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Alelopatski potencijal sekundarnih metabolita transformisanih korenova jabuke -

efekat floretina i florizina u kulturi in vitro

Sazetak

Ogranicenja u izucavanju potencijala i mehanizama alelopatskog delovanja glavnih
sekundarnih metabolita korena jabuke, floretina i florizina, usled kompleksnosti interakcija
u rizosferi, mogu biti prevazidena upotrebom kulture transformisanih korenova in vitro.
Odabranim nacinom inokulacije regenerisanih izdanaka jabuke sa Agrobacterium
rhizogenes 15834, efikasno su indukovani transformisani korenovi kod sorti Melrouz,
Zlatni Deliges, Cadel i Gloster. Smenom hranljivih podloga sa i bez auksina, po prvi put je
uspostavljena permanentna in vitro kultura izolovanih transformisanih korenova jabuke.
UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS analizom je utvrdeno da geneticka transformacija nije dovela
do promena u sadrzaju glavnih sekundarnih metabolita korena jabuke. U eksudatu
transformisanih korenova, sadrzanom u tecnoj podlozi u kojoj su korenovi gajeni,
kvantifikovani su iskljucivo florizin, floretin, hlorogena i kafeinska kiselina. Tretman ovim
eksudatom je prouzrokovao znaajnu inhibiciju rastenja i razvica izdanaka i korenova
klijanaca Arabidopsis thaliana. SliCan inhibitorni efekat ispoljili su cist florizin u
koncentraciji od 500 uM, kao 1 floretin u svim testiranim koncentracijama (125-500 uM),
izazivaju¢i krupne promene u morfologiji tretiranih klijanaca, posebno korena. Velike
sli¢nosti su zapaZene u obrascu promena ekspresije gena ukljucenih u polarni transport
auksina, kao 1 biosintezu auksina i giberelina u korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih
eksudatom transformisanih korenova jabuke, sa onim detektovanim kod klijanaca tretiranih
500 uM floretinom. To ukazuje na mogucénost da je floretin u eksudatu korena jabuke
metabolit koji je odgovoran za alelopatske efekte, a koji bi se mogli zasnivati na

promenama nivoa auksina i giberelina, kao 1 na interakciji ove dve grupe hormona.
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Allelopathic potential of apple hairy root secondary metabolites - the effect of

phloretin and phloridzin in in vitro culture

Abstract

The investigation of allelopathic potential and mode of action of the main apple root
secondary metabolites, phloridzin and phloretin is difficult to perform due to high
complexity of rhizosphere interactions. Therefore, the generation of in vitro hairy root
cultures could be an alternative system for allelopathic studies of apple. The efficient
induction of hairy roots in apple cvs. Melrose, Golden Delicious, Cadel and Gloster was
obtained using the appropriate mode of inoculation of regenerated shoots by Agrobacterium
rhizogenes 15834. Permanent in vitro culture of apple autonomous hairy roots was
established for the first time by cultivation on alternating growth media with and without
auxins. UHPLC(+/-)HESI-MS/MS analysis confirmed that genetic transformation did not
lead to changes in the content of the main secondary metabolites of apple roots.
Dihydrochalcones phloridzin and phloretin, chlorogenic and caffeic acids were detected as
only putative allelochemicals exuded into the growth medium in which hairy roots were
grown. Apple hairy root exudates significantly affected development and growth of
Arabidopsis thaliana seedlings. Pure phloridzin at 500 uM and phloretin in all tested
concentrations (125-500 uM) had similar effects as apple hairy root exudates inducing
significant alterations in morphology of seedlings, expecially roots. High similarities in the
expression patterns of genes involved in polar auxin transport and auxin and gibberellin
biosynthetic pathways in roots of arabidopsis seedlings treated with either apple hairy root
exudates or 500 uM phloretin were observed. This indicates that phloretin in hairy root
exudates could be at least partly responsible for the apple root allelopathic properties, that
were most likely based on auxin and gibberellin cross-talk and their altered homeostasis in

arabidopsis roots.
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1.1. Jabuka (Malus x domestica Borkh.)

Jabuka je listopadna drvenasta vrsta iz porodice Rosaceae sa karakteristicnim
krupnim i kvalitetnim plodom zahvaljuju¢i kome je postala najmasovnije gajena vocéna
kultura (O’Rourke, 2003). Jabuka je jedna od najstarijih drvenastih vrsta koja je
domestifikovana, a kvalitet njenih plodova je stotinama godina unapredivan putem
selekcije. Od davnina je uzgajana na prostorima Azije i Evrope, a u 17. veku biva preneta u
Severnu Ameriku od strane evropskih doseljenika, a nesto kasnije i na teritoriju Australije.
Stablo jabuke moze da naraste i do 5 m visine kod gajenih sorti, a ¢ak do 9 m u prirodi,
grade¢i relativno gustu, razgranatu i Siroku kroS$nju. Veli¢ina, oblik i gustina kro$nje
selekcionisanih sorti pre svega zavisi od podloge za kalemljenje 1 nacina orezivanja. Kora
debla je tamna i ispucala (SlikalA), dok su mladi izbojci crvenkasto-smedi, obrasli
dlac¢icama i prekriveni lenticelama, a kasnije postaju goli i sivosmedi (Rieger, 2006).
Listovi su sa peteljkama, naizmenicni i jednostavni, ovalnog oblika, dugi 4-13 cm, Siroki 3-
7 cm, kratko usiljeni, pravilno sitno nazubljenih rubova (Slika 1B). Sa lica su zeleni, malo
sjajni, blago prekriveni dladicama, dok su sa nali¢ija sivkasto-zeleni sa ve¢im brojem
dlacica. Cvetovi su pravilni, dvopolni, veli¢ine 3-4 cm (Slika 1C). Rastu pojedinacno ili po
2-3 u $titastim cvastima. Cagicu ¢ine pet zelenih &agi¢nih listi¢a, dok je krunica izgradena
od pet okruglastih belih latica koje su sa spoljasne strane rozikasto nijansirane. PraSnici su
mnogobrojni, sa Zutim prasnicama, dok je tucak graden od 5-6 medusobno sraslih plodnih
listova. Jabuka cveta pre listanja od aprila do maja u zavisnosti od sorte, a cvetanje moze
trajati 1 do 20 dana. Plod je okruglast, jezgrast, najceS¢e vec¢i od 5 cm, zelene, Zuckaste ili
crvenkaste boje (SlikalD). SadrZi desetak smedih semenki ovalnog oblika, suZzenog vrha,

dugih oko 7 mm (Slika 1E). Plod jabuke dozreva leti ili u ranu jesen (Rieger, 2006).

Iako se u prirodi razmnozava putem semena, propagacija gajenih sorti se vrsi
kalemljenjem u cilju oCuvanja Zeljenih karakteristika. Razlog tome je pre svega veoma
visoka heterozigotnost, usled Cega se potomstvo moze znatno razlikovati od roditelja.
Takode, iako je vec¢ina sorti diploidna, triploidne sorte imaju dodatnu reproduktivnu
barijeru usled nemoguénosti podjednake raspodele hromozoma tokom mejoze Sto rezultuje

pojavom aneuploidije. Ove prepreke se uspesno premoscavaju kalemljenjem na podloge



koje se selekcioniSu kako bi obezbedile Zeljenu veli¢inu i oblik kros$nje ili povecanu

otpornost na mrazeve, insekte ili bolesti.

Slika 1. Jabuka (Malus domestica Borgh.). Izgled biljke (A), grane sa plodovima (B), cveta (C), ploda (D) i

semena (E).

Klasifikacija unutar roda Malus je veoma diskutabilna i veoma cesto podvrgavana
promenama. Tako, Likhonos (1974) pominje osam, a Ponomarenko (1986) ¢ak 78 vrsta
ovog roda. Kasnije klasifikacije navode da rod Malus obuhvata od 25 do 47 vrsta u
zavisnosti od kategorija koje su dodeljene nekim taksonima ili prihvatanja potencijalnih
hibrida (Phipps i sar., 1990). Iako je domestifikovana jabuka jedna od najznacajnijih vrsta

voc¢a, veoma malo se zna o vremenu i mestu njene domestifikacije. Potencijalni preci



danaSnje jabuke su takode cesto bili predmet debata, mada je danas najSire prihvaceno
misljenje da je predeo Centralne Azije kolevka danasnjih kultivisanih sorti, a divlja
kazahtanska vrsta M. sieversii njihov najdalji predak (Robinson i sar., 2001; Forte i sar.,
2002; Harris 1 sar., 2002). Varijacije hloroplastne DNK, detektovane koris¢enjem
mikrosatelitskih markera i PCR-RFLP (eng. Polymerase Chain Reaction-Random
Fragment Length Polymorphism) analize, ukazale su na znacajan doprinos zapadno-

evropske vrste M. sylvestris u formiranju danasnjih gajenih sorti (Coart i sar., 2006).

