testu.
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a b c

Linija Linija Linija

18-15-6 18-15-6 18-15-0 mn
1815.5 18155 18155 ijklmn
18-154 b 18-154 18-154
18-15-3 18-15-3 18-15-3
18-15-2 ab 1§-15-2 a 18-15-2 a X
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15-7-1-6 klm 15-7-1-6 jklmn 15-7-1-6
187-1-5 ghijk 18-7-1-5 ghij 187-1-5
18-7-14 18-T-14 klmn 18-7-1-4
18-7-1-3 bed 18-7-1-3 18-7-1-3
18-7-1-2 18-7-1-2 187-1-2
18-7-1 1871 18-7-1
187 187 187
184 ab 184 ab 154
18-3 18-3 18-3
18-2-1 18-2-1 18-2-1
18-1 18-1 18-
18-1-2-34 18-1-2-34 18-1-2-34
18-1-2-3-2 18-1-2-32 18-1-2-3-2
18-1-2-3-1 18-1-2-3-1 18-1-2-3-1
16-1-2-3 18-1-2-3 18-1-2-3
15-1-2-2 18-1-2-2 15-1-1-2
18-1-2 18-1-2 15-1-2
18-1-1-2 18-1-1-2 18-1-1-2
18-1-1-1 18-1-1-1 18-1-1-1
18-1-1 18-1-1 15-1-1
18-1 cdefgh 18-1 18-1 defgh X
P1& ikl | | | P1& | | | P18 defehi | X | | |
ZIIJ 4|0 6'0 SIC' 1 Iﬂﬂ ‘..L 4 é EI lll] ]II i 4 é I! lll.'l lll
Frekvenca regeneracije (%) Prosedan br. SE po eksplantatu PFE

Slika 7 — Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmenatarnkwa klijanaca P18 i njegovog potomstva dobijesagioopraSivanjerm vitro. (a)
Frekvenca regeneracijeb)(Proseéan broj SE po eksplantata) (Potencijal za formiranje somatskih embriona (PH&)antifikacija je izvrSena posle 12
nedelja gajenja eksplantata na medijumu sa 20 uM M5 UM GAs. Svi podaci predstavljaju srednje vrednosti. Zaksvliniju je postavljeno 6 Petri
kutija sa po 5 eksplantata (n=30). Vrednosti ndilgraoznatene istim slovom nisu statigki znatajno razlEite (p<0.05) prema LSD testu. Linije oztene
sa X na garfikud) pcginju da regeneriSu u toku prve subkulture.
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a b c
Linija Linija Linija
2389-3 23893 23893 || jklm
23892 23892 23892 | Im
238-9-1 238-9-1 238-9-1 klm
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2388 2358 2358 efghi X
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138-6-3-2 a 138-6-3-2 138-6-3-2
238-6-3-1-1 a 238-6-3-1-1 238-6-3-1-1
238-6-3-1 a 238-6-3-1 a 238-6-3-1 a X
13843 238-6-3 238-6-3
238-6-1 238-6-2 238-6-2
238614 238-6-14 238-6-14
238-6-1-3 138-6-1-3 138-6-1-3
138612 138-6-1-2 138-6-1-2
238-6-1-1 238-6-1-1 238-6-1-1
23861 23861 238-6-1 fghilk X
238-6 238-6 2386 ghijkl X
2385 2385 2385 ijklm
2354 2384 2354 efghi X
23§-3 238-3 238-3 hijklm X
238-2-5 238-1-5 13825 | m
238-2-4 238-24 238-24 | Im
23823 238-2-3 23823 | m
23822 23822 238-2-2 fahii X
238-2-1 238-2-1 238-2-1 klm
238-2 238-2 2382 | Im
2381 2381 1 | 238-1 efgh X | | | | |
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Frekvenca regeneracije (%) Proseéan br. SE po eksplantatu PFE

Slika 8 — Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmenatankva klijanaca potomstva linije 238 dobijenog sapmasSivanjenin vitro. (a) Frekvenca
regeneracije.k) Proséan broj SE po eksplantate)(Potencijal za formiranje somatskih embriona (PR&)antifikacija je izvrSena posle 12 nedelja
gajenja eksplantata na medijumu sa 20 uM NAA + 5@A4. Svi podaci predstavljaju srednje vrednosti. Zakswvliniju je postavljeno 6 Petri kutija sa
po 5 eksplantata (n=30). Vrednosti na grafiku éena istim slovom nisu statiski znatajno razlEite (p<0.05) prema LSD testu. Linije oztene sa X na
garfiku (€) paginju da regeneriSu u toku prve subkulture.

76



4. Rezultati

4.1.4. Poredenje regenerativnog potencijala korenova klijanaca
regeneranata

Korenovi izolovani sa biljaka regenerisanih iz @Edaljem tekstu regeneranati) su
proliferisali i regenerisali SE na isti #in kao i korenovi izolovani sa odgovarégg
klijanca (SI. 4p). Frekvenca regeneracije iz fragata korenova regeneranata bila jénsli
frekvenci regeneracije iz fragmenata korenova odggueg klijanca. lako je frekvenca
regeneracije bila neSto éee iz korenova regeneranata, samo u 5 od I@jsva ta razlika
se pokazala statigki znatajnom (Sl. 9a). Progan broj SE po eksplantatu i PFE su bili
nesto véi kod klijanaca u odnosu na regenerante, ali jéikadila statiséki znatajna
samo u 6 od 15 stajeva kada je u pitanju broj SE i wd 15 slitajeva kada su u pitanju
PFE indeksi, a trend je ostao isti (Sl. 9b, c).rratsajéi PFE indekse regeneranata, jasno
se izdvajaju tri grupe: grupa 9 (sa niskim), graga(sa umerenim) i grupa 238 (sa visokim
regenerativnim potencijalomlinije sa najvéim regenerativnim potencijalom su imale
stabilan regenerativni kapacitet najmanje dve gmdiok je kod linija sa niskim ili
umerenim regenerativnim kapacitetom regeneracgdapaa nestabilna posle 6-12 meseci.
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a b ¢

Linija | Linija |

238-0-3-3 I NS 138-6-3-3

—
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238-6-3-1 P NS 138-6-3-1 238-6-3-1 x NS
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Slika 9 — Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmenatenkwa odabranih P- i S-klijanaca i odgovat#juregeneranataa) Frekvenca regeneracije.
(b) Proseéan broj SE po eksplantatic)( Potencijal za formiranje somatskih embriona (RPHEvantifikacija je izvrSena posle 12 nedelja ggge
eksplantata na medijumu sa 20 uM NAA + 5 uM4G3vi podaci predstavljaju srednje vrednosti. Zaksklijanac je postavljeno po 6 Petri kutija sajo
eksplantata (n=30), dok su za regenerante svake postavlje 4 petri kutije sa po 5 eksplantateksperiment je ponovljen 2 puta (n=40). Klijanci i
regeneranti iste linije upod&/ani su t-testom za zavisne uzorke. Tamniji stuba grafikonu predstavljaju vrednosti za klijandek svetliji predstavljaju
vrednost za regenerante. NS - stafistnezn&ajna razlika, * - statistki znatajna razlika. Linije ozngne sa X na grafikuc) paginju da regeneriSu u
toku prve subkulture.
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4. Rezultati

4.1.5. Uticaj fotoperioda na regenerativni potencijal korenova

Proces regeneracije SE iz apikalnih fragmenatadié korenova je efikasniji u
uslovima DD nego u uslovima KD, dok u mraku samikaedolazi do regeneracije SE
(SI. 10a-c). U mraku regeneriSe samo jedan do iekdbE po eksplantatu i oni su
etiolirani (Sl. 10d-e), ali klijaju u normalne kg posle nekoliko dana gajenja u uslovima
DD (Sl. 10f).

Kod svih 40 testiranih linija klijanaca, korenoajgni u uslovima DD odgovorili su
sa véom frekvencom regeneracije nego korenovi istog ldara uslovima KD (Sl. 11a).
ANOVA je pokazala da i genotip £9.0001) i fotoperiod (10.0001), kao i njihova
interakcija (p<0.0001) statistki znatajno uttu na frekvencu regeneracije. U uslovima DD
frekvenca regeneracije je biladéeekod 38 od 40 testiranih linijja u odnosu na KDk da
kod 2 linije frekvence regeneracije bile priblizriéod ove dve linije razlike u frekvenci
regeneracije nisu bile statiéki znatajne, tako da nije zabelezen ni jedantajistatistéki
zna&ajno vee frekvence regeneracije u uslovima KD nego u usia\DD. U okviru linija
koje su regenerisale SE, frekvenca regeneracigavima DD je bila véa od 1.4 do 45.1
puta nego u uslovima KD (SI. 11a). Najeepoveéanje frekvence regeneracijed@no je
kod linija 102, 103, 143 i 153, i iznosilo je 3321.9, 45.1 i 29.2 puta. Vazno je iSta
¢injenicu da je 7 od 40 testiranih linija regendossamo u uslovima DD.

Uticaj fotoperioda na progan broj SE po eksplantatu je bio joS izrazeniji. QWA
je pokazala statistki znatajan uticaj kako genotipa £0.0001) tako i fotoperioda
(p<0.0001) i njihove interakcije ©.0001) na ovu promenljivu. Prassm broj SE po
eksplantatu u uslovima DD se kretao od 0.3 do 2418R je u uslovima KD iznosio od O
do 11.56. Bez obzira na veoma veliku varijabilnastedu testiranih linija, pros&an broj
SE po eksplantatu je kod iste linije uvek bi&ive uslovima DD u odnosu na uslove KD
(SI. 11b). Samo kod 2 od 40 linija nije pokazaratisticki znatajna razlika izmeéu broja
SE u uslovima DD i KD (Sl. 11b). Izuzetno velikoyedanje prosénog broja SE, viSe od
100 puta, je ugeno kod linija 103, 107, 112, 143 i 153.

U skladu sa pomenutim rezultatima je i vrednost RfeEeksa koja je bila z&ajno

ve¢a u uslovima DD. Na vrednosti PFE indeksa jec¢ajm uticao genotip .0001),
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4. Rezultati

fotoperiod (p0.0001) i njihova interakcija 9.0001). PFE indeks se kretao od 0.29 do
28.57 u uslovima DD, dok je u uslovima KD varirab®do 11.4 (Sl. 11c).

U skladu sa efikasnijom regeneracijom u uslovimajBXinjenica da regeneracija
uvek p@inje ranije u uslovima DD u odnosu na KD. Kod stastiranih linija uéeno je
kaSnjenje regeneracije od oko 4 nedelje u uslovitia u odnosu na DD. U ovom
eksperimentu su samo tri linije (110, 152 i 159emerisale tokom prve subkulture, dok je
vedina linija regenerisala tokom druge subkulture. Drige pocele su da regeneriSu tek pri
kraju tr&€e subkulture.

SE dobijeni u uslovima DD i KD su se na medijumibseM Kin razvili u zdrave i
morfoloSki normalne biljke sa dobro razvijenim keogim sistemom (SI. 10f).

Slika 10— Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmen&taamih korenova izolovanih sa jednog klijanca
spanga u uslovima g DD (b) KD i (c) u mraku (embrioni su oztiani strelicom). ¢ -€) Etiolirani SE
dobijeni u mraku su se razvili u normalne biljkesfgonekoliko dana gajenja u uslovima Df). (sm -
meristem izdanka; rm - meristem korena. Bac, f 1lcm;d-e 1 mm.
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Slika 11— Somatska embriogeneza iz apikalnih ¢eka korenova izolovanih sa 40 klijanaca nasmmiodabranih iz populacije i gajenih u uslovima DD
i KD. (a) Frekvenca regeneracijé)(Prosé€an broj SE po eksplantatic) (Potencijal za formiranje somatskih embriona (PH&antifikacija je izvrSena
posle 12 nedelja gajenja eksplantata na medijun0sé NAA + 5 uM GAs. Podaci predstavljaju srednje vrednosti. Za suatiman i za svaku liniju
su postavljene po 4 Petri kutije sa po 5 fragmekatanova (n=20). DD i KD tretmani u okviru jedrieije (klijanca) su upordivani t - testom za zavisne
uzorke (p0.05). Tamniji stuldi na grafikonu predstavljaju vrednosti za DD, atByvea KD. NS - statisttki nezn&ajno razlgito, * - statistiki znatajno
razli¢ito. Linije ozna&ene sa X nadj grafiku p&inju da regeneriSu u toku prve subkulture.
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4. Rezultati

4.1.6. Uticaj intenziteta svetlosti na regenerativni potegijal korenova

Uticaj intenziteta svetlosti (gustine fluksa fotdnaa regenerativni potencijal
korenova sparéa je testiran kod tri linije regeneranata. Gustinksa svetlosti je statisiki
zn&ajno uticala na frekvencu regeneracije<q®1), proséan broj SE po eksplantatu
(p<0.0001) i indeks PFE §0.0001). Meutim, regenerativni odgovor individualnih linija
se razlikovao, pa je | genotip stati&ii znatajno uticao na frekvencu regeneracije
(p<0.0001), broj SE po eksplantatu<(p0001) i indeks PFE £©.0001). Interakcija
genotipa i gustine fluksa svetlosti je statistiznatajno uticala na frekvencu regeneracije
(p<0.0001) i proséan broj SE po eksplantatu<®.0001), dok na PFE indeks nije 2apo
uticala (p=0.17).

Sve testirane linije su regenerisale SE u mrakurelavencom regeneracije od
39.5% do 94.9% (Sl. 12a). Metim, iako je frekvenca regeneracije bila relatiwnsoka,
pros€an broj SE po eksplantatu je bio nizak i iznosioge0.65 do 3.39 (Sl. 12b). Najae
frekvenca regeneracije od oko 100% postignuta feéésplantata linija 125 i 148 izlozenih
gustini fluksa svetlosti 5-10@mol/(m?s). Kod linije 110 najvéa frekvenca regeneracije je
postignuta pri gustini fluksa svetlosti 50-1@@nol/(m?s). Regenerativni potencijal kod
linija 110 i 148 je opadao pri gustini fluksa sesti od 150umol/(m?s) , dok je kod linije
125 pri ovom intenzitetu svetlosti regeneracija lpbtpuno inhibirana (Sl. 12a-c). Kod sve
tri linije i prose&an broj SE po eksplantatu i PFE indeks su bili @ajpri gustini fluksa
svetlosti od 10umol/(m?s) (SI. 12b-c). Korenovi linije 110 su regeneris3f u toku prve
subkulture pri gustini fluksa svetlosti 5-10@mol/(m?s), dok je u mraku i na

150 umol/(m?s) regeneracija bila odloZena za oko 4 nedelje.
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Slika 12 — Efekat intenziteta svetlosti (gustine fluksaofw) na indukciju SE iz fragmenata korenova
regeneranata tri linije spatea (@) Frekvenca regeneracijé)(Proséan broj SE po eksplantatu) (Potencijal

za formiranje somatskih embriona (PFE). Kvantifil@ge izvrSena posle 12 nedelja gajenja eksplamat
medijumu sa 2@M NAA + 5 uM GA;. Podaci predstavljaju srednje vrednosti. Za suadtman i za svaku
liniju postavljene su po 4 Petri kutije sa po 5gfreenata korenova (n=20). Vrednosti na grafiku éena
istim slovima nisu statistki znatajno razltite (p<0.05) prema LSD testu. Linije oztene sa X na grafikic)
poéinju da regeneriSu u toku prve subkulture.
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4. Rezultati

4.1.7. Uticaj egzogenih giberelina na regenerativni potenjal korenova

Vedina testiranih linija spara, ciji je regenerativni potencijal préavan u ovoj
studiji, nisu imale sposobnost regeneracije u dgsusgzogene GA Samo dve od devet
testiranih linija, 125 i 238-6-3-1, su regeneris@& i bez prisustva egzogene £A
(Sl. 13a-c), pa je kod ovih linija analiziran uficgvetlosti na regenerativni potencijal u
odsustvu giberelina i prisustvu 20 uM NAA kao jestinBRR. Eksplantati koji su bili
izloZzeni svetlosti su gajeni u uslovima DD pri opdlnoj gustini fluksa svetlosti od
100 umof(m?s). Na regenerativni potencijal (PFE indeks) poiinouslovima je zn&jno
uticalo prisustvo svetlosti §8.05). Genotip (p=0.1) kao i interakcija genotipgrisustva
svetlosti (p=0.1) nisu statigki znatajno uticali na regenerativni potencijal.