Iako americki radovi objavljeni u periodu od 1804. do 1904. godine navode preko
7000 varijeteta jabuke (Ragan, 1926), danaSnja svetska proizvodnja se zasniva na

ograni¢enom broju sorti (Hokanson 1 sar,. 2001).

Zlatni DeliSes je jedna od najmasovnije uzgajanih sorti jabuke u svetu (Slika 2A)
(Moore i Ballington, 1991). Nastala je ukrStanjem sorti Grimes Golden i Golden Reinette u
Zapadnoj VirdZiniji (SAD) 1914. godine. Zlatni DeliSes se danas odlikuje umereno bujnim
stablom sa dobrom sposobno$¢u grananja. Rano prorodi i daje veliki broj zeleno- do zlatno-
zutih kvalitetnih, socnih plodova slatkog ukusa. Zbog svog izuzetnog ekonomskog znacaja
1 Sirokog areala rasprostranjenja, ova stara americka sorta je izabrana za projekat

sekvenciranja genoma jabuke (Velasco i sar., 2010).

Melrouz je nesto novija, takode americka sorta jabuke, proizvedena u Ohaju (SAD)
1944. godine ukrStanjem DZonatana 1 Crvenog DeliSesa (Slika 2B). Poznata je po svojim
dosta krupnim, okruglastim so¢nim plodovima, crveno-zelenkaste boje pokoZice i ¢vrstog,

bledo-Zutog mesa, slatko-nakiselog ukusa. Sazreva krajem septembra.

Cadel je domaca sorta nastala u Institutu za vodarstvo Cac¢ak (Srbija) ukritanjem
sorti Zlatni DeliSes 1 Jonagold, a priznata je 1984. godine (Slika 2C). Diploidna je sorta. Na
slabo bujnim podlogama postize dobre prinose i visok kvalitet ploda. Stablo je pravo,
cilindri¢no, srednje debljine i visine. Kruna je okruglastokupasta i dovoljno retka. Plod je
krupan, loptasto-kupastog oblika, sa tankom pokozicom Zuto-zelene boje sa ruzicastom

prebojenosc¢u koja je izrazenija na delovima izloZzenim suncu. Meso je, ¢vrsto, socno i



kiselo, sa vrlo izrazenom i karakteristicnom aromom. Sazreva krajem septembra i

pocetkom oktobra.

Slika 2. Sorte jabuke. Zlatni Delises (A), Melrouz (B), Cadel (C) i Gloster (D).

Gloster je stara nemacka sorta nastala 1969. godine ukr$tanjem Winterglockenapfel
1 Ricared Delises-a (Slika 2D). Poznata je po krupnim, rubin crveno-zelenkastim plodovima

koni¢nog oblika, jake pokozice i ¢vrstog, socnog mesa osvezavajuceg i aromaticnog ukusa.



1.2. Fenolna jedinjenja kao najzastupljeniji sekundarni metaboliti jabuke

Plod jabuke je poznat po svojim blagotvornim svojstvima po ljudsko zdravlje koja
se zasnivaju na obilju vitamina, dijetetskih vlakana i fitonutrijenata. Pored njih, ovaj plod
obiluje i razli¢itim fenolnim jedinjenjima, grupom sekundarnih metabolita ¢iji je sadrzaj
znacajno veéi nego kod vecine drugih vrsta voéa (Schieber i sar., 2001; Treutter, 2001;
Veberic i sar., 2005; Balasundram i sar., 2006; Soares i sar., 2008). Sanchez-Rabaneda 1
saradnici (2004) su u kaSi ploda jabuke koja ostaje nakon pravljenja soka, koris¢enjem

teCne hromatografije sa masenom spektrometrijom, identifikovali 60 razli¢itih fenolnih

jedinjenja ukljucujuci fenolne kiseline i flavonoide.

Sirenjem biljnog sveta iz vodenih ekosistema na kopno pre 400 miliona godina,
biljke su se suocile sa novim, surovijim uslovima za zivot i razvile adaptacije koje su im
omogucile prezivljavanje na novim staniStima. Neke od tih adaptacija su i sposobnost
sinteze velikog broja jedinjenja oznacenih kao sekundarni metaboliti, koji nisu neophodni
za primarne procese rasta i razvica, ali su od suStinskog znaaja za interakciju biljnog
organizma sa okruzenjem, reproduktivnu strategiju biljaka i mehanizme zastite od patogena
1 herbivora. Znacajnu grupu sekundarnih metabolita biljaka ¢ine fenolna jedinjenja. Ova
jedinjenja su izgradena od aromati¢nog prstena za koji su vezani jedan ili viSe hidroksilnih
supstituenata. Na osnovu poloZaja i broja supstituenata u molekulu, fenolna jedinjenja
strukturno variraju od prostih fenola do visoko-polimerizovanih jedinjenja (Bravo, 1998).
NajceSc¢e prisutna fenolna jedinjenja kod biljaka se javljaju kao konjugati sa mono- ili
polisaharidima, vezani za jednu ili viSe fenolnih grupa ili kao funkcionalni derivati kao $to
su estri 1 metil-estri (Shahidi 1 Naczk, 1995). Uprkos velikoj strukturnoj razli¢itosti, fenolna
jedinjenja se mogu svrstati u nekoliko osnovnih grupa na osnovu grade ugljovodoni¢nog

skeleta (Harborne 1 sar., 1999) (Tabela 1).



Tabelal. Klase fenolnih jedinjenja kod biljaka. Prilagodeno prema Balasundram i sar. (2006).

Klasa Struktura
Jednostavni fenoli, benzokvinoni Cs
Hidroksibenzoeva kiselina i derivati Ce-C4
Acetofenoni, fenilacetatne kiseline Ce-C,
Cimetna kiselina i derivati, fenilpropanoidi Cs-Cs
Naftohinoni Ce-Cy
Ksantoni Ce-Ci-Cs
Stilbeni, antrahinoni Ce-C,-Cs
Flavonoidi, izoflavonoidi C-C5-Cs
Lignani, neolignani (C6-C3)2
Biflavonoidi (C6-C5-Co)2
Lignini (C6-C3)y
Kondenzovani tanini (proantocijanidini ili flavolani) | (Cg-C3-Cg),

1.2.1. Fenolne Kiseline i flavonoidi

Fenolne kiseline su velika grupa fenolnih jedinjenja koju c¢ine derivati
hidroksibenzoeve i1 cimetne kiseline (Slika 3). U derivate hidroksibenzoeve kiseline se
ubrajaju galna, p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, vanilinska, gentistinska, elaginska 1
siringinska kiselina koje poseduju karakteristicnu Ce-C; strukturu. Cimetne kiseline su
aromaticna jedinjenja sa bo¢nim lancem od tri C atoma (C¢-Cs) kao npr. kafeinska,
ferulinska, p-kumarna, sinapinska kiselina 1 ceS¢e su zastupljene u biljkama od

hidroksibenzoeve kiseline (Bravo, 1998).

Manji deo fenolnih kiselina se nalazi u slobodnom obliku, dok je ve¢ina vezana
estarskom, etarskom 1ili acetathom vezom sa strukturnim komponentama biljaka
(celulozom, proteinima i ligninom) ili sa manjim organskim molekulima (glukoza, kvinska,
maleinska 1 vinska kiselina) 1 drugim prirodnim proizvodima (terpeni). Kafeinska i kininska
kiselina formiraju hlorogenu kiselinu. Fenolne kiseline su veoma €esti konstituenti plodova

ali 1 drugih biljnih organa: korena, stabla, liS¢a i1 semena (Hékkinen i sar., 1999;




Simonovska i sar., 2003; Memon i sar., 2010). Njihov sadrzaj ¢esto varira medu biljnim
tkivima 1 tokom razli¢itih faza razvica (Sikorska i sar., 2000). Prvenstveno su poznate po
svojoj antioksidativnoj sposobnosti jer sprecavaju oksidaciju razli¢itih jedinjenja, narocito
masnih kiselina 1 lipida (Rice-Evans 1 sar., 1996; Kéhkonen i sar., 1999; Zheng i Wang,
2001).