U mraku je linijja 125 imala izuzetno nizak regemigra potencijal (PFE=0.009),
dok linija 238-6-3-1 nije regenerisala (SI. 13c)uslovima DD, kod linije 125 frekvenca
regeneracije je iznosila 52.46% (Sl. 13a), sa @ruse.53 SE po eksplantatu (SI. 13b) i
PFE indeksom 3.21 (Sl. 13c). Kod linije 238-6-3+1 gostignute nize vrednosti za sve
parametre (Sl. 13a-c).
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Slika 13 — Somatska embriogeneza iz fragmenata korenowmneegnata linija 125 i 238-6-3-1 na bazalnom
medijumu bez egzogenih giberelina, u uslovima Diaraka (M). &) Frekvenca regeneracijeb)(Proséan
broj SE po eksplantatuc)( Potencijal za formiranje somatskih embriona (PR&)antifikacija je izvrSena
posle 12 nedelja gajenja eksplantata na medijunii®gaM NAA. Podaci predstavljaju srednje vrednasg4.
svaki tretman i za svaku liniju su postavljene p@etri kutije sa po 5 fragmenata korenova (n=2@).-Riugi
dan, M - mrak. Vrednosti na grafiku ozieme istim slovima nisu statigki znatajno razlEite (p<0.05) prema

LSD testu.
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4. Rezultati

U daljim istrazivanjima je testiran uticaj dva egeoo dodata giberelina (GA
GA;) i odraiena njihova optimalna koncentracija u medijumuirgkciju regeneracije su
koriseni korenovi regeneranata linijja 125 i 238-6-3-Ibedinije pokazale su skn
regenerativni odgovor pod uticajem egzogenihy GBA;.

Kod obe testirane linije na frekvencu regenerasijestatistki znaajno uticali
prisustvo svetlosti (.001 za liniju 125 i §0.05 za liniju 238-6-3-1) i tip GA (0.05 za
obe linije), dok interakcija ova dva faktora nijatssticki znatajno uticala na frekvencu
regeneracije obe linije (p=0.42 za liniju 125 i p&® za liniju 238-6-3-1). Linija 125 je
regenerisala sa frekvencom od 100% na svim testirkoncentracijama GAu uslovima
DD, dok u mraku frekvenca regeneracije nije doatifd0% ni na jednoj koncentraciji GA
Na svim testiranim koncentracijama @fe pokazao izrazeniji efekat od GASI. 14a).
Najveta frekvenca regeneracije linije 238-6-3-1 je zabeta u prisustvu M GA3z u
uslovima DD i iznosila je 94.88%. | kod ove linijg, uslovima DD zabelezena jedeae
frekvenca regeneracije u prisustvu £ odnosu na GAza sve testirane koncentracije,
izuzev 2.5uM gde nije bilo statistki znatajne razlike u delovanju ova dva GA. U mraku
je frekvenca regeneracije biladgena 2.5uM GA; u odnosu na 2.pM GAg3 ali razlike nisu
bile statisttki znatajne (SI. 14d).

Pros€an broj SE po eksplantatu kod linije 125 je uvek v&i u prisustvu GA u
poreienju sa GA, bez obzira na prisustvo svetlosti. Na ptasebroj SE kod ove linije
statisteki znatajno su uticali prisustvo svetlosti{p.001), tip GA (0.001), kao i njihova
interakcija (p<0.001). Najvéi pros€an broj SE (40.32) je zabelezen u uslovima DD na
medijumu sa 2.mM GA; (Sl. 14b). Skan trend je pokazala i linija 238-6-3-1. Statisiti
zn&ajan uticaj na prosan broj SE kod ove linije su imali prisustvo svetiqp<0.001) i
tip GA (p<0.001), ali ne i njihova interakcija (p=0.34). Najv pros&an broj SE po
eksplantatu (12.8) je zabelezen u uslovima DD ndijpmau sa 5uM GAs. Pri
koncentracijama 7.pnM i 10 uM GA3 je bio efikasniji od GA u uslovima DD, dok pri
2.5uM i 5-uM razlike nisu bile statitki znaajne (SI. 14e). U mraku je BM i
7.5uM GAg; bio efikasniji od GA(SI. 14e).

Na vrednost PFE indeksa obe testirane linije stéitiznatajno su uticali prisustvo
svetlosti (0.001 za obe linije) i tip GA 0.01 za linijju 125 i 0.001 za liniju
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4. Rezultati

238-6-3-1), dok je njihova interakcija stati&iiznatajno uticala samo na PFE indeks linije
125 (p<0.01). Najvéa vrednost PFE indeksa za liniju 125 (40.34) jdigoata u uslovima
DD na medijumu sa 2.pM GA; (Sl. 14c). Skno, maksimalna vrednost PFE indeksa za
liniju 238-6-3-1 (12.4) je postignuta u uslovima Dita medijumu sa pM GA; (SI. 14f).
lako stabilan, embriogeni potencijal linijje 238-@3je bio zn&ajno nizi u ovom
eksperimentu nego u prvim eksperimentima sprovedarekoliko godina ranije na ovoj
liniji (SI. 8¢c). To je u skladu sa&injenicom da embriogeni potencijal svih linija spé&m
opada tokom vremena. Linija 238-6-3-1 joS uvek mp@puno izgubila regenerativni

kapacitet, posle 6 godina kultivisanja.

4.1.8. Uticaj higromicina na regenerativni potencijal korenova

4.1.8.1. Uticaj higromicina na indukciju somatske embriogenee

Posto je razvijen izuzetno pouzdan i efikasan mistea regeneraciju SE iz
fragmenata korenova spaaatestiran je uticaj higromicina (hyg), koji séovéesto koristi
kao selektivni agens za selekciju transformisanijmib ¢elija, na embriogeni potencijal
korenova spara. Apikalni fragmenti korenova spam@a gajeni na medijumu sa
varijabilnim koncentracijama hyg su proliferisalj voluminozan kalus nije @wen za sve
vreme trajanja eksperimenta (Sl. 15). Na medijum@-2.5 mg/l hyg na korenovima su se
formirale proliferacije, ali nekroza nije tena (Sl. 15a-c). Blaga nekroza jecena tek na
korenovima gajenim na medijumu sa 5 mg/l hygditan, proliferacija korenova nije bila
inhibirana na medijumu sa 7.5-10 mg/l hyg (SI. 1%d) su zone proliferacije nekrozirale
nakon 10 dana u kulturi. Proliferacija korenovangda je bila potpuno inhibirana na
medijumu sa 20 mg/l hyg.
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Slika 14 — Somatska embriogeneza iz fragmenata korenoemeegnata linija 125(b,c) i 238-6-3-1(¢,ef)

na bazalnom medijumu sa varijabilnom koncentracif@#y, i GAs; (2.5, 5, 7.5 i 1QuM) u uslovima DD i
mraka. &, d) Frekvenca regeneracijeb,(€) Proseéan broj SE po eksplantatie, (f) Potencijal za formiranje
somatskih embriona (PFE). Kvantifikacija je izvréeposle 12 nedelja. Podaci predstavljaju srednje
vrednosti. Za svaki tretman su postavljene po 4i Retije sa po 5 fragmenata korenova (n=20). Dislovi
dugog dana, M - mrak. Vrednosti na grafiku a®re istim slovima nisu statiski zna&ajno razlEite
(p<0.05) prema LSD testu.

88



4. Rezultati

Koncentracija hyg u medijumu je statégli znatajno uticala na frekvencu
regeneracije ($0.0001) i pros&an broj SE po eksplantatu<®0001). Niske doze hyg
(0.5-1 mg/l) su stimulisale regeneraciju SE (S).. F8ekvenca regeneracije i préaa broj
SE po eksplantatu su imali nagvevrednost na medijumu sa 0.5 mg/l hyg. Obeciredi su
bile zn&ajano nize za eksplantate gajene na medijumu sa/lLhyg (SI. 16a-b). lako
frekvenca regeneracije nije bila statiktiznatajno razltita na medijumu bez i sa 1 mg/I
hyg, proseéan broj SE po eksplantatu je bio dva putédi v&a medijumu sa 1 mg/l hyg u
odnosu na medijum bez hyg (Sl. 16b). Regenerakgplantata je bila potpuno inhibirana
na medijumu sa 7.5 mg/l hyg.c€kivano, koncentracija hyg u medijumu je statisti
zna&ajno uticala i na PFE indeks{@.0001), koji je bio 2.7 puta ¥ekod eksplantata

gajenih na medijumu sa 0.5 phyg u odnosu na medijum bez hyg (SI. 16c).

Slika 15 — Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmenatankwa span@ gajenih na medijumu za
indukciju regeneracije sa dodatkom higromocina nclemtracijama od:aj 0 mg/l @) 0.5 mg/l €) 2.5 mg/l i
(d) 7.5 mg/l tokom 4 nedelje. Baa:d 1 mm.
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Slika 16 — Somatska embriogeneza iz apikalnih fragmenatankwa spari@ gajenih na medijumu za
indukciju regeneracije sa 0-10 mg/l hyg tokom 4eled @) Frekvenca regeneracijda)(Pros€an broj SE po
eksplantatu. d) Potencijal za formiranje somatskih embriona (PFE)daci predstavljaju srednje vrednosti.
Za svaki tretman su postavljene po 4 Petri kutijgos 20 fragmenata korenova (n=80). Vrednosti afikgr
oznaene istim slovima nisu statigki znatajno razlgite (p<0.05) prema LSD testu.
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4.1.8.2. Tolerancija SE na higromicin i indukcija sekundarne
somatske embriogeneze

Uocen je pozitivan uticaj hyg na sposobnost SE za reddunu embriogenezu
(SI.17). Koncentracija hyg u medijumu je zamo uticala na frekvencu regeneracije
sekundarnih somatskih embriona (SSEX0(P001) i frekvencu nekroze{9.0001), kao i
na proséan broj SE po eksplantatu{@.01). Frekvenca sekundarne embriogeneze je bila
najve&a na medijumu sa 0.5 mg/l hyg (100%), mada vredfieitvence regeneracije nisu
bile statisttki zna*ajno razléite u opsegu 0-1 mg/l hyg (Sl. 18a). SSE su se ifafirsa
niskom frekvencom (7.4%Jak i na SE koji su gajeni na medijumu sa 20 mgd, hafi su
vrlo brzo nekrozirali. Frekvenca nekroze je bilaka (do 8.9%) na medijumu sa 0-2.5 mg/I
hyg, da bi naglo porasla do 98.1% na medijumu sangd hyg. Letalna doza (100%
nekroze) hyg je 12.5 mg/l (SI. 18b i SlI. 17a-c)ESB8dukovani na medijumu sa 10 mg/I
hyg ili viSom su nekrozirali nakon jedne do dve elgsl

Pros€an broj SSE po eksplantatu gajenih na medijumusan@/l hyg je bio 2.75
puta véi u odnosu na eksplantate gajene na medijumu ber Ba povéanjem
koncentracije hyg je doslo do pada regenerativraagneijala, tako da je pro&mn broj SSE
po eksplantatu na medijumu sa 1 i 2.5 mg/l hygdaimo neznatno veod kontrole, mada
statisttki ne zn&ajno razltit (SI. 18c i Sl. 17a-b). Vrednost PFE indeksa && $PFSSE)
su takae bile statistiki znatajno razltite (p<0.0001) za razite hyg tretmane, a 0.5 mg/l
hyg je bio najefikasniji tretman (Sl. 17d).

SSE regenerisani na medijumu sa 0.5-2.5 mg/l hgg pokazivali nikakve znake
nekroze, dok su SSE regenerisani na medijumu &mvencentracijama hyg od 2.5 mg/l
bili blago malformisani. Bez obzira na to, svi S§&eni na medijumu sa oM KIN bez
hyg su se razvili u zdrave bilike, normalnog fepatikoje su se oziljavale i cvetale
(Sl. 17d).
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a g — b

Slika 17— Regeneracija sekundarnih somatskih embriona)(&S&Eimarnih SE posle 4 nedelje na medijumu
za indukciju regeneracije sa dodatkom higromicitk@micentraciji od: ) 0 mg/I ) 1 mg/l i €) 10 mg/l. €)
SSE dobijeni sa medijuma za indukciju regeneracife mg/l hyg, subkultivisani na medijum bez hygssa
uM KIN, su se razvili u normalne biljke. Baa:d 1cm.
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Slika 18 — Sekundarna somatska embriogeneza iz primarnipdSke 4 nedelje na medijumu za indukciju
regeneracije sa 0-20 mg/l hyg) Frekvenca sekundarne regenerackg Hrekvenca nekroze eksplantaig). (
Prose&an broj sekundarnih somatskih embriona po primari&in () Potencijal za formiranje sekundarnih
somatskih embriona (PFSSE). Podaci predstavljadrge vrednosti. Za svaki tretman su postavljene po
Petri kutije sa po 15 primarnih SE (n=45). Vredhawt grafiku ozn&ene istim slovima nisu statiski
zn&ajno razltite (p<0.05) prema LSD testu.
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4.2. Ekspresija gena potencijalnih markera somatske embogeneze i gena

uklju ¢enih u metabolizam giberelina spanéa

4.2.1. Izbor molekularnih markera za praéenje somatske embriogeneze

Spanéa

42.1.1. Ekspresija SoRIP1i SoRIP2tokom razvi¢a somatskih
embriona
Nivo ekspresijeSoRIP1i SoRIP2gena u SE regenerisanim na korenovima sfzana
linije 188 odreen je pomoéu RT-PCR i gRT-PCR analiza. Fragmenti cDNK g&o&RIP1i
SoRIP2 prvobitno su amplifikovani u PCR reakcijama, ragiovere specitinosti
odabranih prajmera (SI. 19).

M

5 B K glob <2mm 2-5mm >5Smm
g

glob <2mm 2-Smm >Smm

e e v
SoRIP1

S 500bp

SoRIP2

Slika 19 - Ekspresija 4) SoRIP1i (b) SoRIP2 gena u SE na raZltim stadijumima razda
(globularnom - glob, manjim od 2mm, izche2 i 5 mm i véim od 5 mm) indukovanih iz lateralnih korenova
spanda linije 188. K — kontrola (koré&ni su apikalni fragmenti lateralnih korenova gajes medijumu bez
BRR), M - marker (100 bp ladder, Thermo Scientjfi8)- blank.

Analiza ekspresij&oRIP1pokazala je nespeaifiu amplifikaciju gena (Sl. 19a) pri
koris¢enju sva tri para testiranih prajmera i pri graalijetemperature vezivanja prajmera u
opsegu 62-67°C. Osim amplikong&e&ivane duzine (594 bp), dobijen je i nespénifi
produkt koji je bio za oko 100 bp duZi. Interesanja da je nespectini amplikon bio
zastupljeniji u SE na starijem stupnju r&aviSI. 19a). @ekivani i negekivani amplikon
su izolovani i eluirani sa gela, a zatim i sekveati. Rezultati su pokazali da je sekvenca
nespecifitnog amplikona pokazivaldak 98% homologije sa sekvenco&oRIP1gena.
Medutim, zbog nemogtnosti da se dobije amplifikacija samo ciljane sfiése sekvence,
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4. Rezultati

gen SoRIP1je iskljuéen iz daljih istrazivanja, kao nepodoban kandidatmarker-gen za
pratenje somatske embriogeneze sgarsorte "Matador". Ekspresija geBaRIP2je bila
speciféna, kako je to pokazala RT-PCR analiza, sa dolijgmioizvodom amplifikacije
duzine 629 bp (SlI. 19b), te je dalja analiza nieapresije prgena qRT-PCR metodom.
Kao endogena kontrola u ovim eksperimentima jesken gen zau-tubulin arabidopsisa,
ocekivane duzine amplikona od 58p. Efikasnost qRT-PCR reakcije, dobijena analizom
standardnih krivih, je za oba gena bila zadovoljaai iznosila je za 98.38% ZoRIP2
odnosno 102% za-tubulin. Takaie, ujedn&en oblik zbirnih kriva disocijacije dobijenih
produkata potvduju specifénost amplifikacije za oba gena (Sl. 20a-b).