OH O

HO

Hidroksibenzoeva kiselina Cimetna kiselina

Osnovna struktura flavonoida

Slika 3. Prekursori u sintezi fenolnih kiselina, hidroksibenzoeva i cimetna kiselina i osnovni ugljovodoni¢ni
skelet flavonoida.

Flavonoidi su najveca grupa fenolnih jedinjenja u biljkama sa preko 10 000
strukturnih varijacija (Williams i Grayer, 2004; Ferrer i sar., 2008). To su molekuli male
molekulske mase koji se sastoje od 15 uljenikovih atoma uredenih u Cs-C;3-Cs
konfiguraciju koju ¢ine dva aromati¢na prstena (A i1 B) povezana mostom od tri ugljenikova
atoma koji sa atomom kiseonika formira heterocikli¢ni prsten C (Sika 3). Aromati¢ni prsten
A je derivat acetatnog/malonatnog puta sinteze, dok prsten B poti¢e od fenilalanina
nastalog u Sikimatnom biosintetiCkom putu (Merken i Beecher, 2000).Vezivanjem razli¢itih

supstituenata za troatomski ugljovodoni¢ni lanac nastaju glavne klase flavonoida npr.



flavoni, flavonoli, flavanoli, flavanoni, katehini, izoflavoni, halkoni, dihidrohalkoni, auroni,
antocijanidini itd. (Hollman i Katan, 1999). Supstitucijom aromati¢nih prstenova A i B
nastaju razli¢ita jedinjenja u okviru odredene klase flavonoida (Pietta, 2000). Pomenute
supstitucije mogu ukljucivati oksidaciju, alkilovanje, glikozilaciju, acilaciju i sulfataciju

(Hollman i Katan, 1999).

Zahvaljuju¢i svojim fizickim i1 biohemijskim osobinama, flavonoidi mogu da
stupaju u interakciju sa mnogobrojnim subcelularnim ciljnim molekulima ucestvuju¢i u
mnogim procesima kod mikroorganizama, biljaka i zivotinja (Taylor i Grotewold, 2005;
Buer i sar., 2010). Flavonoidi imaju veliki broj znacajnih uloga u biljnom organizmu kao
Sto je ucesce u regulaciji polarnog transporta auksina (Brown 1 sar., 2001; Wasson i sar.,
2006; Peer 1 Murphy, 2007), u¢eS¢e u antioksidativnoj zastiti ¢elije (Taylor 1 Grotewold,
2005; Agati i sar.,, 2012) i razvoju izdanaka i korenova (Buer i Pordevic, 2009),
obezbedivanje obojenosti razli¢itih tkiva ukljucujuéi i cvetove (Davies i1 sar., 2012).
Flavonoidi imaju i mnogobrojne ekoloske implikacije koje ukljucuju alelopatske interakcije
biljaka sa drugim biljkama i mikroorganizmima (John i Sarada, 2012), kao i simbiotskim

bakterijama (Pordevic 1 sar., 1987; Zhang 1 sar., 2009a).

1.2.2. Dihidrohalkoni - florizin i floretin

Dihidrohalkon florizin je dominantni sekundarni metabolit jabuke koji ¢ini vise od
90% solubilnih fenolnih jedinjenja u listovima jabuke (Gosch i sar,. 2009) (Slika 4A).

Nastaje vezivanjem molekula glukoze za njegov aglikon floretin (Slika 4B).

Osim u listovima 1 plodu, florizin se u znatnim koli¢inama javlja i u korenu, stablu
ili kori iz koje je prvi put i izolovan davne 1835. godine (De Koninck, 1835). Ubrzo nakon
toga, zapocela su i1 prva istrazivanja vezana za efekat florizina u organizmu sisara, a
znacCajniji rezultati vezuju se za nemackog fiziologa Joseph von Mering-a koji je izazvao
eksperimentalnu glikozuriju kod pasa ubrizgavanjem cistog florizina (von Mering, 1886).
Nakon jednog stoleca istrazivanja mehanizma delovanja florizina, Alvardo i Crane (1962)

ga definiSu kao inhibitora glukoznog transporta, a Vick i Deidrich (1973) utvrduju da je



afinitet renalnog glukoznog transportera prema florizinu i do 3000 puta veci nego prema
molekulu glukoze. Danas je poznato da florizin specificno inhibira SGLT1 Na-glukozni
kotransporter glodara i SGLT2 kotransporter u apikalnom domenu epitelnih ¢elija renalnih
tubula coveka (Panayotova-Heiermann 1 sar., 1995). Zbog sposobnosti da snizi nivo
glukoze u krvi nezavisno od insulina, florizin je nasao primenu u le¢enju dijabetesa tipa 2
(Gaisano 1 sar., 2002; McCrimmon i sar., 2002). Inhibicija usvajanja glukoze u crevima i
reasorpcije u bubreznim tubulama omogucava smanjenje telesne mase pacijenata i ¢ini ga
veoma privlacnim prirodnim terapeutikom i u lecenju gojaznosti (Van den Berghe i sar.,

2001).

A B
HO OH OH
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0 0 OhNe
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Florizin Floretin

Slika 4. Struktura dihidrohalkona florizina i floretina.

Za razliku od florizina, njegov aglikon floretin nema afinitet prema SGLT
transporterima, ali moze da blokira GLUT transportere glukoze 1 olakSava difuziju uree 1
glicerola, a blokira transport hlorida, bikarbonata 1 litijjuma u eritrocitima sisara (Lefevere,
1961; Macey i Farmer, 1970). Krajem 20. veka je eksperimentima u kulturi HeLa ¢elija
pokazano da floretin ispoljava estrogenu aktivnost (Miksicek, 1993; Garrett i sar., 1999),
kao 1 da utice na celularni metabolizam trijodotironina (T3) (Movius i sar., 1989) 1

prevodenje tiroksina (T4) u T3 u hepatocitima pacova (Auf’mkolk i sar., 1896).
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1.2.2.1. Biosinteticki put floretina i florizina

Smatra se da osnovni prekursori floretina 1 florizina poti¢u iz fenilpropanoidnog
puta, kao osnovnog puta sinteze Siroke lepeze fenolnih metabolita, nazvanog po primarnom
prekursoru fenilalaninu. Deaminacijom fenilalanina pomoc¢u enzima fenilalanin amonijum
liaze (PAL) nastaje cinamicna kiselina kao posledica formiranja dvostruke veze izmedu C2
1 C3 atoma boc¢nog lanca. Drugi enzim, cinamat-4-hidroksilaza (C4H), pripadnik citohrom
P450 familije mono-oksigenaza, katalizuje dodavanje hidroksilne grupe na fenolni prsten
cinamicne kiseline u para polozaju, rezultuju¢i formiranjem p-kumarne kiseline. Finalni
korak osnovnog fenilpropanoidnog puta jeste formiranje aktiviranog tioestra p-kumaroil
CoA, pomoc¢u enzima 4-kumaroil CoA ligaze (4CL) u prisustvu ATP-a i koenzima A
(Ferrer 1 sar., 2008). Aktivirani tioestar je klju¢ni supstrat za mnogobrojne bocne sinteticke

puteve ali i za ostatak fenilpropanoidnog puta koji rezultuje formiranjem flavonoida.

Svi flavonoidi nastaju modifikacijama halkonske strukture koju formira enzim
halkon sintaza (CHS) ponovljenim kondenzacijama tri malonil CoA na p-kumaroil-CoA
prekursor (Ferrer 1 sar., 2008) (Slika 5). Ovom reakcijom dolazi do formiranja naringenin
halkona koji podleze rapidnoj intra-molekulskoj ciklizaciji od strane halkon izomeraze
(CHI), daju¢i naringenin. Ova reakcija se moze odigrati spontano pri normalnim
fizioloskim uslovima, ali prisustvo CHI obezbeduje stereospecifi€nost i nastanak bioloski
aktivnog naringenina (Jez 1 Noel, 2002). Najve¢i broj bocnih grana sinteze metabolita

polazi upravo od prekursora p-kumaroil-CoA ili naringenina.

Biosinteti¢ki put koji vodi do produkcije floretina 1 florizina je samo delimi¢no
proucen. Rana istrazivanja u ovoj oblasti ukazuju da su p-kumarna kiselina 1 p-kumaroil-
CoA intermedijeri u sintezi ovih dihidrohalkona (Avadhani i Towers, 1961). Nekih 48
godina kasnije, dokazana je konverzija p-kumaroil-CoA u dihidro p-kumaroil-CoA, koji
gradi floretin uz pomo¢ halkon sintaze i malonil CoA (Gosch i sar., 2009) (Slika5). Klju¢no
mesto granjanja polipropanoidnog puta i puta sinteze floretina je najverovatnije nastanak
dihidro p-kumaroil-CoA pomocu joS§ uvek neidentifikovanog enzima koji redukuje C2-C3

dvogubu vezu p-kumaroil-CoA. Funkcionalni skrining Sest gena za enoil reduktaza-slicne
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proteine jabuke (eng. Enoil reductase-like, ENRL) pokazala je da ENRL-3 i ENRL-5 mogu

doprineti biosintezi florizina u jabuci (Dare i sar., 2013).

OH
Hoj‘/\/@(

o] p-kumarna kiselina

OH
4CL
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——- C0AS
CoAS N CDBR

(0] dihidro-p-kumaroil-CoA
) p-kumaroil-CoA

3 malonil-CoA CHs
3 malonil-CoA CHS
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OH
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HO

Slika 5. Polipropanoidni put sa pretpostavljenim putom sinteze dihidrohalkona floretina i florizina od p-
kumaroil-CoA (crna strelica). Enzimi su oznaceni pored strelica reakcija koje katalizuju: 4CL = 4-kumaroil
CoA-ligaza; CHS = halkon-sintaza; CHI = halkon-izomeraza; UGT = floretin uridin-difosfat-
glikoziltransferaza; CDBR = reduktaza dvogube veze; Glc = glukoza. Modifikovano prema Dare i saradnici
(2013).
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Mozda najbolje proucen korak u sintezi florizina jeste finalna glikozilacija floretina
u florizin. Prva izolovana i okarakterizovana glikoziltransferaza koja prevodi floretin u
florizin kodirana je genom MdPGT-1 koji se eksprimira u razli¢itim tkivima jabuke sa
najvisim nivoom u vrhovima korena (Jugdé 1 sar., 2008). Testovima in vitro je potvrdena
specificnost MdPGT-1 iskljucivo za floretin. Dve godine kasnije, izolovana su dve nove
glikoziltransferaze iz jabuke koje su imale sposobnost glikozilacije ve¢eg broja flavonoida i

fenolnih jedinjenja, ukljucujuci i floretin (Gosch i sar., 2010a).

1.2.2.2. Varijacije u sadrZaju florizina i floretina u tkivima jabuke

Primeéeno je da sadrzaj florizina u listovima i plodovima jabuke varira medu
sortama (Hunter i Hull, 1993; Lata i sar., 2009), vrstama tkiva (Goshc i sar., 2010b),
razvojnim stadijumima (Zhang i sar., 2007a), podru¢jima uzgajanja (McGhie i sar., 2005),
kao i da opada sa odmicanjem vegetacione sezone (Hunter i Hull, 1993). Interesantno, nivo
floretina je bio znatno podloZzniji variranju izmedu sorti nego nivo florizina (Hunter 1 Hull,
1993). Takode, kod sorte sa oporijim plodovima zabeleZen je ve¢i sadrzaj florizina nego

kod onih koje se odlikuju slatkim plodovima (Sanoner i sar., 1999; Kathrin 1 sar., 2005).

1.2.2.3. Pretpostavljene fizioloSke uloge florizina i floretina u jabuci

Uprkos izuzetno velikom sadrzaju florizina u jabuci, pogotovo u listovima i korenu,
fizioloska uloga florizina je jako malo poznata. IstraZivanja sprovedena tokom proSlog
stole¢a su ukazivala na inhibiciju formiranja cvetnih pupoljaka jabuke pod dejstvom
florizina (Grochowska, 1963; 1964), kao 1 supresiju izduZivanja koleoptila ovsa (Hancock 1

sar., 1962).

U uslovima kulture in vitro je primeceno da florizin dovodi do povecanja broja
aksilarnih pupoljaka kod jabuke (Jones, 1976), kao i do povecanja broja korenova kod
podloge za kalemljenje jabuke M9 (James 1 Thurbon, 1979). Egzogeno dodavanje florizina
dovelo je takodje do stimulacije procesa somatske organogeneze kod uljane palme

(Hanower i Hanower, 1984).

13



U literaturi postoje oskudni podaci i o ulozi florizina u dormanciji semena. Poznato
je da semena jabuke, kao i semena brojnih vrsta iz familije Rosaceae, ne mogu da klijaju
nakon sazrevanja, ve¢ zahtevaju specificne uslove koji moraju biti zadovoljeni da bi doslo
do prekida dormancije. Tri osnovna preduslova neophodna za otpocinjanje procesa klijanja
su: imbibicija, period hladne stratifikacije (0-4 °C) i dotok kiseonika do embriona koji bi
omogucio zapoc€injanje metabolickih procesa. Smatra se da visoka koncentracija florizina,
kao dominantnog fenolnog jedinjenja u semenu, pogotovo semenjaci, nakon imbibicije,
onemogucava dotok kiseonika do embriona 1 time sprecava pocetak klijanja (Bewley 1
Black, 1994). Pri niskim temperaturama, viSe kiseonika moze da se rastvori u
vodeno/fenolnoj barijeri, a manji deo biva vezan od strane polifenola, Sto dovodi do
njegovog olakSanog dopremanja do embriona i otpocinjanja klijanja (Come 1 Tissaoui,

1973).

Histohemijska lokalizacija florizina u ¢elijama palisadnog tkiva listova ukazuje na
njegovu potencijalnu ulogu u zastiti tkiva od Stetnog UV zraCenja (Gaucher 1 sar., 2013),
koja je potkrepljena i rezultatima ispitivanja njegovog antioksidativnog potencijala (Dugé

de Bernonville 1 sar., 2010 ).

Najveci broj autora govori o ulozi florizina u odbrani jabuke od insekata i patogena.
Smatra se da je florizin uklju¢en u odbranu jabuke od gljive Venturia inequalis, koja
1zaziva ekonomski najznacajniju bolest jabuke - adavu pegavost lista i krastavost plodova.
Infekcija venturijom dovodi do kolapsa ¢elije 1 oksidacije njenih metabolita, medu kojima 1
florizina, aktivno$¢u enzima polifenol oksidaze. Oksidovani produkti florizina inaktiviraju
pektinaze gljive 1 time onemogucavaju patogenu Sirenje koje se zasniva na razgradnji
srednje lamele Celijskog zida biljne Celije (Raa, 1968). Sli¢an mehanizam je predlozen i u
slucaju infekcije sa gljivom Phlyctaena vagabunda u kome oksidacija florizina igra
znaajnu ulogu u ograniavanju Sirenja infekcije (Lattanzio i sar., 2001). Uprkos
pretpostavljenoj ulozi florizina u odbrani od V. inequalis, Picinelli i saradnici (2002) nisu
pronasli znacajne razlike u nivoima florizina u listovima rezistentnih 1 osetljivih sorti
jabuke, ali su pretpostavili da odnos sadrzaja florizina i flavonola u mladim listovima moze

biti indikator rezistencije. Porast sadrzaja florizina u listovima Zlatnog DeliSesa nakon
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infekcije sa V. inequalis, kao 1 pad koncentracije floretina je zabelezen od strane slovenacke
grupe autora (Petkovsek i sar., 2009). Medutim, povezanost izmedu nivoa florizina in vivo i
rezistencije prema cCadavoj krastavosti jabuke je dosta nesigurna s obzirom na to da su
druge grupe autora utvrdile veoma mali porast florizina nakon infekcije venturijom (Leser i

Treutter, 2007).

Gaucher 1 saradnici (2013) su testovima in vitro ustanovili relativno nisku
antimikrobnu aktivnost samog florizina, koja je bila znacajno veca kada je u pitanju njegov
aglikon floretin. Takode, jasna povezanost nivoa florizina i otpornosti na plamenjacu
izazvanu bakterijom Erwinia amylovora nije utvrdena na polju (Bell, 2004). Postoji
mogucnost da produkti degradacije florizina, kao S§to su floretinska kiselina (dihidro-p-
kumarinska kiselina) i1 floroglucinol koji poseduju antibakterijsku aktivnost in vitro mogu
biti odgovorni za pojavu povecane otpornosti nekih sorti. Studije ukazuju da nastanak
pomenutih produkata moze biti posledica delovanja floretin-hidroksilaze koju proizvodi

saprofitska bakterija Erwinia herbicola koja je Cesto prisutna u lezijama tkiva (Bell, 2004).