SORIP2 a-tubulin

Dativative

&0 ] 70 T a BE 1) s L 88 T 75 80 88 0 25
Temperature (C) Temperature (C)

Slika 20— Zbirne krive topljenja produkata gRT-PCR amgéfiije @) SoRIP2i (b) a-tubulin gena pokazuju
visoku speciftnost amplifikacije analiziranih cDNK.

gRT-PCR analiza je pokazala da je stadijum ra@tatisitki znatajno uticao na
nivo ekspesijeéSoRIP2(p<0.001). Ekspresija gerdoRIP2je bila 285 puta @& u SE na
globularnom stupnju razéa nego u kontrolnom tkivu (korenovima gajenim nadijuenu
bez BRR kod kojih nije dosSlo do regeneracije). Ktarijin SE, koji se mogu vizuelizovati
golim okom (2-5 mm), ekspresifdaoRIP2je bila dva puta manja u odnosu na globularne
SE, da bi se kod SE && od 5 mm ekspresij&oRIP2vratila na nivo detektovan kod
kontrole (SI. 21).
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Slika 21 — EkspresijaSoRIP2gena u SE na razitim stadijumima raz\da regenerisanim na korenovima
spanda linijje 188. Ekspresija je analizirana metodom ¢RIR, a kao kalibrator kokiéni su apikalni
fragmenti lateralnih korenova gajeni na medijumwz BRR. Podaci predstavijaju srednje vrednosti tri
tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oZeae istim slovima nisu statigki znatajno razltite (p<0.05)
prema LSD testu.

4.2.1.2. Korelacija izmedu regenerativnog potencijala korenova
klijanaca i ekspresij8oRIP2gena

PodobnosSoRIP2kao marker-gena za somatsku embriogenezu épgedestirana
analizom korelacije izmi# ekspresije ovog gena i regenerativhog potencgdi@ienog
konvencionalnim brojanjem SE pothostereomikroskopa.

Konvencionalnim brojanjem regenerisanih SE kod I1&suméno odabranih
klijanaca utvdeno je da je genotip stati&ti znaajno uticao na progan broj SE po
eksplantatu, frekvencu regeneracije i PFE indek®.(01 za sve varijable). Sve testirane
linije mogle bi se podeliti u tri grupe na osnovabgenog regenerativnog potencijala: linije
sa izuzetno niskim (203, 204, 228 i 241), ptosa (230, 253 i 268) i visokim (232, 237,
240) regenerativnim potencijalom (Sl. 22a-c). Néjvegenerativni potencijal je imala
linija 237 sa prosao 31.06 SE po eksplantatu, frekvencom regeneradij@00% i PFE
indeksom 31.06 (Sl. 22a-c). Kod sve tri linijje k&djih je uaten visok regenerativni
odgovor PFE indeks je bio ¢ieod 15, dok ni kod jedne linije sa présém regenerativnim

odgovorom PFE nije prelazio 10 (Sl. 22c). Do regacige uopsSte nije doslo kod linija 203,
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228 i 240, dok je linijja 204 regenerisala niskorekfrencom regeneracije (3%) i sa
pros€&no 0.007 SE po eksplanatau i PFE indeksom 0.22S4-c).

Na osnovu ekspresij8oRIP2izdvojile su se takde tri grupe linija, kod kojih je
ekspresija bila wa u odnosu na liniju 203, koédnu kao kalibrator zbog najnizeg nivoa
ekspresije, koji se ujedno poklopio i sa najniziabelezenim regenerativnim potencijalom
medu svim linijama. Kod ostalih linijja iz grupe onihasniskim regenerativnim
potencijalom, 204, 241 i 228, ekspresgaRIP2gena je bila do 2.5 putadse Sa porastom
parametara regenerativnog potencijala linija izgérgrupe, 253 i 268, zabelezeno je
poveanje ekspresijeSoRIP2 gena do 10 puta. Kod linija iz grupe sa visokim
regenerativnim potencijalom, 232, 237 i 240 nikspesije bio viSe od 20 putadvaéego
kod linije 203. Najzn&jnije poveéanje ekspresije zabelezeno je, kao i W&l PFE
indeksa, kod linije 237 i iznosilo je 50 puta (32d). | ovde je genotip statiki znatajno
uticao na nivo ekspresifoRIP2(p<0.001).

Pirsonov test korelacije je pokazao visoku pozitiworelaciju (f=0.81, p<0.05)
izmedu PFE indeksa i ekspresij8oRIP2 ¢ime je potvideno da je SoRIP2 dobar
marker-gen za kvantifikaciju embriogenog odgovopars£a. Vazno je naglasiti da je
ekspresija SORIP2 testirana posle 4 nedelje kultivacije na medijursa indukciju
regeneracije, pre nego Sto su SE bili vizuelizovaoim@u stereomikroskopa. PFE je
odreien na kraju perioda od 12 nedelja kultivacije rdukcionom medijumu, tj. 8 nedelja
posle analize ekspresigpoRIP2

96



4. Rezultati
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Slika 22 — Pordenje regenerativnog potencijala apikalnih @d&a lateralnih korenova izolovanih sa 10
nasuméno odabranih klijanaca spa@ gajenih na medijumu za indukciju regeneracij®bo 12 nedelja i
ekspresijeSoRIP2gena u eksplantatima ovih linija posle 4 nedeljikacije na medijumu za indukciju
regeneracije.d) Frekvenca regeneracijeb)(Proséan broj SE po eksplantatic) (Potencijal za formiranje
somatskih embriona (PFE)d)( EkspresijaSoRIP2gena. Podaci predstavljaju srednje vrednosti. \&kis
liniju je postavljeno po 5 Petri kutija sa po 4gnaenta korenova (n=20). Vrednosti na grafiku ¢ena istim
slovima nisu statistki znatajno razltite (p<0.05) prema LSD testu.

4.2.1.3. Uticaj fotoperioda na ekspresijuSoRIP2gena

Uticaj fotoperioda (KD/DD) na ekspresiju geisRIP2testiran je u apikalnim
fragmentima lateralnih korenova tri linije regeneata span&@ za koje je u prethodnom
eksperimentu pokazano da se odlikuju tétaih regenerativnim kapacitetom. Linija 228 je
imala nizak, linijja 253 prosan i linijja 232 izuzetno dobar regenerativni potghc
(Sl. 22¢). Konvencionalnim brojanjem pokazano jejeldotoperiod zné&jno uticao na
somatsku embriogenezu koja je bila efikasnija wwisia DD kod svih testiranih linija
(Sl. 23a-c). Kod sve tri testiranje linije u uslma DD je doSlo do statigki zn&ajnog
poveanja frekvence regeneracije<(p05). Ova razlika ostala je zZi@na i za ostala dva
parametra regeneracije, srednji broj SE i PFE, Ikogh 228 i 253. lako je kod linije 232
frekvenca regeneracije biladgeu uslovima DD za oko 20% u odnosu na KD, fotayukri

nije statistéki znatajno uticao na razliku u broju SE po eksplantd&E indeks (p=0.44).
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Analiza ekspresije gendoRIP2u eksplantatima gajenim u uslovima DD pokazala
je da je odnos nivoa ekspresije zabelezen u korer@ovegeneranata tri testirane linije
odgovarao odnosu nivoa ekspresije u korenovimaaridiga (SI. 22d i Sl. 23d). Na
ekspresijuSoRIP2statistéki znatajno su uticali genotip 9.001), fotoperiod (0.05),
kao i njihova interakcija {0.001). Povéanje ekspresij&SoRIP2gena kod linije 232 sa
izuzetno dobrim regenerativnim potencijalom je bgablizno u uslovima KD i DD.
EkspresijaSoRIP2gena u korenovima ove linije je bila oko 100 puéa na indukcionom
medijumu u odnosu na medijum bez regulatora rastBMR u uslovima oba svetlosna
rezima (Sl. 23d). Kod korenova linija sa niskim §22 srednje uspeSnim regenerativnim
potencijalom (253) ekspresija geBaRIP2je bila 2, odnosno 2.5 putadzeu uslovima DD
nego KD (SI. 23d). Kod linije 228 ekspresija ovagng u uslovima DD je bila va oko 15
puta, a kod linije 253 u istim uslovima ekspreggabila v&a oko 60 puta u odnosu na
kontrolne korenove sa neindukcionog medijuma () 2

Pirsonov test korelacije je pokazao visoku pozitiorelaciju (f=0.92) izmeu
PFE indeksa i povanja ekspresijeSORIP2 kod testiranih linija na odgovaraem
fotoperiodu.
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Slika 23 — Regenerativni potencijal apikalnih odaka korenova izolovanih sa regeneranata tri li(g2j28,
232 i 253) sparé@. Korenovi su gajeni na indukcionom medijumu uousha DD i KD. @) Frekvenca
regeneracije.k) Proséan broj SE po eksplantatu) (Potencijal za formiranje embriona (PFE)) Ekspresija
SoRIP2gena. Podaci predstavljaju srednje vredn@sitri Petri kutije sa po 5 korenskih fragmenata Q)2
kori&teno za svaki tretman i za svaku liniju. Tretmani KDD za istu liniju su upord#vani t-testom za
zavisne uzorke. DD - dugi dan. KD - kratak dan, Nsatisttki nezn&ajno razltito, * - statistiki znatajno

razli¢ito za p<0.05.

4.2.2. Ekspresija kljuénih gena za metabolizam giberelina u apikalnim

fragmentima lateralnih korenova

Analiza ekspresije Kklgnih gena za metabolizam bioaktivnih giberelina

korenovima 7 nasurmo izabranih linija regeneranata gajenih na medijura indukciju

regeneracije tokom 4 nedelje u uslovima DD pokagalda je amplifikacijgSoGA20-0x1,

S0GA3-0x1 SoGA2-oxXkpecifina (Sl. 24).
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Slika 24 — Specifitna amplifikacija gena:al SoGA20-ox1 (b) SoGA3-ox1li (c) SoGA2-oxlpratena u

B - blank .

apikalnim fragmenata lateralnih korenova izolovaséhregeneranata 7 nasuna izabranih linija (brojevi

1-7) spanéa gajenih na medijumu za indukciju regeneracije.- Mharker (100bp, Thermo Scientific),

Proverom specitnosti amplifikacije za sva tri amplikona u qRT-P@&akcijama

dobijena je zadovoljavaja efikasnost koja je iznosila 108.8%, 97.2% i 94.9%

S0GA20-0x1S0GA3-ox1odnosnd50GA2-0xXSl. 25a-c). Ekspresija u negativnoj kontroli

(identécna smeSa bez reverzne transkripcije) nije detekiwame je pokazano da u

sistemu nema genomske DNK. Tdkoujednaen oblik zbirnih kriva disocijacije dobijenih
produkata potwduju specifénost amplifikacije za sva tri gena (Sl. 25a-c).

a

GA20-0x GAd-ox GAZ-0x

l
L - ||

1 b L . | -

Slika 25 — Zbirne krive topljenja produkata qPCR amplififac(a) SoGA20-0x,(b) SoGA3-ox1li (c)

korenova spara.

So0GA20x1 gena pokazuju visok u spe¢ifiost amplifikacije cDNK kod apikalnih od&ska lateralnih
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4.2.2.1. Uticaj fotoperioda na ekspresijuSoGA20-ox1, SoGA3-ox1
i SOGA2-0x1
Analiza uticaja fotoperioda na gene ukbme u metabolizam giberelina pokazala je

da ekspresij@dSoGA20-ox1nije bila statisitki znatajno razléita u uslovima KD i DD
(p=0.9) i bila je oko 7 puta ¢¥a nego u mraku, dok je ekspresjaGA3-oxli SOGA2-ox1
bila statistéki znatajno ve&a u uslovima KD nego u uslovima DD {p05) (Sl. 26).
EkspresijaSoGA3-oxJe bila 2.2 puta W& u uslovima KD i 1.8 puta ¥a u uslovima DD
nego u mraku (Sl. 26). EkspresaGA2-oxJe bila 5.5 puta w&a u uslovima KD nego u

mraku, dok je njegova ekspresija u uslovima DD Bijauta véa nego u mraku (Sl. 26).

N5

Relativna ekspresija gena GA20-ox1,
GA3-ox] | GA2-oxIia - tubulin

]
1
| I
0 :
KI

KD nD ‘ ) LD ‘ KD )

GAX-0x] A2-ax ]

FAT-ax]

Geni

Slika 26 — Ekspresij@&S0GA20-0x1S0GA3-0x1 SoGA2-ox1u apikalnim fragmentima korenova izolovanim
sa regeneranatiije 253 i gajenim tokom 4 nedelje na medijumu B&RR u uslovima KD i DD. Ekspresija
je normalizovana u odnosu na ekspresiju gengtzdulin.Podaci predstavljaju srednje vrednostetfrani
KD i DD su upordivani t-testom za zavisne uzorke. NS - stati$tnezn&ajno razlgito, * - statistki
zn&&ajno razltito za p<0.05.
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4.2.2.2. Uticaj egzogenih giberelina na ekspresijilsoGA20-ox1,
S0GA3-0x1 i SoGA2-0x1

Na ekspresiju SOGA20-ox1u korenovima spawa tri linijje sa razBitim
regenerativnim potencijalom, gajenim na medijumu zadukciju regeneracije
(NAA 20 uM + GA; 5 uM), statisteki znatajno su uticali genotip (.001), fotoperiod
(p<0.001), kao i njihova interakcija €0.05). U odnosu na eksplantate gajene na medijumu
bez BRR, u eksplantatima gajenim na indukcionomijmed je detektovano smanjenje
ekspresijeSoGA20-oxu uslovima oba fotoperioda kod linija 228 i 23kspresija je bila
oko 3, odnosno 6.5 puta dge u korenovima linija 228 i 232 gajenim u usloviikB u
odnosu na DD. EkspresifgoGA20-ox1u korenovima linije 253 gajenim na medijumu za
indukciju regeneracije u uslovima KD je bila okd® %uta véa u odnosu na ekspresiju u
korenovima na medijumu bez BRR gajenim na istonodetiodu. Suprotno tome,
ekspresijéSo0GA20-ox1 uslovima KD je bila oko 6 puta manja na indukcionmedijumu

nego na medijumu bez BRR (SI. 27).

d

1+
KD| 253 Linija

228 232
G ﬁ ) R
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d

SoGA20-0x1 / a-tubulin

=37
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Slika 27 — Ekspresiji SOGA20-ox1odrelena metodom RT-PCR u apikalnim fragmentima koranov
izolovanim sabiljaka Inija 228, 232 i 238 i gajenim tokom 4 ngdaa medijumu za indukciju regeneracije u
uslovima KD i DD. Ekspresija je normalizovana wnodu na ekspresiju gena edubulin. KD - kratak dan,
DD - dugi dan.
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EkspresijaSoGA20-oxltestirana u fragmentima korenova tri linije spamé228,
2321 253) gajenih na medijumu za indukciju regngeau uslovima KD i DD, i ekspresija
SoRIP2 kod istih liija i na istim tretmanima ne pokazugtatisttki znaajan stepen
korelacije (f=0.17).

Dodatne analize ekspresije sva tri gena u &mis& korenova linije 253, sa srednje
visokim regenerativnim potencijalom i nafim zabelezenim promenama u ekspresiji
S0GA200x-1 pokazale su da je ekspresfwGA3-ox1lu korenovima na medijumu za
indukciju regeneracije je bila oko 20 puta nizaslouima DD i 500 puta niza u uslovima
KD nego u korenovima gajenim na medijumu bez BRRAS).

Ekspresija SoGA2-ox1 u korenovima gajenim na medijumu za indukciju
regeneracije, je bila ¢¥a 1.5 puta u odnosu na kalibrator u uslovima DCanja oko 2 puta

u odnosu na kalibrator u uslovima KD (SI. 28).

GA2-ox1
oA Zi-ox ] Cieni
. Kb " GAF-oxl -_

I kKD |E| Do
a2 NS

#

Log2 relativne ekspresije gena GA20-0x1,
GA3-oxl | GA2-oxl/a - tubulin
IS

Slika 28 —EkspresijaSoGA20-0x1 S0GA3-0x1li SoGA2-oxlodreiena metodom gRT-PCR u apikalnim
fragmentima korenova izolovanim sa biljaka Inije335gajenim tokom 4 nedelje na medijumu za indukcij
regeneracije u uslovima KD i DD. KD - kratak dar) B dugi dan.
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5. DISKUSIJA

5.1. Regenerativni potencijal korenova spanéa

5.1.1. Procedura za regeneraciju

U ovom radu, somatska embriogeneza je indukovanf&ragmenata korenova
spanéa sorte "Matador" po proceduri Knelt al (1997), uz modifikaciju koja se odnosi na
biljni materijal. | pored toga Sto su u ovom radradu Knollet al (1997) za indukciju
regeneracije koréeni isti BRR i isti tip eksplantata, dobijeni suazajno razl€iti rezultati.
Dok su u eksperimentima Knadt al (1997) iz fragmenata korenova indukovani pupoljc
direktnom organogenezom iz epidermalnih i subepiddrmih celija korena, u ovom radu
dobijena je indirektna somatska embriogeneza.dstartno je da su u &g studiji Komai
et al (1996a) indukovali regeneraciju somatskih emtaioz odséaka korenova spata
istim BRR u nesto nizoj koncentraciji (10 pM NAAOtL uM GAs). U studiji Komaiet al.
(1996a) somatskoj embriogenezi je prethodilo foamje masivnih kalusa, dok je u ovom
radu dobijena samo vrlo ograana proliferacij&elija korena.

Razlike u morfogenetskim putevima u sve tri seidijogu se objasniti raziiom
genettkom osnovom biljnog materijala koji je koé&n u eksperimentima jer je u svakoj
studiji kori¥ena druga sorta spata

Sorta "Matador”, kori&na u ovom radu, tokom niza godina smatrana jersort
koju je teSko regenerisain vitro (NesSkové & Radojeve, 1973; Zdravkowi-Koraé &
Neskovt, 1998, 1999). Regenerativni potencijal sorte "Mata zn&ajno je bio maniji od
regenerativnog potencijala sorti "Longstanding” ¢gKret al, 1997), "Jiromaru" i "Nippon"
(Komai et al, 1996a). Pazljiv izbor eksplantata i bolje op#aovana kombinacija BRR,
koji su kori€eni u okviru ove disertacije, omogli su pove&anje regenerativhog
potencijala sorte "Matador". To je u skladu sa egsthvaenim stavom da je potencijal za
somatsku embriogenezu Siroko rasprostranjena aadiiljnih tkiva, ali da je teSko protia

uslove pod kojim se on eksprimira (von Arneldal,, 2002; Feher, 2008).
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5.1.2. Regenerativni potencijal P-klijanaca

Pod optimalnim uslovima, tokom perioda od 8 nedeljavoj studiji je regenerisalo
svega 20 od testiranih 30 linija sorte "Matadodk ¢e za isti viemenski period podcslim
eksperimentalnim uslovima regenerisalo 28 od tastr 30 linija sorte "Nippon" (Ishizaki
et al, 2001).Cak i posle dodatnog perioda subkultivacije u trpjasd 4 nedelje, svega 4
genotipa sorte "Matador" su pokazala visoku frekuweregeneracije (85-100%), mada sa
relativno niskim prosaim brojem SE po eksplantatu (6.96-9.96). Genergladano, kod
najveteg broja linija je dobijeno ukupno 10-30 SE tokostpkupnog trajanja eksperimenta
(12 nedelja).

Vazno je istéi ¢injenicu da je préenjem regenerativnog potencijala P klijanaca
utvrdeno da je samo linija P18 regenerisala u toku pukulture, pa se samim tim period
pouzdane selekcije linije sa dobrim regenerativpmtencijalom produzava na minimum
6-8 nedelja.

Na osnovu izlozenog se moze zaéifu da je regenerativni potencijal sorte
"Matador” nizak zato Sto su jedinke sa visokim reggativnim potencijalom izuzetno retke
u populacijama ove sorte. To nije iznéopiée, s obzirom da ova osobina u prirodnim
uslovima nije pod selektivnim pritiskom. S obzirgra to i¢injenicu da je generalno mali
broj biljnih ¢elija kompetentan za gen#&ku transformaciju, za oplemenjivanje sorte
"Matador" modernim metodama biotehnologije neoplooda razviti nov, efikasan i

pouzdan sistem za regeneraciju.

5.1.3. Formiranje semenain vitro

Spané kao biljka dugog dana, veoma lako cveta ako jezemha odgovaragim
svetlosnim uslovima u kultuin vitro (Culafi¢, 1973; Culafi¢ & Neskovi:, 1980) i daje
vijabilna semena (Al-Khayriet al, 1992a). Semena su u ovoj studiji kao i u
eksperimentima Al-Khayret al (1992a), podvrgnuta hladnom tretmanu kako baldij ali
je u oba sléaja pokazano da to nije neophodno. Procenat Idijagmena dobijenih u
uslovimain vitro (83%) nije se razlikovao od procenta klijanja koaijalno nabavljenih
semena sparka (84%). Visok procenat klijavosti semena formihani uslovimain vitro
(95%) je dobijen i u radu Knoédit al (1997).
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Za dobijanje visoko regenerativnih linijja spédaau ovom radu je kor&no
samoopldenje u uslovimain vitro. Ovaj pristup ima izvesnih prednosti u odnosu na
samoopldenje ex vitra Prva prednost je Sto je u uslovinia vitro mogue pratiti
regenerativni kapacitet roditelja i cele familijeotpmaka, bez opasnosti od gubitka
dragocenih genotipova iz kolekcije usled neefikaakkmatizacije biljaka na uslovex
vitro ili kontaminacije semena pri ponovnom deoju materijala u kulturu.

Drugi razlog je plastnost u ekspresiji pola spai@ain vitro (Al-Khayri et al,
1992a; Komaiet al, 1999; Komai & Masuda, 2004). Zbog plésbsti ekspresije pola,
koja podrazumeva sposobnost muskih i Zenskih lail@ razviju hermafroditne cvetove i
tako postanu andromonecke (linije P5 i P9), odnagnomonecke (linijje P238, 238-6 i
238-6-3) biljke, mogée je dobiti semena samoopraSivanjem originalno rhugdnosno
Zenskih jedinki. U prirodi postoji ginomonecizangdksorte "Jiromaru” do 14% inicijalno
Zzenskih biljaka kasnije razvija hermafroditne cwetoali njihovim oprasSivanjenex vitro
nastaje iskljdivo zensko potomstvo (Komat al, 2003). M@utim, u uslovimain vitro,
ekspresija pola je nestabilnija i andromonecizagmomonecizam su dalek@&e pojave
(55% odnosno 64%), a time i Sansa za dobijanje sarfifomaiet al.,2003).

Treta prednost kulturén vitro je u tome Sto je ciklus formiranja semena ubrzan.
Kod biljaka dobijenih iz apeksa potothéh S-klijanaca zapazeno je nesSto ranije cvetanje
Zzenskih biljaka, u petoj nedelji, umesto u sedmap kod biljaka dobijenih iz apeksa
roditeljskih P-klijanaca. U skladu s tim, v od $ generacije, semena su se formirala ve
posle Sest, umesto posle 8 nedelja. Drugithma, generacijski ciklus (od semena do
semena) je trajao 6 nedeli@me su eksperimenti bili zdajno ubrzani. Stna pojava
skratenja generacijskog ciklusa u uslovinmavitro je uaena kod arabidopsisa (Ochatt &
Sangwan, 2008), pasuljaMigna subterranea(Ochattet al., 2002). Kod dva ekotipa
arabidopsisa ciklus jedne generacije je sa 63-ha dauslovimax vitro skraten na 39-45
dana u usloviman vitro. Zanimljivo je da je ciklus druge generacije gaenvitro dodatno
skraten na 17-20 dana i ta osobina je ostala stabiliwkw narednih 10 generacija (Ochatt
& Sangwan, 2008). Ovaj pristup je omaégudobijanje 12-15 generacija arabidopsisa, 6
generacija pasulja i 4 generacyena subterrane#gokom godinu dana (Ochat al., 2002,
2008).
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U eksperimentima u okviru ove disertacije su post&i ciklusa samoopldenja sve
biljke bile zenske. Najuw@ broj semena su produkovale tzv. prave moneck&ebikoje
imaju priblizan broj muskih i zenskih cvetova. 8¢im, u populacijama sorte "Matador"
broj moneckih biljaka je mali (oko 11%). Ove bil@alsamoopldenjem daju Zenske ili
monecke biljke, pa iz generacije u generaciju opdwlaj biljaka koje se mogu
samooploditi, a time i broj semena. To vazi i zeigoine populacije i upravo je to glavni
razlog Sto se kod spateane mogu dobiti prav&ste linije, koje bi se zatim koristile za

dobijanje hibrida. Diecizam je z&é@na prepreka konvencionalnom oplemenjivanju béjak

5.1.4. Regenerativni potencijal S klijanaca

Regenerativni potencijal S linija testiranih u ovaadu je bio vrlo varijabilan
(Sl.ec,f, SI. 7c i Sl. 8c). Kod roditeljskih linijga niskim regenerativnim potencijalom (P5 i
P9), samoopltenje je rezultovalo u njegovom veoma slabom pampi kod potomstva
(SlI. 6c¢,f). Suprotno tome, genotipovi P18 i P238dali potomstvo vrlo varijabilnog
regenerativnog potencijala, 5to ukazuje na hetgotzost ovih linija. Kod potomstva linije
238-6 uden je stalan porast regenerativnog potencijala5@®uta) sa svakim narednim
ciklusom samoopléenja (Sl. 8c). Ovo se mozZe objasniti porastom haogodzosti faktora
odgovornih za somatsku embriogenezu. Dénsly zapazanja su dosli Chenal (1987) i
Roseet al (1999), koji su uspeli da selekcioniSu individs& visokim regenerativnim
potencijalom iz populacije jedinki sorte sa niskiegenerativnim potencijalom. Linija
"Jermalong 2HA"Medicago truncatulge imala 500 puta Ve regenerativni kapacitet od
divlje linije "Jermalong” (Roset al, 1999).

Ipak, iako su neke P linije u ovom radu imale visdkekvenciju regeneracije, ni
jedna od njih nije dostigla tako izuzetan regenmematpotencijal kakav je ufen kod
superiornih individua $i S linija. Svakako, ne moze se iskijti postojanje takvih
genotipova u P generaciji, ali i ako postoje oniigwetno retki, pa u okviru ove studije
nisu u@eni. Treba naglasiti da je testiran regeneratiwtepcijal oko 250 P-klijanaca, u
eksperimentima koji su predstavljeni u ovoj teai drugim istrazivanjima, ali ni jedan od

tih klijanaca nije imao regenerativni potencijatah superiornim glinijama.
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Rezultati ove studije ukazuju da se regeneratiagakitet P linija koje su imale
visoku frekvencu embriogenog odgovora moze dodatraprediti povéanjem prosénog
broja SE po eksplantatu. U prethodnim studijam&asfiost regeneracije iz fragmenata
korenova raziiitin sorti spanéa je procenjena samo na osnovu frekvence regejeeraci
(Xiao & Branchard, 1995; Komat al, 1996a; Ishizaket al, 2001). M@utim, neki autori
smatraju da su ukupan broj regeneranata ili biggmeranata po eksplantatu informativnije
velicine za procenu regenerativnog potencijala od frekge regeneracije
(Taguchi-Shiobarat al, 1997; Bregitzer & Campbell, 2001). U skladum,tiSonget al
(2010) su identifikovali 6 lokusa povezanih sa atskom embriogenezom soje. Dva su
bila pozitivno povezana sa frekvencom regeneradjeystalacetri sa brojem SE po
eksplantatu. Autori su pretpotstavili da je frekearformiranja SE kontrolisana od starane
jednog ili dva gena, dok su broj SE i potencijalfaemiranje SE kvantitativne osobine,
¢ime se potwiuje zn&aj pratenja ovih osobina. Tome &ho, kod arabidopsisa je
varijabilnost regenerativnog kapaciteta 88 ekotgpowbjasnjena blokadom procesa
regeneracije mutacijama na 5 lokusa (Mettal, 2014).

Kod spanéa su jedino Knollet al (1997) pratili broj regeneranata po eksplantatu.
Medutim, ova veltina, kao ni frekvenca regeneracije u ostalim studg na spara, nije
prowdavana na nivou indiviualnog klijanca &vena nivou sorte, zbogega su dobijeni
rezultati usrednjeni kao posledica meSanja ind&idusti pul eksplantata. Jedini izuzetak
je studija Ishizakiet al. (2001) u kojoj je udena velika individualna varijabilnost u
regenerativnom odgovoru spé&aaOvaj trend u istrazivanju se ne odnosi samopaaas.
Naprotiv, pri razvijanju i usavrSavanju protokok indukciju regeneracije ragiiih biljnih
vrsta generalno se ne uzimaju u obzir jedinké, see eksplantati nasudmo biraju iz pula
eksplantata. Regenerativni potencijal secobiprokava na nivou sorte. Verovatno se
visoka varijabilnost rezultata, po kojoj je kultusdjnih tkiva poznata i potreba za velikim
uzorkom bar delindno moze objasniti nasudmim uzorkovanjem biljnog materijala, bez
obraanja paznje na individualnu varijabilnost.

Kod mnogih biljnih vrsta je e€ena visoka varijabilnost u regenerativnom odgovoru
ne samo sorti koje pripadaju istoj vrstifueistih linija (Popelka & Altpeter, 2003; Ozbay
& Ozgen, 2010; Rakshiet al., 2010; Anamiet al., 2010) i to vaZi za sve procese
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regeneracijein vitro: formiranje embriogenog kalusa (Jiet al., 2009), somatsku
embriogenezu (Ishizalet al., 2001), ginogenezu (Bohanet al., 1995; Javorniket al.,
1998; Bohanec & JakSe, 1999), androgenezie(lal., 2013) i kaulogenezu (Tubket al.,
2014). Regenerativni potencijal je samo retko s&udina nivou individue, kao kod luka
Salota (Tubid et al.,2014), crnog luka (Javornit al.,1998; Zhengpt al.,1999; Bohanec &
JaksSe, 1999), lucerke (Chenal.,1987) i pamuka (Mishrat al.,2003).

Brzina kojom eksplantati odgovaraju na indukciorgtrhan je takde genetki
determinisana osobina. U ovoj studiji linije savedim regenerativnim kapacitetom su
regenerisale \eposle cetiri nedelje i ta osobina se konstantno odrzavalpotomstvu.
Slicna pojava je zapazena kod luka Salota, kod kotgkfee uaiena varijabilnost u brzini
kaulogenog odgovora na nivou individue (Tabt al., 2014). Tome stino, kod Sargarepe
je uatena zn&ajna varijacija u brzini embriogenog odgovora mggoracistih linija i
njihovih hibrida (Li et al., 2013), a kod dva ekotipa arabidopsisa brzina kgarog
odgovora (Zhaet al.,2013).

Na osnovu izloZzenog se moze zaktjuda se regenerativni potencijal nekih jedinki
moze povéati samoopldenjem i da se na taj &ia mogu dobiti superiorne jedinke
polaz€i od jedinki sa skromnim regenerativnim potencifalo Stvaranje kolekcije
superiornih genotipova omoglo je izwavanje genetkih osnova somatske embriogeneze
kod visoko regenerativnih sorti spagaa“Nippon" (Ishizakiet al, 2002) i "Jiromaru”
(Kawadeet al, 2008) i izolaciju proteina, a zatim i klonirangenacija je ekspresija u
korelaciji sa sticanjem kompetencije za somatskibrezgenezu (Kawade & Masuda,
2009). Osim toga, to bi bila odha platforma za razvijanje protokola za efikasnoegieku
transformaciju, kao Sto je protokol za transformacazi zn&ajno poboljSan upotrebom

inbred linije sa superiorninm vitro odgovorom (Popelka & Altpeter, 2003).

5.1.5. Poredenje regenerativnog potencijala korenova klijanaca
regeneranata
Uspesnost protokola za indukciju somatske embriegenkoji je razvijen u okviru
ove disertacije, bi bila dovedena u pitanje akemsdriogeni potencijal korenova klijanaca

ne bi odrzao i kod korenova biljaka regenerisarmhsomatskih embriona. Pdenje
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embriogenog potencijala korenova klijanca i koren@olovanih sa regeneranata iste linije
je pokazalo da je njihov embriogeni potencijal pzdn. Zahvaljujéi tome mogde je
koristiti korenove visoko regenerativnih linija wlgtm eksperimentalnom radu. Male
razlike u embriogenom kapacitetu koje sdere izméu korenova klijanaca i regeneranata
se mogu pripisati razlitom stadijumu razia biljnog donor materijala i pretretmanu kome
su donor biljke bile izloZene. Klijanac formira dolrazvijen koren u periodu od 3 nedelje,
dok je somatskim embrionima potrebno dedfe 6-8 nedelja da se razviju u biljke i da
formiraju razgranat korenov sistem. Osim togaakigi su gajeni na medijumu bez BRR,
dok su SE gajeni na medijumu sa 5 uM KIN, Sto séarsmatrati pretretmanom.