Postoje kontradiktorni rezultati koji se odnose na status florizina kao repelenta ili
atraktanta razliCitih insekata Stetoc¢ina jabuke. Tako npr. florizin odbija vasi Myzus persicae
1 Amphorophora agathomica (Terra i sar., 1996), dok privlaci Rhopalosiphum insertum i
zelenu vas jabuke (Aphis pomi) (Klingauf, 1971). Primeceno je da larve vrste Spodoptera
littoralis 1zbegavaju ishranu ve¢ oSteenim listovima jabuke, §to se dovodi u vezu sa
povec¢anom koli¢inom florizina koja je detektovana u oSte¢enim listovima nekoliko dana
nakon nastanka oStecenja (Gutbrodt i sar., 2011). Procenat defolijacije i povrSina oStecenja
na listovima izazvana adultnim jedinkama japanske bube (Papillia japonica) je bila obrnuto
proporcionalna koncentraciji florizina u listovima 10 vrsta roda Malus, dok je dodatak
florizina 1 floretina veStackoj hrani znacajno smanjio intenzitet ishrane (Fulcher 1 sar.,
1998). U prilog podacima koji ukazuju na vaznost florizina kao repelenta govori i ¢injenica
da Stetocina jabuke iz reda Diptera, Rhagoletis pomonella, moze da toleriSe florizin prisutan
u eksudatima listova jabuke koji joj sluze kao izvor hrane tako S$to unosi bakterije koje
naseljavaju njen digestivni trakt 1 vr§e razgradnju 1 detoksifikaciju florizina (Lauzon 1 sar.,

2003).
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1.2.2.4. Prisustvo florizina kod drugih biljnih vrsta

Produkcija vecih koli¢ina florizina je karakteristi¢na za rod Malus, dok srodne vrste
kao npr. kruska (Pyrus communis L.) nisu sposobne da ga sintetiSu. Dugi niz godina
florizin je smatran specifi¢noséu ovog roda i koris€en je u prehrambenoj industriji kao
marker za utvrdivanje prisustva ploda jabuke kao dodatka voénim sokovima (Fernandez de
Simon 1 sar., 2002). Skorasnji napredak u analitickim metodama, narocito u oblasti masene
spektrometrije, omogucio je detektovanje minimalnih koli¢ina ovog jedinjenja i u drugim
biljnim familijama. Izvan familije Rosaceae, florizin je prvi put detektovan kod vrste
Flemengia strobilifera iz familije Fabaceae (Saxena i sar.,1976). Kasnije su iz iste familije
identifikovane jo§ dve vrste koje sadrze florizin: Lithocarpus litseifolius (Rui-Lin 1 sar.,
1982) 1 Lithocarpus polystachyus (Dong 1 sar., 2007), kao 1 vrste iz drugih familija kao Sto
je brusnica (Vaccinium oxycoccos) (Turner i sar., 2005). Primena visoko ostljivih analiza
kao npr. HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography) analize sa masenom
spektrometrijom 1 NMR (eng. Nuclear Magnetic Resonance) detekcijom, omogudila je
detekciju niskih koli¢ina florizina 1 kod drugih pripadnika familije Rosaceae izvan roda
Malus kao §to su jagoda (Fragaria ananassa duch.) ( Hilt 1 sar., 2003) 1 divlja ruza (Rosa
canina) (Hvattum, 2002). Medutim, prisustvo izuzetno visoke koli¢ine florizina kod vrsta

roda Malus joS§ uvek nije dobilo adekvatno nau¢no objasnjenje.

1.3. Alelopatija

Pojava alelopatije je poznata kroz vekove. Jo§ je grcki botanicar Teofrast 300.
godina pre nove ere nacinio zapise o delovanju leblebije (Cicer arietinum) na suzbijanje
rasta korovskih biljaka (Rizivi 1 sar., 1992). DanaSnji naziv "alelopatija" poti¢e od grckih
re€i "allelon" (uzajamno) 1 "pathos" (patiti ili nauditi) 1 uveden je od strane austrijskog
fitofiziologa Hansa MoliSa 1937. godine, a odnosi se na hemijsko, inhibitorno delovanje
jednog organizma na drugi. Internacionalno aleopatsko udruZenje je 1996. godine
definisalo alelopatiju kao bilo koji proces sa negativnim ili pozitivnim efektima, koji
ukljucuje sekundarne metabolite biljaka, mikroorganizama, virusa i gljiva koji uticu na rast

1 razvoj poljoprivrednih i1 bioloskih sistema (ukljucujuéi Zivotinje) (Torres i sar. 1996).

16



Uprkos definiciji, danas se pojam alelopatije najée$¢e razmatra u uzem smislu sa aspekta
delovanja jedne biljne vrste na drugu (Rice, 1984). Hemijska jedinjenja koja ispoljavaju
alelopatske efekte nazivaju se alelohemikalijama. Vec¢ina alelohemikalija su sekundarni
metaboliti koji nastaju kao nusprodukti primarnih metabolickih puteva, dok neki od njih
ostvaruju bitne funkcije u biljnom organizmu. Takvi su npr. intermedijeri u procesu
lignifikacije ili jedinjenja koja imaju ulogu u odbrani od herbivora ili patogena (Niemeyer,
1988; Corcuera, 1993). Alelohemikalije su prisutne u vecini biljnih tkiva (korenu, stablu,
kori, listovima, cvetovima, plodovima ili semenu), ali se njihove koncentracije mogu
znacajno razlikovati medu tkivima iste biljne vrste (Qasem i Foy, 2001). Ova jedinjenja
najcesce dospevaju u zemljiste eksudacijom korena, evaporacijom ili spiranjem sa listova
ili stabla ili degradacijom izumrlih biljnih delova dospelih u zemljiste aktivnoséu
mikroorganizama koji Zive u zemljiStu (Bertin 1 sar.,, 2003). Sinteza i izluivanje
alelohemikalija mogu biti pojacani u uslovima delovanja faktora stresa kao $to je visoka
temperatura, susa ili pove¢ano UV zrafenje (Rice, 1984; Pramanik i sar., 2000; Inderjit 1
Weston, 2003). Mikroorganizmi prisutni u zemljiStu imaju veliki kapacitet da konvertuju,
degraduju ili detoksifikuju sekundarne metabolite biljaka koriste¢i ih kao izvor neophodnog
ugljenika 1 energije. Tim procesima mogu nastati nove alelohemikalije od jedinjenja koja
nisu imala alelopatski potencijal ili moze do¢i do razgradnje i1 inaktivacije postojecih
alelohemikalija u netoksi¢ne produkte. Na taj nacin, mikroorganizmi aktivho menjaju

kvantitet ili kvalitet alelohemikalija prisutnih u zemljistu (Inderjit, 2005).

1.3.1. Alelohemikalije kao bioherbicidi

Sposobnost biljaka da produkuju i oslobadaju jedinjenja sa alelopatskim svojstvima,
kao 1 da toleriSu prisustvo alelohemikalija oslobodenih od strane drugih biljaka, odreduje
stopu preZivljavanja i reprodukcije biljne vrste. Korovske vrste zahvaljuju¢i velikom broju
adaptacija koje su razvile tokom evolucije, kao Sto su veliki broj semena, brzo rastenje
klijanaca 1 maturacija biljke, u agrarnim ekosistemima nadvladavaju gajene kulture
dovode¢i do smanjenja kvaliteta 1 kvantiteta prinosa i1 znacajnih ekonomskih gubitaka
(Kholi 1 sar., 2004). Uprkos merama koje se preduzimaju za njihovo suzbijanje, korovi

zajedno sa patogenima i Steto¢inama dovode do smanjenja godisnje proizvodnje i do 42,1%
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(Oerke 1 sar., 1995). Danas se koriste razliCite tehnike, mehanicke i hemijske, kako bi se
postigao balans izmedu troskova usled sprovodenja kontrolnih mera i gubitka useva. Kako
je primena mehanickih mera dosta zahtevna i1 skupa, najces¢e se poteze za primenom
razli¢itih hemijskih jedinjenja za kontrolu korova. Upotreba sistemskih herbicida znac¢ajno
doprinosi poveéanju prinosa, a istovremeno smanjuje ulozeni rad koji je najznacajniji faktor
koji doprinosi visokoj ceni proizvodnje useva u razvijenim zemljama. Medutim,
neselektivna primena herbicida dovela je do znacajnog povecanja ucestalosti pojave
rezistencije nekih korovskih vrsta na herbicide, do zagadenja zivotne sredine 1 opasnosti po
zdravlje Coveka i domacih Zivotinja (Macias 1 sar., 2006). Prekomerno koris¢enje
sintetickih herbicida uticalo je na smanjenje kvaliteta vode, zemljista i namirnica. Ekotipovi
korova rezistentnih na herbicide predstavljaju ozbiljnu pretnju poljoprivrednoj proizvodnji.
Do danas je zabeleZzeno 254 vrsta (148 dikotiledonih i 106 monokotiledonih) korova
rezistentnih na herbicide koji su razvili rezistenciju na 23 od 26 poznatih mesta delovanja
herbicida i 163 razli¢itth hemijskih jedinjenja koja se koriste kao herbicidi (www.

weedscience.com).