S obzirom n&injenicu da je stabilnost embriogenog kapacitetgmdyy materijala
potvrdena i u radu Ishizaket al. (2001), u kome je kor&na razkita procedura za
indukciju somatske embriogeneze, moze se zé&klga je embriogeni potencijal korenova
klijanaca pouzdan indikator regenerativhog potateijdatog genotipa i da garantuje
pouzdanost sistema za indukciju somatske embriageizekorenova regeneranata tokom

perioda od bar godinu dana.

5.1.6. Uticaj fotoperioda na regenerativni potencijal korenova

| pored izuzetnog uticaja koji genotip ima na regativni kapacitet sorte
"Matador", ali i drugih biljnih vrsta, praavanje uticaja drugih faktora, kao Sto je svetlost,
mogu doprineti daljem poboljSanju ekspresije regataog potencijala (Von Arnolet
al., 2002; Feher, 2008). Da bi se ispitao uticajpetinda, efekat genotipa na regenerativni
potencijal je morao biti eliminisan. To se postitgdo Sto su apikalni fragmenti korenova
istih linija gajeni paralelno u uslovima DD i KD.eBeneracija SE je bila efikasnija na
eksplantatima gajenim u uslovima DD nego u uslovigia i regeneranti su se ranije
pojavljivali na DD. Suprotno, Geekiyanaget al. (2006) su, testirafii efikasnost
regeneracije u uslovima DD ili KD i gustini fluk&a10 pmol/(m?s) ili 90-100umol/(m?s),
pokazali da je regeneracija iz kotiledona sganefikasnija u uslovima KD. Pokazali su da
je uticaj fotoperioda na regeneraciju bio statistznatajan samo pri visokom intenzitetu
svetlosti (90-10@umol/(m?s)) i da je regenerativni kapacitet kotiledona giljes uslovima

KD bio ve&ti nego u uslovima DD. Bez obzira Sto je u toj siukloriSéena druga sorta
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spanda i drugi tip eksplantata, ragii zakljutak je naverovatnije posledica drdgeg
uzorkovanja biljnog materijala. Autori nisu uzimaliobzir uticaj genotipa i nisu poredili
genettki identican materijal gajen u uslovima oba fotoperioda. Kadizme u obzir da je
frekvenca regeneracije individualnih P linija u ukatima predstavljenim u ovoj tezi
varirala u opsegu od 0% do 100%, Sto je u sklashuvariranjem frekvence regeneracije od
0% do 80% u radu Ishizakt al (2001), jasno je da je nasuan izbor biljnog materijala u
studiji Geekiyanaget al. (2006) mogao dovesti do drugjéh zakljucaka.

Osim toga, ovim eksperimentom je pdatsna velika varijabilnost regenerativnog
potencijala individua sorte "Matador”, posebno kaelau pitanju pros&an broj SE po
eksplantatu. Samo tri od 40 testiranih linija sgererisale u toku prve subkulture (SI. 11c),
Sto je u skladu sa prethodnim rezultatima kadakern prve subkulture regenerisala samo
jedna od 30 linija (SI. 5c¢). lako je regeneratikapacitet individua u eksperimentu u kome
je testiran uticaj fotoperioda bio neStoévé€Sl. 11c), nijedna testirana linija nije dostigla
izuzetan regenerativni kapacitetl®ija (Sl. 8c), Sto je dodatna potvrda da su &akwije u
prirodnim populacijama sorte "Matador” vrlo retk@eneralno, mogie je da su bolji
rezultati u ovom eksperimentu dobijeni usled izlggaeksplantata ¥ej gustini fluksa
svetlostiod 80 - 100 pumol/@s), za koju se u kasnijem radu (Sl. 12a-c) i u radu
Geekiyanageet al (2006) ispostavilo da je bila najefikasnija u uRdiji regeneracije.
Studija Geekiyanaget al (2006) je jedina studija u kojoj je pr&avan uticaj svetlosti na
regeneraciju spanain vitro.

Pove&anja regenerativnog odgovora u uslovima DD se noffasniti interakcijom
svetlosti i giberelinaCinjenica da je nivo Gy vedi u uslovima DD nego KD (Metzger &
Zeevaart, 1980) usled paianja ekspresije gena koji kodi@A20-ox(Wu et al, 1996), Sto
vodi poveanju nivoa aktivnih endogenih giberelina (Talenal, 1991). Ishizakiet al
(2001) su izneli pretpostavku da se razlika u reggivnom odgovoru iznae individua
iste sorte spaa verovatno moze objasniti razlikom u nivou bioakith endogenih GA.

Poslednjih godina su postignuti 2agni rezultati u protavanju uticaja interakcije
svetlosti i GA na kontrolu morfogeneze i rasvetjajy molekularnog mehanizma koji lezi
u njegovoj osnovi (De Lucast al, 2008; Fenget al, 2008; Alabadi & Blazquez, 2009;

Jing et al, 2013). Meutim, veza izméu uatenog delovanje svetlosti na morfogeni
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odgovor eksplantata i molekularnog mehanizma kaji ppkrée joS uvek nije sasvim
razjaSnjena u staju somatske embriogeneze.

Bertram & Lercari (2000) su utvrdili da svetlositritroliSe sposobnost za formiranje
adventivnih izdanaka iz hipokotila paradajza, sisger ulogu fitohroma i kriptohroma u

ovom procesu, ali molekularni mehanizam ovog fenman@je objasnjen.

5.1.7. Uticaj intenziteta svetlosti na regenerativni potenijal korenova

Za ispitivanje uticaja intenziteta svetlosti na uldiju regeneracije iz fragmenata
korenova sparta za sve tretmane je kai&h biljni matreijal istog genekog porekla. 1z
tog razloga su u ovom eksperimentu k&eis fragmenti korenova regeneranata, za koje je
ranije pokazano da imaju &in regenerativni kpacitet klijanacu od koga qatiTri
testirane linije (110, 125 i 148) su odabrane jeod svih dostupnih linija imale sposobnost
regeneracije u mraku. O¥@jenica ukazuje da najviebroj linija ne regeneriSe u odsustvu
svetlosti. lako je frekvenca regeneracije u mraia belativno visoka (39.5%-94.9%)
(Sl. 12a), ukupan regenerativni potencijal eks@tnje bio nizak (Sl. 12c), zbog izuzetno
niskog prosénog broja SE po eksplantatu (0.65 - 3.39) (Sl. 12h)aj rezultat podrzava
stav da je prosan broj regeneranata po eksplantatu znatno bdtzeatelj regenerativnog
potencijala od frekvence regeneracije (Taguchi-dna et al, 1997; Bregitzer &
Campbell, 2001).

Rezultati eksperimenta su potvrdili izuzetancajavetlosti za proces regeneracije
somatskih embriona, ne samo u smislu trajanja garievetlosti, v& i gustine fluksa
svetlosti. Optimalna gustina fluksa svetlosti o® 1nol/(m?s) dobijena u ovom radu je u
skladu sa rezultatima Geekiyanage al. (2006). Kod dve linije spata embriogeni
potencijal je bio zn&jno niZi pri gustini fluksa od 150mol/(m?s) (SI. 12c). Ova pojava se
moze objasnitéinjenicom da je svetlost ovog intenziteta moglaukal/ati oksidativni stres
u eksplantatima korenova koji je kasnije negativoicao na proces somatske
embriogeneze (Rosseadt al, 2002). Kod arabidopsisa je pokazano @&k i kratko
osvetljavanje korenova u trajanju od nekoliko sekumoze izazvati oksidativni stres
(Yokawaet al, 2011).
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5.1.8. Uticaj egzogenih giberelina na regenerativni potenjal korenova

Za testiranje uticaja egzogenih GA na regenerapatencijal korenova spaée su
takode kori€eni fragmenti korenova izolovani sa regneranatal@ahe su dve linije, 125 i
238-6-3-1, kao jedine koje su regenerisale na mulij bez egzogenih GA. Najpre je
testiran njihov regenerativni potencijal bez egrugeGA, samo uz prisustvo 20 pM NAA
u medijumu. Odsei korenova su gajeni u mraku ili u uslovima DD gptimalnoj gustini
fluksa od 10Qumol/(m?s). U odsustvu GA i u mraku, samo je linija 125emerisala sa
izuzetno niskim regenerativhim potencijalom (SIcl3%a frekvencom regeneracije od
svega 0.99% (Sl. 13a) i sa prése 0.008 SE po eksplantatu (Sl. 13b). duiam, u
prisustvu GA cak i u mraku frekvenca regeneracije je dostiglaraKi0% (Sl. 12a), sa
pros€no 4 SE po eksplantatu (SI. 12b). U uslovima DDdsustvu GA frekvenca
regeneracije linije 125 je iznosila oko 50% (Sla),3a prosao 3.5 SE po eksplantatu (Sl.
13b), dok je pod optimalnim uslovima, u prisustvdhdG u uslovima DD, frekvencu
regeneracije dostigla 100% sa oko 30 SE po eksgilar(Sl. 12a,b; Sl. 14a,b). Linija
238-6-3-1 je bila osetljivija od linije 125 na od$uo GA;, ali je trend bio isti. Ovi rezultati
ukazuju da su svetlost i GAeophodni za ekspresiju punog regenerativnog pijpéden

U skladu sa ovim rezultatima, Ishizag&t al (2001), veruju da samo linije sa
visokim nivoom endogenih GA mogu da regeneriSu freaistva egzogenih GA i da je to
jedan od faktora koji we na individualnu varijabilnost ekspresije regetienag
potencijala spara. Odsustvo svetlosti je dodatno &ammo uticalo na smanjenje
regenerativnog potencijala. Ovi rezultati se modyasniti ¢injenicama da su kljini
stupnjevi biosinteze GA indukovani svetta$ pri ¢emu je biosintez&ntkaurena, prvog
stabilnog specitinog prekursora GA i G#&, prekursora bioaktivnog GA pojaana u
uslovima DD (Zeevaart & Gage, 1993; Wual, 1996; Lee & Zeevaart, 2002).

U daljem radu je testiran uticaj tipa i koncenij@&GA na regenerativni potencijal
spanga. Testirani su G4 koga biljke sintetiSu u veoma malim katiama i samo pod
specifénim uslovima (Silveet al, 2013), i GA, kao bioaktivni endogeni GA spataa(Wu
et al, 1996; Mac Millan, 2001). U odsustvu svetlosti isiovima DD, na svim testiranim

koncentracijama GAje indukovao viSi embriogeni odgovor u odnosu g Gli razlika
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nije bila statistiki znatajno razléita (Sl. 14c,f). Sagledavajuobe linije, koncentracija
5uM GAg se pokazala kao optimalna, Sto je u saglasnostizedtatima Knolket al. (1997).
lako mnogi autori navode da egzogeni GA nemajlitafdi imaju inhibitorni efekat
na indukciju somatske embriogeneze (Chen & Cha@@32Wanget al., 2004; Georget
al., 2008; Subot et al, 2009), postoje i primeri koji govore o promotbm uticaju GA na
somatsku embriogenezu (Konowicz & Janick, 1984lafi¢ et al, 1987; Rudust al,
2002; Thomas, 2006). KoHoeniculum vulgareegzogeni GA ne samo da je po¥ao
efikasnost somatske embriogenezé, jeepozitivno uticao i na dalje razé@ SE (Hunault &
Maatar, 1995). U vezi s tim, neki autori smatraguehdogeni nivo GA nije dovoljan za
izduzivanje SE, pa je zato neophodan egzogeni Gayglét al, 2002; Sharmaet al,
2008b). Ipak, izgleda da u literaturi nemairsh primera sparia, kod koga je prisustvo
GA neophodno za efikasnu indukciju somatske embriege. Pojedine linije (kao Sto su u
ovom sléaju 125 i 238-6-3-1) mogu regenerisati bez egzdg@&Ah, ali je izvesno da su
GA neophodni za pouzdanu i efikasnu indukciju sek®tembriogenezéak i kod ovih

superiornih linija.

5.1.9. Uticaj higromicina na regenerativni potencijal korenova

Pri pokuSaju primene protokola koji je razvijerowom radu za regeneraciju SE,
uacen je stimulativni efekat niske doze hyg (0.5 mgéd)indukciju somatske embriogeneze
iz odseaka korenova spata (SI.16). Mehanizam kojim hyg stimuliSe somatsku
embriogenezu nije poznat. Verovatno niske dozed®jgju kao subletalni stresni faktor. U
literaturi je poznato da subletalni stres moze ohgbrr indukciji somatske embriogeneze
kad su drugi faktori prisutni na suboptimalnom my®asternalt al, 2002) ili moze, kao
i okviru rezultata dobijenih u ovoj tezi, dodatrtorailisati proces somatske embriogeneze.
Ovainjenica je u skladu i sa zapazanjem da je sanm nidka doza hyg bila efikasna,
iako i mnogo vée doze hyg nisu bile letalne Zalije korenova spaia, s obzirom da je
proliferacijacelija korenova bila prisutna i do 10 mg/l hyg. ¥aljujuéi ovoj pojavi, koja
se ozn&ava kao hormeza, moépl je dodatno povati regenerativni potencijal korenova
spanéa, Sto je od izuzetnog z¢ga za oplemenjivanje ove vrste metodama gekoi

inZenjerstva.
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Pozitivan efakat hyg na proces regeneracije koan&p u saglasnosti je sa
rezultatima Parletal. (1995) i Aoshima (2005), koji su @it slican fenomen kod krompira
i ¢aja. Kod krompira je niska doza hyg (1 mg/l) stisalla formiranje adventivnih
pupoljaka iz ods&ka listova (Parlet al, 1995), dok je kodtaja znatno v&a doza hyg
(5-10 mg/l) promovisala formiranje adventivnih pyaka iz kalusa (Aoshima, 2005). Za
primarni SE su bili manje osetljivi i formirali SBSE i pri koncentraciji hyg koja je bila
letalna zacelije korenova. To se moze objasniti réizim osetljivogu tkiva ova dva tipa
eksplantata prema hyg, Sto je u saglasnosti sétagma Menget al. (2007), koji su udili
varijabilan regenerativni odgovor tkiva pamuka ispstvu hyg. Grupacijéelija, kao Sto su
kalusi ili masa proembrionalnih globula, su tolérgnprema antibioticima od izolovanih
SE ili neznih organa poput korenova (Zastgal, 2001; Palomo-Riost al, 2012). Kod
spanéa su masivni kalusi indukovani iz listova bili tdatniji prema hyg (Chiret al,
2009) od korenova spafamtestiranih u eksperimentima u okviru ove teze.

U drugim studijama je pokazano da direktna sejakgenettki transformisanih
celija (na selektivnoj dozi antibiotika) moze inhi#gi njihovu kasniju regeneraciju
(Boszoradova et al, 2011; Abou-Alaiwi et al, 2012), verovatno deluju kao
supraoptimalni stresni faktor. Promouwgefekat niskih doza hyg se moze iskoristiti za
indukciju somatske embriogeneze iz transformiséalja spanéda postupnom selekcijom,
kao kod orhideje (Suwanaketchanatital, 2007), zvezdana (Nikdliet al, 2007), pamuka
(Menget al, 2007), vinove loze (Faetal., 2008) i uljane repice (Liat al, 2011).

5.2. Ekspresija SoRIP2tokom somatske embriogeneze

Pri uspostavljanju model-sistema za dargie somatske embriogeneze sgangoji je
podrazumevao gajenje apikalnih ottsiea lateralnih korenova, naislo se na niz potégko
koje je trebalo reSiti. Jedno od zapazanja odnas@la na duzinu vremenskog perioda
neophodnog za regeneraciju SE. Naimeieno je da je samo mali broj linijja spéaa
regenerisao SE u toku prve subkulture, odnosnomdknedelje gajenja na medijumu za
indukciju regeneracije. \éa linija je odgovorila na induktivni tretman urjpeElu izmeiu

Seste i osme nedelje kultivacije. S obzirom nangsthenu ¢injenicu da regenerativni
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potencijal spana opada sa vremenom, i dadak i kod superiornih linija stabilan i na
maksimalnom nivou tokom najviSe dve-tri godine, rebho je bilo skratiti vreme
neophodno za pouzdanu selekciju linija sa dobrigemerativhim potencijalom. | samo
brojanje regenerisanih SE radi dobijanja parametavpa ¢e ukazati na efikasnost
regeneracije testirane linije, predstavlja veomgotiajan i naporan postupak. Stoga je
identifikacija gen&ije ¢e promene u ekspresiji korelirati sa dégana karakteristinim za
rane faze somatske embriogeneze, bila od velikae¢pya za unapidvanije sistema.

Od dva klonirana gena sp#&aa ¢ija je ekspresija koincidirala sa sticanjem
kompetencije za somatsku embriogenezu, @oRIP1 je posle analize uzvodnog
promotorskog regiona smatran pogodnijim markeromana detekciju embriogenitelija
tokom procesa somatske embriogeneze (Kawade & Mas2@d09). U promotorskom
regionu ovog genprisutan je RY motiv, koji se javlja u promotorirgana koji su aktivni
tokom faze sazrevanja embriona (Braybragikal, 2006). Za ovaj element se vezuju
transkripcioni faktori LEC2 i WUS, koji mogu da inkluju somatsku embriogenezu (Zeo
al., 2002; Braybroolet al, 2006). Nasuprot tome, u promotorskom regi@uRIP2nisu
detektovani stini regulatorni elementi.

Kawade i Masuda (2009) su pokazali da se tokomkcige i razvia SESoORIP1
eksprimirao tokom duzeg vremenskog perioda (5 fEdelego SORIP2 (1 nedelja).
Maksimum ekspresij&oRIP1je detektovan u embriogenom kalusu nedelju darsepo
subkultivisanja na medijum bez BRR, dok je njegoamu SE bio oko 2 puta nizi u odnosu
na maksimum ekspresije. Maksimalna ekspreSg&IP2je detektovana kao nagli skok u
cetvrtoj nedelji posle subkultivisanja na medijumezBRR. Ekspresij&oRIP2u SE je
bila priblizna maksimalnoj ekspresiji. Osim togaaksimalna ekspresij&oRIP2je bila
veca od SoRIP1 U skladu s tim, i razlike u ekspres§ioRIP2u tkivu pre indukcije i u
embriogenom tkivu su ve, pa ih je lakSe detektovati.

Analizom ekspresij&oRIP1u SE regenerisanim na odsina korenova spata u
okviru eksperimenata utanih u ovoj tezi, ugena je nespecifna amplifikacija nakon
RT-PCR analize (Sl. 19). PosSto se nespa&witraka ne javija nakon amplifikacije na
matrici genomske DNK, moze se zakipi da se radi o visoko homologim genima ili

alternativnoj obradi primarnog transkripta. Mdgast da je nespeatfia traka dobijena
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amplifikacijomSoRIPZje iskljucena jer je stepen homologije izdueSoRIP1li SoRIP2vrio
nizak - svega 35% (Kawadst al, 2008). Rezultati sekvenciranja su pokazali visolo
homologije (98%) izméu specifénog i nespecitinog amplikona,cime je dodatno
isklju¢ena mogtnost da je nespeaifi amplikon SoRIP2 U skladu s tim, kod nekih
biljnih vrsta je detektovano viSe visoko homolodg®lP proteina, koji su smatrani
izoformama (Stirpe & Barbieri, 1986). Dalja ispdivya bi trebalo da razjasne poreklo
nespecifinog amplikona. Interesantno je da prisustvo nefprog amplikonaSoRIP1
nije detektovano kod sorti "Jiromaru" (Kawadeal 2008) i "Nippon" (Ishizakiet al,
2002) iako su za amplifikaciju kotiéni isti prajmeri kao u ovoj tezi. Nespectifa
amplifikacija je isklj&ila dalje ispitivanje ekspresijBoRIP1kao kandidata za marker za
praenje somatske embriogeneze sgana

Testiranje ekspresijoRIP2je vrSeno na nasutmio odabranoj liniji (188) koja je
imala dobar regenerativni potencijal. EkspreSj@RIP2je analizirana nakon 4 nedelje
gajenja eksplantata na medijumu za indukciju regae, pre pojave vidljivih SE kod
vedine linija, kao i u izolovanim SE na ragtim stadijumima raz\da. Ekspresij&soRIP2u
eksplantatima korenova sa globularnim SE je bila 860 puta véa u odnosu na fragmente
korenova gajene tokom istog vremenskog perioda edijamu bez BRR (SI. 21). Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima Kawadeal (2008), koji su detektovali povanje
ekspresijeSoRIP2o0d 440 puta u SE izolovanim sa embriogenog kadusedelje nakon
prebacivanja na medijum bez BRR u odnosu na ekgpresembriogenom kalusu. (U
studiji Kawadeet al (2008) se ne navodi stadijum razviSE u kojima je analizirana
ekspresijaSoRIP2. Sa daljim razviem SE regenerisanim na o8siena korenova spana
nivo ekspresijeSoRIP2je drasttno opao i na kotiledonarnom stupnju, kada su SEvéii
od 5mm, ekspresija je bila na nivou kontrolnih freemata korenova gajenih na medijumu
bez BRR, kod kojih nije indukovana regeneracija (SE 21). U organima odrasle biljke
detektovan je vrlo nizak nivo ekspresije SoRIP2wKdeet al, 2008).

Lokalizacija SoRIP2 u epidermisu somatskih embriakazuje da ovaj protein
verovatno ima ulogu u zastiti od patogena, kasliwiaju betavulgarina, ortologgoRIP2

koji je detektovan u apoplastu biljakac8me repe zarazenih virusom (Iglesasl, 2005).
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U SE arabidopsisa i Sargarepe transkilijfC1, odnosnaC-LECY, su lokalizovani
na periferiji globularnih, srcolikih i torpedo ennina (Lotanet al, 1998; Yazawaet al,
2004), sto u potpunosti odgovara lokalizac§pRIP2 pa su Kawadeet al. (2008)
pretpostavili da biLEC1 mogao da reguliSe ekspresigoRIP2 Na ovaj nain, bila bi
objaSnjena spona koja povezuje ekspresjoRIP2 gena i ranih faza somatske
embriogeneze spafm

Za pr&enje ekspresijé&SoRIP2su odabrane po tri linije sa srednjim i visokim
regenerativnim potencijalom i 4 nasdmo odabrane linijje sa niskim regenerativnim
potencijalom. Rezultati gRT-PCR analiza su pokadalije nivo ekspresijoRIP2u SE
uzorkovanim nakon 4 nedelje u visokom stepenutpon korelirao sa regenerativnim
potencijalom odréenim konvencionalnim brojanjem nakon 12 nedeljaZ3¢,d).

Prethodno je pokazano da fotoperiod ima veliki ajtioa embriogeni potencijal
korenova sparta i da je regeneracija SE bila efikasnija na ekdptana gajenim u
uslovima DD nego u uslovima KD. Tak®e, veoma zn&jno je i to 5to su se regeneranti
ranije pojavljivali na DD. S obzirom na joS uvekragaSnjene mehanizme kontrole
ekspresije RIP gena kod spaaaneophodno je bilo utvrditi da li i na kojidia fotoperiod
utice na ekspresiju potencijalnog marker-gena. Za pettestiranja uticaja fotoperioda na
ekspresijuSoRIP2 kori&eni su korenovi biljaka regenerisanih iz somats&ihbriona.
Izabrane su tri linije sa proverenim regenerativikiapacitetom: niskim (228), umerenim
(253) i visokim (232). Razlika u nivou ekspresyeRIP2izmeiu ove tri linije odgovarala
je u potpunosti odnosu njihovih embriogenih potgtai Meiutim, iako je korelaciona
analiza pokazala visok indeks korelacijé=(.92) izméu konvencionalnom metodom
odreienog regenerativnog potencijala i nivoa ekspré&agRIP2 u sliEaju linije sa visokim
regenerativnim potencijalom (232) jedemo odstupanje iznda konvencionalne procene
regenerativnog potencijala i nivoa ekspreSgRIP2 Ovo odstupanje se moZe objasniti
¢injenicom da linije sa visokim regenerativnim patggom efikasno regeneriSu SE i pod
nepovoljnim uslovima, kao Sto je KD. Tal@ u ranijim eksperimentima je pokazano je da
je u globularnim embrionima ekspresgaRIP2dva ili visSe puta véa nego u starijim SE.
Kod linija sa visokim regenerativnim potencijaloazlike u broju SE u uslovima DD i KD

nisu velike tokom 3 subkulture (12 nedelja), akijgenica da proces gmje ranije na DD.
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Medutim, u momentu uzorkovanja materijala za ekstjakRNK nakon 4 nedelje, proces
somatske embriogeneze je tek zsgmwu eksplantatima gajenim u uslovima KD, pa je na
eksplantatima verovatno bilo viSe globularnih SE.uklovima DD proces je ¥ebio
odmakao, pa je bilo i starijih formi, u kojima j&spresijaSoRIP2niza i tacinjenica je
uticala na smanjenje ukupnog nivoa ekspreSigRIP2 Na osnovu ovog saznanja, u
budwim eksperimentima trebalo bi skratiti vreme uzomka@a na 2 ili 3 nedelje tokom
kojih se dinamika procesa regeneracije u uslovirBa BD razlikuje u zn&ajnijoj meri.

Kawade i Masuda (2009) su pokazali da se u prorskitor sekvencam&oRIP1i
SoRIP2nalazi nekolikccis elemenata za koje se smatra da kontroliSu nekeréax#a, ali
i odgovor na svetlost i cirkadijalnu ritdmost. Za sada ne postoje literaturni podaci na koji
n&in svetlost ude na ekspresiju ovih gena.

Ovim i prethodnim eksperimentima je pokazano d&sRIP2moze koristiti kao
marker-gen za procenu somatske embriogeneze.rpalg se imati na umu &oRIP2nije
direktno ukljiten u proces indukcije somatske embriogenezé, d& koincidira sa
globularnom fazom razéa SE. Osim toga, ovaj gen verovatno ima i drugs, yoek
nedovoljno razjasnjene funkcije. Samo za mali brglekularnih markera do sada nije
otkrivena nespecifna ekspresija, kao 2&£C gene iIWUS(Mahdavi-Darvariet al, 2015).
Gen SERK je dugo smatran spegifim markerom za somatsku embriogenezugutien,
kasnije je otkriveno da se on eksprimira ucapaom broju tkiva i tokom viSe fizioloSkih
procesa (Huet al 2005; Sharmaet al, 2008a;Nolan et al, 2009. EkspresijaAGL15
takade nije specitina za SE, posSto ovaj gen ima &amau ulogu i u kontroli cvetanja
(Adamczyket al, 2007), ali je njegov nivo u drugim tkivima veomeak (Perryet al,
1996). | pored toga, ovi geni se uspesno koristerkarkeri somatske embriogeneze.

Bez obzira na prethodno publikovane rezultate,ikégjenice vezane za strukturu i
indukciju regulatornog del&oRIP1 koji navode na zaklgak da bi ovaj gen bio bolji
marker,SoRIP2se pokazao kao potencijalno dobar marker za prnegEneracije SE kod
spanéa. Linije sa dobrim regenerativnim potencijalomizuzetno retke i mogu se &io
nakon 4 nedelje i bez molekularnih analiza, s' t8gRIP2je koristan pre svega u odabiru
linija sa prosénim regenerativhim potencijalom koje i pretstawjagvor materijala za

eksperimente. Taki®, kako te linije imaju stabilan potencijal za reggaciju svega godinu
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dana, skargenje perioda za selekciju linija koje regeneriSudsiEB nedelja je od izuzetnog

zn&aja.

5.3. Interakcija svetlosti i giberelina

5.3.1. Uticaj fotoperioda na ekspresiju kljuénih gena za metabolizam
giberelina

Kod spanéda je do sada kloniran jedan gen koji kodd@GA20-oxIWu et al, 1996), jedan
S0GA3-0x(Lee & Zeevaart, 2002) i ttfoGA2-oxgena (Lee & Zeevaart, 2002; Lee &
Zeevaart, 2005). Ekspresija ovih gena je analiairan nadzemnim organima biljke
(apikalnom pupoljku, mladim listovima, stablu, pé&ima, muskim i zenskim cvetovima),
ali ekspresija ni jednog od njih nije analiziran&arenu span@ (Wuet al, 1996; Lee &
Zeevaart, 2002; 2005, 2007).

Moglo bi se pretpostaviti da je broj ovih gena arsdu vé&di, jer kod drugih biljnih
vrsta svaki od tri enzima kodira mala familija gei@d arabidopsis&A20-ox kodira
familija od 5 gena (Phillipgt al, 1995), GA3-ox kodira familija of 4 gena (Hedden &
Phillips, 2000), aGA2-ox familija od 8 gena (Thomast al, 1999; Hedden & Phillips,
2000). Geni za svaki enzim se raitb eksprimiraju u biljnim tkivima, kao i tokom faz
zivotnog ciklusa i taj fenomen je povezan sa &t funkcijama koje GA vrSe u
razlicitim tkivima tokom razwa biljnog organizma (Rieet al, 2008). Ekspresija nekih
gena nije detektovana ni u jednom analiziranomutKipr. AtGA2-0x3, pa se smatra da su
pseudogeni (Thomaet al, 1999), a neki geni se eksprimiraju na izuzetiskam nivou u
vedini tkiva, kao AtGA20-ox4i AtGA20-oxx(Rieuet al, 2008). Jedan od najilustrativnijih
primera je ekspresija genatGA2-ox6 arabidopsisa, koja je detektovana tokom rane
embriogeneze, od stadijuma globule do ranog stadijtorpeda, a zatim se ponovo aktivira
tokom imbibicije semena, da bi 5 dana posle imijiiekspresija bila lokalizovana u
korenu i SAM Klijanca (Wangt al., 2004).

U skladu sa navedenindinjenicama, u ovoj disertaciji je najpre analiz@an
ekspresije&S0GA20-0x1S0GA3-0x1 SoGA2-oxIda bi se pokazalo da li su ovi geni aktivni

u apikalnim ods&ima lateralnih korenova spaf@ Detektovana je ekspresija sva tri gena
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(SI. 24), koja je bila niska u odsgma korenova gajenim tokom 4 nedelje u mraku na
medijumu bez BRR. Slan, nizak nivo ekspresijesGA20-oxe detektovan u apikalnom
pupoljku i stablu etioliranih klijanaca graska gajeu mraku (Ait-Aliet al, 1999).

U rezultatima dobijenim u ovoj tezi, nivo ekspres§oGA20-ox1 SoGA3-ox1i
GA2-ox1je bio ve&i u odsécima korenova spata gajenih u uslovima DD i KD nego u
odse&cima korenova gajenim u mraku (Sl. 26). Nép@oveéanje ekspresije, oko 7 puta, je
detektovano zaSoGA20-oxl dok je ekspresijaéS0GA3-oxlbila oko 2 puta &, a
ekspresijéc50GA2-o0xId 2-5 puta véa u eksplantatima gajenim u uslovima DD/KD nego u
eksplantatima gajenim u mraku. Izlaganje svetlgsticekivano indukovalo povanije
ekspresijeSoGA20-ox1ali razlike u ekspresiji u uslovima DD i KD nidile otekivane
(SI. 26). Naime, ekspresij&0GA20-ox1je bila priblizna u eksplantatima gajenim u
uslovima DD i KD. Ranije je pokazano da je ekspaegenaGA20-oxpod fotoperiodskom
kontrolom, ne samo kod spaaa(Wuet al, 1996; Lee & Zeevart, 2002, 2005, 2007)% ve
kod arabidopsisa (Hisamatst al., 2005) i drugih biljnih vrsta, poput graska i kpira
(Ait-Ali et al, 1999; Jacksoat al, 2000). Méutim, eksperimentalni podaci ukazuju da to
ne vazi za sva biljna tkiva; npr. u liskama spganekspresij@&o0GA20-oxJe bila izuzetno
niska u uslovima oba fotoperioda i tek neStéave uslovima DD, dok u muskim i Zenskim
cvetovima ekspresij80GA20-oxXkoro da nije ni detektovana, pa nije bilo razikaeiu
DD i KD (Lee & Zeevart, 2002, 20058 ak i u mladim listovima, u kojima je ekspresija
bila znatno véa nego u liskama i cvetovima, nije bilo velikih lika u ekspresiji u
uslovima DD i KD. Nije jasno zaSto je u odsena korenova spata ekspresija
SoGA20-oxIpriblizna i za to su potrebna dalja istrazivafjeeba naglasiti da je u svim
publikovanim studijama koje su razmatrane u okeive teze analiza ekspresije izvrSena u
organima koji su izolovani sa intaktnih biljaka wnemdno pre analize, dok je u
eksperimentima u okviru ove teze analizirana elsjréeSoGA20-ox1u izolovanim
odse&cima korenova, koji su kao izolovani organi gajénnedelje pre analize, pa prema
tome pretstavlja autonomnu sposobnost izolovanggr@a da eksprimir&oGA20-ox1i
sintetiSe GA. Ekspresij80GA20-oxJje analizirana posle 4 nedelje zato Sto se ekigpres

ovog gena menja u vremenu tokom adaptacije na promédotoperiodu. Naime, ekspresija
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S0GA20-oxYosle prelaska sa KD na DD raste iz dana u daamgberioda od bar 8 dana
(Lee & Zeevaart, 2002).