Alelopatske supstance prisutne u biljnim tkivima ili oslobodene u spoljasnju sredinu
predstavljaju potencijal za razvoj ekoloskih herbicida koji bi omogucili borbu sa vrstama
otpornim na klasi¢ne herbicide. Pored toga, njihova primena stvorila bi uslove za smanjenje
upotrebe hemijskih herbicida, $to bi moglo imati za posledicu smanjenje zagadenja Zivotne
sredine 1 za ljudsko zdravlje sigurniju proizvodnju biljnih i Zivotinjskih namirnica (Macias i
sar., 2003; Khanh 1 sar., 2007; Han 1 sar., 2013). Primena alelopatije u cilju suzbijanja
korova moze podrazumevati zasejavanje biljaka sa alelopatskim potencijalom u vidu smene
useva (eng. crop rotation) ili sadnje izmedu useva (eng. intrecroping), malciranje prostora
izmedu useva alelopatskim biljkama, kao 1 primenom izolovanih alelohemikalija kao
prirodnih herbicida (Igbal i sar., 2007; Uddin i sar., 2014; Jabran i sar., 2015; Wang 1 sar.,
2015). Kreiranje novih transgenih sorti komercijalnih useva koji bi se karakterisali
sposobnos¢u sinteze odredenih alelohemikalija, smanjila bi se potreba za primenom
hemijskih herbicida. Dodatno, proucavanja molekularnih osnova dejstva alelohemikalija

omogucavaju definisanje novih ciljnth mesta delovanja bioherbicida, hemijsku
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modifikaciju postojecih alelopatskih jedinjenja i kreiranje novih ¢ije se dejstvo zasniva na
istim ciljnim mestima. Tako npr. sorgolenon, izmedu ostalog, inhibira enzim
hidroksifenilpiruvat-dioksigenazu (HPPD), koja je mesto delovanja nove familije

triketonskih herbicida (Nimbal i sar., 1996).

1.3.2. Eksudati korena kao izvor jedinjenja sa alelopatskim delovanjem

Korenov sistem ima izuzetnu sposobnost da oslobada molekule male ili velike
molekulske mase u rizosferu kao odgovor na razli¢ite biotiCke ili abioticke stimuluse.
Korenske dlacice, ali i aktivno rastu¢i primarni i sekundarni korenovi, oslobadaju velike
koli¢ine eksudata. Na osnovu funkcije koju poseduju, eksudati korenova se Cesto dele na
sekrete 1 ekskrete, odnosno smese jedinjenja poznate ili nepoznate funkcije. Smatra se da su
ekskreti ukljueni u unutrasnje metabolicke funkcije kao Sto je respiracija, dok sekreti
olakSavaju spoljasnje procese kao npr. usvajanje hranjljivih materija (Uren, 2000). U sastav
eksudata korenova u najvecoj meri ulaze jedinjenja ugljenika koja nastaju kao produkti
procesa fotosinteze, ali i neorganske komponente kao $to su voda, kiseonik i razli¢iti joni
(Uren, 2000). Kod klijanaca, eksudati korena cine izmedu 30% 1 40% fotosintetiCke
produktivnosti biljke (Sauerbeck 1 sar., 1981). Kod mladih biljaka, oslobadanje ovih
jedinjenja je takode veoma znacajno i1 predstavlja i do 30% ukupne proizvodnje suve
materije (Sauerbeck i sar., 1981). Kod veéeg broja vrsta, medu kojima su pSenica 1 sirak
(Sorghum bicolor), koli¢ina eksudovanih materija opada sa staroScu biljke, a raste usled
suSe, niske dostupnosti azota u zemljiStu 1 drugih faktora koji deluju kao stresogeni faktori

za korenov sistem (Brady 1 Weil, 1999; Brimecombe i sar., 2001).

Korenov sistem eksuduje 1 veliki broj organskih jedinjenja male molekulske mase
kao Sto su Seceri 1 prosti polisaharidi (arabinoza, fruktoza, glukoza, maltoza, manoza,
oligosaharidi), aminokiseline, organske kiseline (siretna, askorbinska, benzoeva,
ferulinska itd.) i fenolna jedinjenja. Neke od ovih komponenti eksudata, pogotovo fenolna
jedinjenja, ostvaruju znacajan uticaj na rast i razvi¢e zemljiSnih mikroorganizama i biljaka
u okruzenju. Mnoga jedinjenja velike molekulske mase, koja predstavljaju produkte

primarnog ili sekundarnog metabolizma biljaka (flavonoidi, enzimi, masne kiseline, tanini,
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steroidi, terpenoidi, alkaloidi, poliacetileni i vitamini), mogu biti oslobodeni u znatnim
koli¢inama u zemljiste (Truelove, 1986; Fan i sar., 1997; Uren, 2000). Veliki broj ovih
jedinjenja takode moze ostvarivati alelopatski efekat na susedne biljne vrste ili druge
organizme. Ovaj efekat moze biti selektivan, tj. usmeren iskljucivo prema odredenoj vrsti
ili imati Sirok opseg delovanja na razli¢ite organizme (Rizvi 1 Rizvi, 1992). Mnoge vrste
kao S§to su crni orah (Juglans nigra), pSenica i sirak su dobro poznati primeri biljaka sa
potentnim alelopatskim delovanjem. Crni orah uzrokuje propadanje i1 nekrozu mnogih
zeljastih 1 drvenastih vrsta u svom okruzenju zahvaljujuéi prisustvu naftokvinona juglona
(5-hidroksi-1,4-naftokvinon) (Willis, 2000). Koren, lis¢e 1 plodovi crnog oraha poseduju
znacajne koli¢ine redukovane forme juglona koji oslobadanjem u spoljasnju sredinu biva
oksidovan i time preveden u toksi¢an oblik (Lee i Campbell, 1969; Segura-Aguilar i sar.,
1992). PSenica ima Sirok opseg delovanja na razliCite biljne vrste, insekte i1 patogene
zahvaljujuéi prisustvu razli¢itih alelopatskih supstanci kao $to su fenolne kiseline,
hidroksamicna kiselina i masne kiseline kratkog lanca u stablu, korenu i eksudatu korena
(Wu 1 sar., 2000, 2001). Eksudat korena sirka sadrzi od 85 do 90% Ccistog sorgoleona,
benzokvinona sa veoma potentnim alelopatskim dejstvom (Nimbal i sar., 1996). Sorgoleon
ve¢ u koncentraciji od 10 uM ispoljava snazno inhibitorno delovanje na Sirokolisne i

uskolisne korove u hidroponi¢noj kulturi (Einhellig 1 Souza, 1992).

1.3.3. Uloga fenolnih jedinjenja u alelopatiji

Fenolna jedinjenja predstavljaju znacajnu grupu biljnih alelohemikalija. Prosti
fenoli, hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati i aldehidi, derivati cimetne kiseline,
kumarini, tanini 1 flavonoidi su najceS¢e pominjana fenolna jedinjenja sa alelopatskim

delovanjem (Zeng i sar., 2008).

Hlorogena kiselina, 3,4-dihidrobenzoeva kiselina, galna kiselina, 3,4-
dihidroksibenzaldehid, p-hidroksibenzoeva kiselina i kafeinska kiselina kao glavna fenolna
jedinjenja izolovana iz vodenog ekstrakta cvetova, listova i1 grandica ornamentalne
drvenaste vrste Delonix regia imala su znacajan alelopatski efekat na salatu 1 kineski kupus

(Brassica chinensis) (Chou i Leu, 1992). Aleopatsko delovanje ve¢ine pomenutih fenolnih
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jedinjenja je nagovesteno i u ranijim radovima (Chou i Muller, 1972; Chou i Lin, 1976;
Chou i Lee, 1991; Tang, 1986). Fenolne kiseline kao $to su p-kumarna kiselina, galna,
ferulinska 1 p-hidroksibenzoeva u sastavu eksudata korena Ageratum conyzoides ostvarila

su znac¢ajan inhibitorni uticaj na rast pirinca (Oryza sativa) (Batish 1 sar., 2008a).

Iako fenolne kiseline najceSce stoje u osnovi inhibitornog delovanja mnogih biljnih
izolata, flavonoidi su znaCajni medijatori alelopatskih interakcija u zemljistu, kako izmedu
biljaka tako i izmedu biljaka 1 mikroorganizama. Kvercetin dihidrat, ramnetin, izoramnetin,
6-metoksi kemferol i kemferol-3-glukozid inhibiraju izduzivanje korena klijanaca salate,
dok naringenin, eridiktiol i kvercetin-3,3-dimetil etar izazivaju njegov ageotropski rast
(Levizou 1 sar., 2004). Naringenin inhibira rast jednogodis$njih biljaka medu kojima su:
Spinacia oleracea, Lactuca sativa, Raphanus sativus, Lycopersicum esculentum, Daucus
carota (Chen i sar., 2004) i Glycine max (Colpas i sar., 2003; Bido i sar., 2010). Kemferol
koji je izolovan iz zemljiSta na kojima su bile prisutne biljke Quercus mongolica Fisch.
ispoljavao je aleloptsko delovanje na zelenu salatu, Amaranthus viridis, pSenicu 1 Phleum

pratense (Li1isar., 1993a).

1.3.4. Mehanizmi delovanja alelohemikalija

Alelohemikalije mogu indirektno da deluju na mnoge fizioloske procese, a
fenotipski odgovor ciljnih organizama na specificno jedinjenje je ¢esce rezultat sekundarnih
efekata nego primarnih mehanizama delovanja (Dayan 1 sar., 2000). Uticaj na rastenje i
razvice biljaka je najcesce posledica promena na molekularnom ili ultrastrukturnom nivou
u celiji, kao 1 biohemijskih i fizioloskih procesa. Poznavanje primarnih ciljnih mesta
delovanja alelohemikalija je jedan od najbitnijih koraka u razvoju metoda u agroekologiji

koje se mogu primeniti u organskoj proizvodnji.

Klijanje semena - Mnoge alelohemikalije ispoljavaju inhibitorno dejstvo na
klijanje semena, koje je CeS¢e posledica narusavanja normalnog celijskog metabolizma
nego oStecenja organela u celiji. Mobilizacija rezervi semena, koja se intenzivno deSava u

toku pocetnih faza klijanja, je naj¢eS€e wusporena ili umanjena pod dejstvom
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alelohemikalija. Klijanje zitarica najceS¢e zavisi od procesa razgradnje skroba pod
dejstvom enzima a-amilaze kako bi se obezbedili supstrati za respiratorni metabolizam.
Eksudati listova eukaliptusa smanjuju akivnost a-amilaze semena africkog prosa (Eleusine
coracanta) inhibiraju¢i njegovo klijanje (Padhy 1 sar., 2000). Slican efekat ostvaruje 6-
metoksi-2-benzoksazolinon (MBOA), cesto prisutan u Zzitaricama, na seme kres salate

(Lepidium sativum) (Kato-Naguchi i Macias 2004).

U toku klijanja semena koja sadrze ulja kao rezervnu materiju, glioksilatni ciklus
igra klju¢nu ulogu u mobilizaciji triglicerida. U toku pocetnih faza klijanja, enzimi
glioksilatnog ciklusa, kao Sto je izocitrat-liaza (ICL), imaju poviSenu aktivnost kako bi
omogucili intenzivan metabolizam lipida u rezervnim tkivima klijajuéeg semena
(McLaughlin i Smith 1994). Inhibicija lipidne mobilizacije u prisustvu ferulinske i p-
kumarne kiseline je primecena tokom ranih faza klijanja semena uljane repice (Brassica
napus) (Baleroni i sar., 2000), kao i suncokreta (Heliantus annus) u prisustvu alakaloida iz
dature (Datura stramonium) (Levitt 1 sar., 1984). Izocitrat-liaza je najce$ce inhibiran enzim
usled dejstva alelohemikalija. Maffei i saradnici (1999) su ukazali da jedinjenja sa
alelopatskim efektom deluju ne samo inhibiraju¢i aktivnost samog enzima nego 1

snizavajuci njegovu gensku ekspresiju.

Fenolna jedinjenja ekstrahovana iz zemljiSta prekrivenog biljnim materijalom
poreklom od bukve (Fagus sylvatica) 1 bora (Pinus laricio spp. Calabria) znacajno su
inhibirala klijanje semena bora (Muscolo 1 sar., 2001). Testirana fenolna jedinjenja su
snizila aktivnost glukozo-6-fosfat-dehidrogenaze, glukozo-fosfat-izomeraze i aldolaze —
enzima ukljuenih u glikolizu 1 oksidativni put pentozo-fosfata koji obezbeduju

snabdevanje semena neophodnim koli¢inama energije za anabolizam.

Celijski ciklus — Mladi biljni organi u kojima se odigravaju intenzivne éelijske
deobe ¢esto mogu biti pogodeni delovanjem alelohemikalija. Njihov uticaj na retardaciju
proliferacije celija moZe biti posledica inhibicije sinteze DNK (Nishida 1 sar., 2005),
poremecaja u formiranju citoskeleta (Rudrappa 1 sar., 2007; Soltys i sar,. 2011) ili narusene

ekpresije gena ukljuenih u regulaciju celijskog ciklusa — ciklina i kinaza zavisnih od
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ciklina (Zhang i sar., 2010; Dmitrovi¢ i1 sar., 2015). Promene u celijskom ciklusu se
naj¢es¢e manifestuju usporenim rastom radikule ili korena klijanaca. Tako su npr. isparljivi
monoterpenoidi iz vrste Salvia leucophylla izazvali retardaciju rasta korenova biljke
Brassica campestris inhibicijom proliferacije meristemskih c¢elija apeksa korena 1
zaustavljanjem sinteze nukleusne i mitohondrijske DNK (Nishida i sar., 2005). Sli¢no, rast
korena belog luka je bio znacajno usporen delovanjem cianamida, izolovanim iz maljave
graorice (Vicia villosa), koji je doveo do poremecaja celijske deobe, modifikacija
organizacije citoskeleta 1 smanjenja mitotickog indeksa meristemskih ¢elija (Soltys 1 sar.,
2011). Sorgoleon, benzokvinon iz eksudata korena sirka, je delovao kao snazan inhibitor
¢elijskih deoba u meristemu apeksa radikule pasulja, smanjivsi broj celija u profazi,
metafazi 1 anafazi mitoze (Hallak i sar., 1999), dok je tretman klijanaca salate sa 2(3H)-
benzokzazolinonom (BOA) znacajno usporio ¢Celijski ciklus sprecavajuci prelazak ¢elija iz
G2 u M fazu (Sanchez-Moreiras i sar., 2008). Alelohemikalije polena kukuruza su
indukovale smanjenje mitoticke aktivnost meristemskih ¢elija radikule Citrullus lanatus,
kao 1 pojavu iregularnih i piknotickih nukleusa (Cruz-Ortega i sar., 1988). Sli¢no, eksudati
listova 1 stabljike Mirabilis jalapa su poremetili mitoticku deobu u klijaju¢im semenima
razli¢itih useva: 7. aestivum, Z. mays 1 pasulja (Pisum sativum) 1 razli€itih korovskih vrsta,
smanjujuci mitoti¢ki indeks za oko 31%, ali bez uticaja na duzinu Celijskog ciklusa, §to je
za posedicu imalo povecanje precnika korena 1 hipertrofiju korenske kape (Anaya i Pelayo-

Benavides, 1997).

Alelohemikalije mogu inhibirati ciklus Celijske deobe smanjenjem ekspresije gena
za cikline (eng. cyclins - CYC) i kinaze zavisnih od ciklina (eng. cyclin dependent kinase -
CDK) koji predstavljaju glavne regulatore ¢elijskog ciklusa kod biljaka (Berckmans i De
Veylder, 2009; Dong 1 sar., 2011). Kinaze zavisne od ciklina imaju centralnu ulogu u
upravljanju toka celijskog ciklusa, a njithova aktivnost je regulisana u asocijaciji sa
ciklinskim partnerom na razli¢itim kontrolnim tackama (Van Leene i sar., 2010). Smanjenje
ekspresije CYC i CDK gena moze usporiti prolazak ¢elije kroz odredene faze ¢elijske deobe
u kontrolnim tackama koje su regulisane odgovaraju¢im kompleksom CYC i CDK.