EkspresijaSoGA3-ox1u rezultatima dobijenim u okviru ove teze je hiksto véa
u uslovima KD nego u uslovima DD. Generalno je eke da gerGA3-ox nije pod
fotoperiodskom kontrolom (Hisamatst al, 2005). Lee & Zeevaart (2002) su detektovali
nesto véu ekspresijlboGA3-ox1u petiolama biljaka gajenih u uslovima DD, alinige bio
sluaj sa mladim listovima i apikalnim pupoljkom. Magu je da ekspresiju gena
SoGA3-ox1 korenovima kontroliSe i neki drugi faktor.

EkspresijaSoGA2-oxJe u ovom radu bila oko 2.5 putadaeu uslovima KD nego u
uslovima DD (SI. 26). Smatra se da ekspre€ija2-ox takade nije pod fotoperiodskom
kontrolom. U nadzemnim organima spémaekspresijaSoGA2-ox1se razlikovala u
razlicitim organima i tkivima. U petiolama i liskama nies&spresijeSo0GA2-0x)e rastao pri
prelasku sa KD na DD, a u mladim listovima i apikah pupoljku je opadao (Lee &
Zeevaart, 2002). Na ekspresifBA-20x uticu razliiti faktori. Tokom razwta biljnog
organizma GA testvuju u realizaciji mnogih programa ra@ii kao Sto je izduzivanje i
klijanje embriona, izduzivanje stabla, lista i kaaeitd. Jedan od tma kontrole nivoa GA
je pokretanje njegovog katabolizma, pa je u tkivim&ojima je potreban nizi nivo GA
indukovana eklspresij&A-20x (Nelissenet al, 2012). Na ranijim stupnjevima razei
zigotskih embriona, kad se deSavéglijske deobe, potrebno je da nivo GA bude nizijepa
zato tokom ovog perioda katabolizam GA dominantakspresijaAtGA2-ox6veta (Hays
et al, 2002). Tada raziiti regulatori transkripcije kontroliSu ekspresigvog gena; npr.
ekspresijaAtGA2-0x6 se deSava uporedo sa akumulacijom AGL15 u nuklesgsu
maksimumom ekspresije iz globularnog i ranog torpedo stupnja r&av{Perryet al,
1996). Ne moze se iskljiti mogucnost da je statisiki zatajno ve&a ekspresij@@oGA2-ox1
u uslovima DD u istrazivanjima u okviru ove tezdabposledica delovanja nekog
nekontrolisanog i nepoznatog faktora stresa, p@gStpoznato da biljka smanjuje nivo
rastenja u stresnim uslovima stimulacijom ekspegsh2-ox(Magomeet al, 2008; Sucet
al., 2012; Claeys & Inzé¢, 2013).

Vazno je naglasiti da je pos@nje nivoa ekspresije gemGA20-oxl nadzemnim

organima sparta bilo u skladu sa povanjem nivoa proteina SOGA20-ox1 i sadrzaja,iA
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(Lee & Zeevart, 2007). Protein SoGA20-ox1 je dete&h u brzo-rastum tkivima,
apikalnom meristemu izdanka, primordijama listaeta, mladim listovima i vaskularnom
tkivu, ali ne i u subapikalnom regionu u zoni izohahja (Lee & Zeevart, 2007). U
petiolama je bio lociran samo ¢elijama pratilicama floema. Prisustvo i distribacij
proteina SOGA20-o0x nisu analizirani u korenu sgand.ee & Zeevart, 2007). Ovo je u
skladu sa rezultatima Nelisset al. (2012), koji su pokazali da ekspres{EA20-0xi
GAB3-oxkoincidira sa zonom deoldelija lista, dok je u zoni izduzivangelija stimulisana
ekspresijaGA2-0x

Odseci korenova gajeni u uslovima DD i KD su uzorkovath od pdetka
svetlosnog tretmana. Poznato je da rB#420-oxpokazuje diurnalna variranja (Jacksamn
al., 2000; Hisamatset al, 2005). Mada je maksimum ekspresije azkod biljnih vrsta,

u velikom broju studija je zabelezen maksimum eésip 3-4h od peetka izlaganja
svetlosti (Ait-Ali et al, 1999; Hisamatsat al, 2005; Paparelkt al, 2013).

Rezultati dobijeni u ovoj tezi su pokazali da sesprksija kljgnih gena za
metabolizam GA pov&va na svetlosti, Sto ukazuje na to da su izolowds&ci korenova
spanéa sposobni za percepciju svetlosti. Té&koekspresija ovih gena, makar i na niskom
bazalnom nivou na medijumu bez BRR, ukazuje daowzili odséci korenova imaju
autonomiju u ekspresiji GA&ak i u odsustvu svetlosti i veze sa nadzemnim ddidjke.
Poznato je da intaktan koren ima sposobnost pejeegwetlosti, bez obzira Sto se u prirodi
nalazi pod zemljom (Galeat al, 2007), zahvaljujéi tome Sto se u korenu eksprimiraju
PHY, CRY i PHOT receptori (Ruppet al, 2001; Mullenet al, 2002; Galeret al, 2007;
Molas & Kiss, 2008). Méutim, sve ovo se odnosi na koren intaktnih biljakad kojih
PHY iz izdanka moze modulisati neke fizioloSke @®e u korenu (Salisbust al, 2007).

U literaturi nema podataka o0 sposobnosti percepsyetlosti izolovanih odseka
korenova.

123



5. Diskusija

5.3.2. Uticaj egzogenih giberelina na ekspresiju kljdgnih gena za metabolizam

giberelina

PoSto je pokazano da su genotip, svetlost i GA ¢hkljufaktori koji deluju
sinergisttki na ekspresiju embriogenog potencijala, testirg@nakspresijgS0GA20-ox1u
eksplantatima gajenim na indukcionom medijumu wvista DD i KD kod tri izabrane
linije sa razléitim embriogenim potencijalom. Kod sve tri testiealmije je zabelezen pad
ekspresijeGA20-ox1i on je bio véi u eksplantatima gajenim na DD nego u eksplantatim
gajenim na KD (Sl. 27). To je u skladu&ajenicom da jegGA20-oxpod jakom kontrolom
negativne povratne sprege (Israelssbal, 2004; Radet al.,2006;). Takde, pokazano je
da je ekspresij&A20-oxpod fotoperiodskom kontrolom i da jedeeu uslovima DD nego
u uslovima KD (Wuet al, 1996; Lee & Zeevaart, 2002, 2005). Inhibicijasmiesije
S0GA20-oxse moze objasnitEinjenicom da je prisustvo GAu medijumu izazvalo
pove&anje endogenog nivoa GA i da je zbog toga akti@raegativna povratna sprega,
koja je bila izraZzenija u eksplantatima gajenimslouima DD, u kojima je inicijalno nivo
ekspresije SOGA20-oxbio vei (Sl. 27). Najvéa inhibicija ekspresijeSoGA20-ox1je
detektovana u eksplantatima linije 232 gajenimlouisia DD i ona koincidira sa najéen
embriogenim odgovorom. Ovaj rezultat je u skladypspostavkom Ishizaldgt al (2001)
da se individue spata mefusobno razlikuju po kalini endogenog GA, i da ta koéiha
pozitivno korelira sa potencijalom za formiranjersdskih embriona.

Posto je kod linije 253 detektovana namerazlika u ekspresijsoGA20-ox1u
uslovima DD i KD, testirana je ekspresijaSoGA3-ox1li SoGA2-ox1lkod ove linije.
Najveta inhibicija ekspresije je detektovana za GoGA3-ox1lu uslovima KD (Sl. 28).
Razlike u ekspresiji ovog gena u uslovima DD i KD 8 korelaciji sa ekspresijom
S0GA20-ox1 mogu se objasniti v@m dostupna&i supstrata, odnosno GA u uslovima
KD. Fotoperiod ne ute na ekspresijulGA3-0x] pa je za ekspresijiGA3-ox1 glavni
regulator trenutna kalina supstrata GA (Lee & Zeevaart, 2002, 2005). Ekspresija
SoGA2-oxlje bila ve&a u uslovima DD (Sl. 28). Ekspresif@A2-ox takaie nije pod
fotoperiodskom kontrolom i zavisi od kaéilne supstrata, odnosno bioaktivnih G&j je
nivo verovatno bio v& u uslovima DD, gde je i pad ekspresf@GA3-ox1lbio manji.

Tome sltno, egzogeni GA i GAs; su indukovali ekspresijuAtGA2-0x6 u korenu

124



5. Diskusija

arabidopsisa (Wanet al, 2004). Takde, pored toga Sto inaktivira aktivne giberelBA2-
ox prevodi GAy u GAgg Cime kompetira s&A3-oxza supstrat (O'Neill & Ross, 2002).
Korelacija izmeéu ekspresije embriogenog potencijala i metaboligg#aje uaena
i kod drugih biljnih vrsta. Kod Sargarepe je pokazala se nivo ekspresij@gsGA20-oxi
DsGA2-ox gena nije zn&jno menjao tokom somatske embriogeneze, dok j® niv
ekspresije triGA3-oxgena bio zn&jno povéan (Mitsuhashet al, 2003). U skladu s tim,
tokom ranog razéa SE iz mase proembriogenih globi#eea abiesDELLA proteini su
bili pozitivno regulisani, dok je nivo ekspresi{gA2-oxbio nizi (Vestmaret al, 2011).
Suprotno tome, analiza transkriptoma u embriogertkivu tokom perioda indukcije
somatske embriogeneze krompira ukazuje da se takewg perioda eksprimiraju geni
speciféni za zigotsku embriogenezu (Singth al, 2007). U skladu s tim u uzvodnoj
regulatornoj sekvenci gedGA3-0x2su detektovana dva RY elementa, sp&uiiza gene
za biosintezu rezervnih materija, koji su aktivokdm sazrevanja embriona (Braybroetk
al., 2006). Za RY motiv genAtGA3-ox2se direktno vezuje transkripcioni faktor FUS3 i
inhibira njegovu ekspresiju u epidermalnéedijama embriona arabidopsisa, Sto ukazuje da
kod nekih biljnih vrsta nizi nivo GA stimuliSe pres somatske embriogeneze (Curaba
al., 2004). Kod arabidopsisa, ekspresflGA2-0x6 je bila esencijalna za sposobnost
35S:AGL15da promoviSe somatsku embriogenezu (Wanhgl, 2004). Transformanti sa
poveanom ekspresijom35S:AtGA2-ox&u produkovali SE sa $em efikasno&u, dok su

ga2-ox mutanti imali daleko manji embriogeni poigi¢Wanget al, 2004).

5.3.3. Sinergisticki efekat svetlosti, auksina i giberelina na promoigu
embriogenog potencijala

U ovoj disertaciji je pokazan izuzetan 2apsinergisitkog dejstva svetlosti, GA i
auksina na indukciju somatske embriogeneze izdadtsekorenova spata Izostavljanje
bilo kog od ovih faktora je izazivalo drasin pad efikasnosti somatske embriogeneze ili
njen potpuni izostanak. Kao Sto jetvstaknuto, auksini i GA interaguju, a svetlostukege
njihov nivo i na taj n&@n kontroliSe fizioloSke procese u biljnom organizifiHalliday et
al., 2009) Svetlost kontroliSe biosintezu (Taet al, 2008) i distribuciju auksina
(Grieneisenet al, 2007; Laxmiet al, 2008; Titapiwatanakun & Murphy, 2009), kao i
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osetljivost individualnihéelija prema auksinu (Salisbumt al, 2007). Setlost takde
direktno kontroliSe biosintezu GA (Wat al, 1996; Lee & Zeevaart, 2002; Paparetlial,
2013). Osim toga, ekspresiA20-0x GA receptora i DELLA proteina je pod kontrolom
cirkadijalnog oscilatora (Hisamat®t al, 2005; Zentellaet al, 2007; Aranat al, 2011),
nacije podeSavanje svetlost ziagno utte. Meiutim, kod arabidopsisa je izvesno da nisu
svi geni GA20-ox pod kontrolom cirkadijalnog ostilea (Hisamatsiet al, 2005). Nije
poznato da li je jedini klonirani gen sp&aaSoGA20-ox1pod kontrolom cirkadijalnog
oscilatora. Auksini i GA meiusobno interaguju. Auksinindukuju biosintezu GA
stimulacijom ekspresij€&A3-oxi represijom ekspresij&A2-ox(Rosset al, 2000, 2003;
Wolbang & Ross, 2001; Wolbangt al, 2004), a GA powavaju nivo auksina
stimulacijom njihovog polarnog transporta (Bjorkilnet al, 2007). GA vrSe i
autoregulaciju biosinteze negativhom povratnomgmre (Yamaguchi, 2008).

Medutim, sama regulacija ekspresije kKijuh gena za metabolizam GA je izuzetno
kompleksna i odvija se na viSe hijerarhijskih nivagor. ekspresijaAtGA-200x1 je
regulisana na nivou organa, tkiv&elija (Desgagné-Penix & Sponsel, 2008). Ekspresija
AtGA20-ox]je niska u korenu klijanaca arabidopsisa, a visokatiledonima i listovima;
snazna je u kotiledonima do 8. dana réaklijanca, ali je znatno niza u kotiledonima 10
dana starog klijanca (Desgagné-Penix & Sponsel,8R0&kspresijaAtGA20-ox1 je
metaboléki autoregulisana negativnom povratnom spregomuRega na jednom nivou je
moguwta samo ako to dozvoljava hijerarhijski viSi nivoguéacije; npr. tretman
paklobutrazolom stimuliSe eksprespuGA20-ox1u kotiledonima i listovima arabidopsisa
6 dana starih klijanaca, dok taj efekat izostajetiledonima 10 dana starih klijanaca, Sto
ukazuje da je regulacija nivoa GA odema stupnjem razé& snaznija od metaboke
regulacije (Desgagné-Penix & Sponsel, 20083tvrti nivo regulacije vrse auksini, pri
¢emu je metabatka regulacija snaznija od regulacije auksinima;. INAA ne stimuliSe
ekspresijuAtGA20-ox1u korenovima arabidopsisa zbog njegove niske espagifine
ekspresije (Desgagné-Penix & Sponsel, 2008).

Iz prilozenog je digledno da je interakcija svetlosti, auksina i Gama po sebi
izuzetno kompleksna, a to vazi i za njihov uticajekspresiju embriogenog potencijala. U

ovom radu prisustvo auksina u medijumu za indukegeneracije je bilo esencijalno, jer
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je u njegovom odsustvu proliferacija tkiva i regeoga SE bila potpuno inhibirana (nije
pokazano u Rezultatima). Zbog toga je u ovoj stualiksin bio konstantno prisutan u
koncentraciji koja je ranije preparena (Knollet al, 1997). Méutim, sam auksin nije bio
dovoljan da indukuje somatsku embriogenezu, kakstrazivanjima u okviru ove teze,
tako i u istrazivanjima drugih autora (Konetial, 1996b; Ishizaket al, 2001).

Auksin indukuje ekspresiju gen&£C1 (Ledwon & Gaj, 2011)WUS (Zuo et al,
2002; Galloiset al, 2002; Stet al, 2009),FUS3 (Gazzarriniet al, 2004),AGL15(Zhu &
Perry, 2005) iSERK1 (Nolan et al, 2003), koji imaju zn&jnu ulogu u somatskoj
embriogenezi, jer njihova ekt@mia ekspresija indukuje somatsku embriogenezu i pod
neinduktivnim uslovima (Gagt al, 2005).

Nije poznato koji je doghaj prvi u indukciji somatske embriogeneze (Zhengl,
2009). Poznato je da 2&£C geni (LEC1, LEC2 FUS3, koji imaju redundantne uloge
tokom sazrevanja embriona, eksprimiraju na vrlomarstupnju embriogeneze redosledom
LEC], LEC2 FUS3(Yamamoteet al, 2014). Posto su transkripcioni faktori, ovi gdalje
aktiviraju niz drugih gena. LEC2 direktno indukwg&spresijuAGL15 (Braybrooket al,
2006), ¢ija ektoptna ekspresija promoviSe rageiSE i stimuliSe formiranje sekundarnog
embrionalnog tkiva na zigotskim embrionima (Heatkal, 1995; Thakarest al, 2008).
AGL15 dalje stimuliSe ekspresijulNDOLEACETIC ACID-INDUCED PROTEIN30
(IAA30 (Zhenget al, 2009), koji utte na osetljivost biljnittelija prema auksinu (Liscum
& Reed, 2002). Predlozeno je da ovaj korak predistaa’ku u kojoj p&inje sticanje
kompetencij&elije za somatsku embriogenezu (Sl. 29) (Braybretadkl., 2006).

Medutim, iako izuzetno vazni, auksini nisu uvek domblga indukciju somatske
embriogeneze; npr. pot@na ekspresijy UCCAgena nije dovoljna za indukciju somatske
embriogeneze (Braybrook & Harada, 2008). Zato satsmda drugi faktori oddelju
kompetenciju tkiva da odgovori na auksin, koji zatpokr&e somatsku embriogenezu
(Zheng et al, 2009). GA bi mogao imati ovu funkciju pokretamjeremodelovanja
hromatina (Ogaset al, 1999; Yamamotoet al, 2014), koje prethodi ekspresiji
transkripcionih faktora i indukciji somatske emiggmeze (SI. 29) (Ogast al, 1999;
Shibukawaet al, 2009; Uddenbergt al, 2011). Rezultati dobijeni u okviru ove teze
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podrZzavaju stav o zgaju GA, jer je prisustvo GAu medijumu imalo odkujuéi uticaj na

ekspresiju embriogenog potencijala eksplantata.

Indukcija

A

Promene u
da una
auksin

Nizak odnos
GA/ABA

ABI3 )

PKL B ],
——(AGL 15118 e

—= GAZ-ox6

Sticanje kompetancije

Slika 29 — Interakcija izméu LEC, ABI3 i AGL15/18 transkripcionih faktora iihpvi efekti na indukciju
somatske embriogeneze. LEQCEAFY COTYLEDON, ABI3: ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3,
AGL15/18: AGAMOUS LIKE 15/18, PKL: PICKLE, FUS: FUSCA, IAA30AUXINE RESPONSIVE
PROTEIN, ECP: EMBRIOGENIC CELL PROTEIN, ABA: apsiciska kiselina, GA: giberelini, GA3-ox:
GAS3-oksidaza, GA2-ox: GA2-oksidaza, SE: somatskbeomi. Adaptirano prema Rocha & Dornelas (2013).

S druge strane, LEC2, FUS3 i AGL15 direktno reprajoi ekspresijuAtGA3-0x2
(Curabeet al, 2004; Gazzarriret al, 2004; Zhengpt al, 2009) i indukuju ekspresijBA2-
ox (Wanget al, 2004; Zhenget al, 2009), smanjujti time nivo bioaktivnih GA (SlI. 29).
Nizi nivo bioaktivnin GA je u korelaciji sa stican kompetencije za somatsku
embriogenezu (Wanet al, 2004). M@utim, mutacijaAtGA2-ox6nije dovoljna da potpuno
suprimira somatsku embriogenezu (Wan@l, 2004; Zhenget al,, 2009), Sto ukazuje da i
drugi faktori Westvuju u indukciji somatske embriogeneze.

Poslednjih godina jedinjen zn&ajan korak ka razumevanju mehanizma indukcije
somatske embriogeneze na molekularnom nivou.duti®m, iako su mnogi detalji
rasvetljeni, neki aspekti kontrole indukcije somkate@mbriogeneze, posebno epigetheti

su joS uvek na petku istrazivanja (Zhenget al, 2009; Rocha & Dornelas, 2013;
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Yamamotoet al, 2014). JoS uvek nije jasno Sta biljgelije ¢ini kompetentnim da
formiraju SE (Zheng & Perry, 2014).

Potrebna su dodatna istrazivanja, u okviru modséesia prikazanog u ovoj studiji,
da bi se definisala uloga kfnih faktora na indukciju somatske embriogeneze.sWega,
to je dinaméka analiza ekspresije kfjnih gena za metabolizam GA i nivo endogenih GA.
Treba imati na umu da bi i kloniranje preostalim@spanéa iz familija GA20-ox GA3-0x
i GA2-ox bilo od izuzetnog zrmja, poSto je pokazana ne samo tkivha spmoft
ekspresije pojediniltlanova ove familije (Frigeriet al, 2006) i njihova diferencijalna
ekspresija tokom razéa (Wanget al, 2004; Desgagné-Penix & Sponsel, 2008; Rieal,
2008), vé i razlicit uticaj cirkadijalnog oscilatora (Hisamats al, 2005; Rieuet al,
2008) i kvaliteta svetlosti tj. odnos R:FR &eaja (Hisamatsiet al, 2005) na njihovu
ekspresiju. Mogée je da neki od gena sp&aakoji joS nisu klonirani imaju vaznu ulogu

kako u metabolizmu GA u korenu, tako i u induksgimatske embriogeneze.
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ZAKLJU CCI

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ove dokterdisertacije, mogu se izvesti sléde

zakljueci:

1.

Regenerativni potencijal apikalnih oda&a korenova spata sorte "Matador" je
nizak zato Sto su jedinke sa visokim regenerativpatencijalom u populaciji vrlo

retke.

Potencijal ods&aka korenova spatia sorte "Matador” za regeneraciju somatskih
embriona je geneatki determinisan i moze se areno povéati samoukrsStanjem

tokom 4-5 generacija i selekcijom visokoregenerakivinija.

Korenovi izolovani sa biljaka regenerisanih iz stskdn embriona imaju

embriogeni potencijal slan klijancu iz koga su embrioni indukovani.

Svetlost ima vaznu ulogu u indukciji somatske ewodeneze iz apikalnih
fragmenata korenova spa&aasorte "Matador”. Somatska embriogeneza je kdd svi
testiranih linija bila efikasnija u uslovima dugdgna u odnosu na kratak dan. Neke

linije su regenerisale samo u uslovima dugog dana.

Linije sa visokim regenerativnim potencijalom mogagenerisati sa niskom

efikasnogu i u odsustvu svetlosti.

Gustina fluksa fotona svetlosti u opsegu 50-100l)(més) je optimalna za
indukciju somatske embriogeneze iz apikalnih fraat@rkorenova spata sorte

"Matador".
Samo retke linije imaju sposobnost regeneracijdsustvu egzogenih giberelina.

Svetlost, auksini i giberelini deluju sinergiti u promociji somatske embriogeneze
iz ods€aka korenova spata U odsustvu bilo kog faktora ili njegovom prisust
na suboptimalnom ili supraoptimalnom nivou, efikasin indukcije somatske

embriogeneze drastio opada ili je potpuno inhibirana.
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9. Pored GA, u indukciji somatske embriogeneze se kao egzogix@relin moze
koristiti i GA;, ali sa manjom efikasnéd. Kombinacija regulatora rastenja 20uM
NAA + 5uM GA; je optimalna za indukciju somatske embriogenezapikalnih
odse€aka korenova spata.

10.U niskim dozama (0.5-1 mg/l) higromicin indukujejgou somatskih embriona i

sekundarnih somatskih embriona, verovatno déidgaio faktor stresa.

11.Ekspresija gen&oRIP2je oko 300 puta @& u globularnim somatskim embrionima
u odnosu na koren pod neinduktivnim uslovima i sgkien embrionima v&m od

na kotiledonarnom stupnju razei (>5mm).

12.Nivo ekspresije genSoRIP2je u statistiki znatajnoj pozitivnoj korelaciji (=0.81)
sa embriogenim potencijalom testiranih linija, teegstavlja dobar marker za

selekciju visokoregenerativnih linija.

13.EkspresijaSoRIP2omogutava dobru procenu embriogenog potencijala pre 8&go
su somatski embrioni vidljivi pondo stereomikroskopa, 8 nedelja ranije nego
konvencionalnom metodom.

14.Ekspresija genaSoRIP2 je pozitivno korelirala @=0.92) sa embriogenim
potencijalom testiranih linija koji je varirao u wosu na fotoperiod. Time je
potvrdena upoterbljivost ovog gena u testiranju uticajadsskih faktora na

indukciju somatske embriogeneze.

13. Izolovani apikalni odsei korenova sparda su sposobni za percepciju svetlosti i

biosintezu GA posle 4 nedelje induktivhog tretmana.

14. Analizom ekspresije kljmih gena za anabolizan8§GA20-ox1li SOGA3-ox] i
katabolizam $0GA2-0x1 GA, u eksplantatima korenova pod induktivnim wsima
je pokazano da je embriogeni potencijal u korglaga supresijom gena za
anabolizam GA i indukcijom ekspresije gena zalkalizam GA.
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15. Interakcija auksina, svetlosti i egzogenih @Augrokovala pokretanje katabolizma

GA, a embriogeni potencijal je u korelaciji saraviizioloSkim stanjem eksplantata.
16. Rezultati ovog rada su dobra osnova za ddt@ziganje molekularnog mehanizma

indukcije somatske embriogeneze sganaupotrebom kolekcije genotipova i

model-sistema koji je razvijen tokom ovih istradija
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Mpunor 1.

W3jaBa 0 ayTOpCTBY

[ToTnuncanu-a Jenera [. Munojesuh
6poj ynuca B£3302/2009
UzjaBmbyjem

aa je AOKTOPCKa ,n.mcepTaumja no4 HacrnoBom

Excripecuja reHa 3a pubo3om - MHakTueupajyhu npotenH (SoRIP2) kao mMapkep 3a
aHanuay em6puoreHor noteHuvjana cnasaha (Spinacia oleracea L. cv. Matador) in
vitro

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTpaXnBadkor paga,

o [a npeanoxeHa aucepraumja y UENWHU HU y AenosrMa Hije buna npeanoxeHa
3a pobujarbe Owno koje AMNNOME npema CTYAWjCKAM nporpamuma Apyrix

BICOKOLLKOSICKMX YCTaHOBA,
» [la Cy pesynTaTy KOPEKTHO HaBeaeHM
[a HWUCAM KPLWO/Ma ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WHTENeKTyarHy CBOjWHY
APYTUX nuua.

[MoTnuc goKTopaHaa

Y Beorpagy, _ 28. 04. 2015.

/7&%&'4({. Wi zjfeéuf
\/ C



Mpunor 2.

MN3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaAMIMaHe U EJIEKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa Jenena [1. Munojesuh
Bpoj ynuca 53302/2009
Cryauvjckn nporpam dusmonoruvja n MonekynapHa duonorvja dbusrbaka

Hacnos paga _Ekcnpecuja reHa 3a pubosom-nHakTusmpajyhu npoteunH (SoR/IP2) kao

Mapkep 3a aHanusy emBproreHor noteHuujana cnadaha (Spinacia

oleracea L. cv. Matador) jn vitro

MeHTOp ap CHexxaHa 3apaskosuh-Kopah

MoTnucanu JeneHa [1. Munojesuh

usjasrbyjemM fAa je wramnaHa Bepauja Mor LOKTOPCKOr paja WUCTOBETHa efeKTPOHCKO)
BEP3UjU Kojy cam npepao/na 3a objaBrouBare Ha noprtany HAdururanHor
peno3uTopujyma YHuBep3auTeTa y beorpaay.

[osBorbaBam fa ce ofjaBe MOjU NUYHW NMojauw BesaHu 3a fobujare axkagemckor
3Barba AOKTOpPA Hayka, Kao LUTO Cy MMe W npesnume, roguHa u MecTo pohera 1 aatym
onbpaHe paga.

OB nuyHWM nopaun mory ce objaButi Ha MpexHWM CcTpaHulama gurntandHe
BuUbnMoTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTanory u y nyénvikaumjama YHvusepanTeTa y beorpaay.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, 28. 04. 2015

Tewena. Arucoiebute
4 J



Mpwunor 3.

UsjaBa 0 kopuwhewy

Osnawhyjem Yhusepautetcky 6ubnuorteky ,CseTosap MapkoBuh® ga y AurutanHu
penoanTopujiym YHusepauteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY JucepTauujy nog
HacnoBoM:

Ekcnpecuja reHa 3a pubosom-uHaxktusupajyhv npoteunH (SoRIP2) kao mapkep 3a
aHanuay embpuoreHor noteHuniana cnadaha (Spinacia oleracea L. cv. Matador) in
vitro

Koja je mMoje ayTopcko feno.

[Ovceprauujy ca cBumM npunosuma npefao/na cam y enekTpoHCKOM opMarty norofHoM
3a TpajHO apXMBUpatLe.

Mojy mokTopcky AucepTauumjy noxparseHy y LuratanHn penosutopujym YHueepauteTa
y Beorpapy mory na kopucte CBU Koju NOLWTYjy oppeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tumy
nuueHue KpeatusHe sajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyvio/na.

@AyTopCTBo
2. AYyTOPCTBO - HEKOMEpPLMjarnHo
3. AyTOpCTBO — HekoMepLyjanHo — 6e3 npepaae
4. AYyTOPCTBO — HEKOMEPLMjANHO — 4enUTH NMog UCTUM YCroBMUMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepane
6. AYTOPCTBO — AEMNUTU NOL UCTUM YCIOBKMA

(Monumo [fa 3aokpyuTe camo jefHy Of WeCT NOHYREeHMX NULEHLW, KpaTtak ornuc
NUUEHUW faT je Ha nonefuHn nucTa).

MoTtnuc aokropaHga

Y Beorpaay, 28. 04. 2015.

Venesa Muncrebu?
(] d



1. AytopcTteo - [JosBorbaBare yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjY W jaBHO caoriwiTaBare
nena, n npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
UNW gaBaoua nuuleHue, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcrnobofHuja of CBUX
NNLEHYM.

2. AyTopcTBO — HekomMepuujanHo. [JozBorbasare ymMHoOXasame, AMCTpubyuunjy 1 jaBHo
caonwTaBare fena, U npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueduye. OBa nvueHLa He [03BOrbaBa KomepuumjanHy
ynoTpedy fena.

3. AyTOopcTBO - HekomepuwjanHo — ©e3 npepage. [osBorbaBate YMHOXaBake,
auctpnbyuujy v jaBHO caonwTaBarbe fena, 0e3 npomeHa, npeobnukosaka W
ynotpe6e fena y cBOM [eny, ako ce HaBeAe WmMe aytopa Ha HaduH ogpefeH of
cTpaHe ayTopa wunv gaBaoua nuvueHue. Oa fvueHUa He J03BOsbaBa KomepuujanHy
ynoTtpedby Aena. ¥ ofgHOCY Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NULIEHLOM Ce orpaHuyasa
Hajsehun obum npasa Kopulwhewa fena.

4. AYTOPCTBO - HeKoMepuumjarHo — AenWTW noh WCTWm ycnosuma. [lossorbasarte
yMHOX@Bame, AUCTpUBYLUMjy 1 jaBHO caonwTaBarwe Aena, v npepage, ako ce HasBede
UMe ayTopa Ha HauuH oapeReH oA CTpaHe ayTopa unu jasaoua nuueHue U ako ce
npepana aucTpubynpa nog WCTOM WnM CnvyHoM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa koMepuujanHy ynotpedy gena v npepaga.

5. AyTopcTBo — Ge3 npepaae. [lo3BorbaBaTe yMmHOXaBaree, AUCTPUBYUM)y W jaBHO
caonwTaBake fena, 6es npoMmeHa, npeobnukoBara unu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogdpefeH of cTpaHe ayTtopa unu pasaola
nuueHue. OBa nuueHua fo03Borbasa komepuujanHy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - JAenuTyv nog WUCTMM ycnosuma. [lo3Borbasarte ymHOMaBare,
AUCTPUOYLUM)Y 1 jaBHO caonwiTaBarke Aena, u npepage, ako ce HaBefe vume aytopa Ha
HaunH oapefeH of cTpaHe ayTopa wWnv gasBaoua nuueHUe W ako ce npepaga
ancTpubyupa nog WCTOM WM crnudHom nudeHuom. OBa nuvueHUa [4o3Bosbasa
komepuujanHy ynoTpeby gena u npepana. CnuyHa je codTBEpcKUM nuUeHuama,
0HOCHO NUUEHL|aMa OTBOPEHOT KoAa.