Izucavaju¢i pojavu autoalelopatije kod krastavca, Zhang 1 saradnici (2010) su primetili da
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je ekpresija CycA, CycB 1 CDKB gena, koji su ukljuceni u kontrolu prelaska ¢elije iz G2 u
M fazu, u vrhovima radikule klijjanaca krastavca znacajno snizena usled delovanja
alelohemikalija iz vodenog ekstrakta korenova krastavca 1 njihovog hidrofobnog eksudata,
dok je eksudat korenova krastavca delovao i na snizenje ekpresije CDKA 1 CycD3;1 gena.
Sli¢no, eksudat korenova Chenopodium murale je snizio ekpresiju CDKA;1 i Cetiri CDKB
gena, kao 1 CYCA3;1, CYCB2;4, CYCD4,2 1 CYCHI gena u vrhovima izdanaka i korenova
tretiranih klijanaca arabidopsisa, dok je nivo transkripta CYCD2;Igena bio povecan u
izdancima, ali snizen u korenovima (Dmitrovi¢ i sar., 2015). Ta-CDC2 i Ta-CYCD2 geni
pSenice u tretiranim klijancima su imali iste profile ekspresije kao i njihovi analozi
CDKAI;11CYCD2;1 kod arabidopsisa, na osnovu ¢ega je pretpostavljeno da je retardacija
rasta klijanaca obe vrste bila jednim delom posledica identicnog mehanizma delovanja

alelohemikalija prisutnih u eksudatu C. murale (Dmitrovi¢ i sar., 2015).

Ultrastruktura cCelije — Delovanje alelohemikalija se ¢esto ogleda i u promenama
strukture celije ¢ije su posledice poremeceno funkcionisanje 1 usporen rast biljnih tkiva i
organa. Tako npr. neka fenolna jedinjenja mogu dovesti do povecane permeabilnosti
¢elijske membrane, gubitka sadrzaja ili lipidne peroksidacije, Sto vodi usporenom rastu ili
izumiranju biljnog tkiva. Fenolna jedinjenja iz korenova Phaseolus vulgaris mogu povecati
permeabilnost ¢elijske membrane i dovesti do lipidne peroksidacije (Cruz i sar.,1998), dok
derivati cimetne 1 benzoeve kiseline mogu sniziti aktivnost fenil-B-glikozil-transferaze
(PGT) 1 dovesti do povecanja membranske propustljivosti ¢elija korena krastavca (Cucumis

sativus) (Politycka, 1997).

Redukcija rastenja usled delovanja alelohemikalija moze biti posledica i
naruSavanja strukture organela, kao u slu¢aju mitohondrija meristemskih ¢elija korena
belog luka tretiranog kumarinom, koje postaju kondenzovane i1 sa gustim matriksom
(Kupidtowska 1 sar., 1994). Takode, Burgos i saradnici (2004) su zapazili da jedinjenja
BOA i1 DIBOA mogu povecati vakuolizaciju citoplazme i smanjiti broj ribozoma i
mitohondrija. Alelohemikalije sadrzane u eksudatu korena C. murale izazivaju sniZenje
stope klijjanja 1 morfofizioloSke promene kod klijanca pSenice, koje su najverovatnije

posledica strukturnih abnormalnosti ¢elije kao $to je povecan broj mitohondrija, promena u
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izgledu vakuole i jedra, organizaciji i distribuciji hloroplasta i strukturi celijskog zida

(Mitié i sar., 2018).

fizioloskih efekata uzrokovanih dejstvom razli¢itih alelohemikalija. Sorgoleon, lipofilni
benzokvinon iz eksudata Sorgus bicolor, deluje inhibitorno na proces fotosinteze sli¢no
triazinskim herbicidima kao Sto je npr. atrazin (Einhellig i sar., 1993; Rimando i sar., 1998;
Czarnota 1 sar., 2001). On inhibira fotosinteticki elekton transport fotosistema II (PSII)
deluju¢i na Qg mesto D; proteina (Nimbal i sar., 1996). Meazza i saradnici (2002) su
utvrdili da juglon, sorgoleon i druge alelohemikalije koje pripadaju benzokvinonima,
naftokvinonima 1 triketonima, inhibiraju enzim za sintezu plastokvinona — p-hidroksifenil
piruvat dioksigenazu. Inhibicija ovog enzima naruSava biosintezu karotenoida, §to uzrokuje
prosvetljavanje listova. Snizen nivo hlorofila i karotenoida je detektovan kod klijanaca
salate tretiranih artemizininom i njegovim seskviterpenskim analozima (Dayan i sar.,
1999). Nizi sadrzaj hlorofila je zabelezen 1 kod male socivice (Lemna minor) koja je rasla u
prisustvu juglona. Medutim, on nije naruSio odnos hlorofila a i b (Hejl i sar., 1993).
Redukovan intenzitet fotosinteze u listovima slacice (Sinapis alba), koja je bila izlozena
dejstvu alelohemikalija iz suncokreta, bio je povezan sa smanjenjem stope transpiracije §to
je ukazalo na ograni¢enu difuziju CO, u hloroplaste usled zatvaranja stoma (Bernat i sar.,

2004).

Modifikacija procesa respiracije u mitohondrijama koja vodi snizenju zaltha ATP-a
moze takode stajati u osnovi poremecaja u rastenju i razvicu biljaka usled delovanja
alelohemikalija. Kumarini smanjuju mitohondrijalnu respiraciju u ¢elijama korena belog
luka (Allium cepa) (Kupidlowska i sar., 1994). Takahashi 1 saradnici (1998) su utvrdili da
kvercetin utiCe na respiratornu aktivnost izolovanih mitohondrija iz hipokotila soje
inhibicijom oksidacije supstrata usled direktnog uticaja na lanac transporta elektrona.
DIMBOA  (2,4-dihidroksi-7-metoksi-1,4-benzoksazin-3-on), izolovan iz klijanaca
kukuruza, je redukovao transport elektrona u mitohondrijama kukuruza i inhibirao

oksidativnu fosforilaciju (Massardo i sar., 1994).
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Usvajanje jona i rastenje - Efekat alelohemikalija na respiraciju i fotosintezu, koji
rezultuje smanjenom produkcijom ATP-a, moze da poremeti druge energetske procese u
¢eliji. Poznato je da su usvajanje jona i rastenje energetski najzahtevniji procesi u biljnoj
¢eliji (Van der Werf i sar., 1988). Inhibicija rastenja kljanaca pod dejstvom alelohemikalija
moze nastati i kao rezultat poremecaja u usvajanju jona. Tako je veliko smanjenje nivoa
ATP primeceno kod semena slaCice tretiranih alelohemikalijama iz lista suncoktreta
(Bogatek 1 sar., 2002). Kako je koren biljni organ koji prvi dolazi u kontakt sa
alelohemikalijama u rizosferi, efekat alelohemikalija na usvajanje jona je od posebne
vaznosti. Eksudati korena krastavca inhibirali su usvajanje NO;” K, Ca”", Mg2+, Fe** jona
od strane korena klijanaca krastavca (Yu i Matsui, 1997). Takode je zabelezen i inhibitorni
efekat p-hidroksicimetne, vanilinske i1 ferulinske kiseline na usvajanje H,PO4 jona od

strane korena krastavca (Lyu 1 sar., 1990).

Alelohemikalije mogu delovati i na membranske enzime kao S§to je protonska
pumpa (H'-ATP-aza) lokalizovana u plazminoj membrani. Ova pumpa je odgovorna za
stvaranje elektohemijskog gradijenta (Michelet i Boutry, 1995) koji omogucava usvajanje 1
efluks jona 1 metabolita kroz plazminu membranu (Palmgren, 2001). Njena inhibicija
dovodi do redukcije usvajanja vode 1 mineralnih materija od strane korena, §to za posledicu
ima snazan efekat na esencijalne funkcije u biljci kao $to su fotosinteza, respiracija i sinteza
proteina, S$to vodi usporavanju rasta biljke. Inkubacija klijanaca salate sa poligodialom —
alelopatskom supstancom iz vrste Polygonum hydropiper, dovodi do inhibicije H'-ATP-

azne aktivnosti (Fujita 1 Kubo, 2003).

Oksidativni stres - Jedan od Cestih efekata alelohemikalija jeste nekontrolisana
produkcija 1 akumulacija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), koja je pracena aktivacijom
¢elijskog antioksidativnog sistema koji obuhvata povecanu aktivnost antioksidativnih
enzima, kao i povecanu sintezu jedinjenja sa antioksidativnim delovanjem (glutation,
askorbat, tokoferol itd.). Tako npr. katehin iz eksudata vrste Centaurea maculosa inhibira
klijanje semena 1 rastenje klijanaca Festuca idahoensis, Koeleria micrantha 1 A. thaliana
povecanjem produkcije ROS (Bais i sar., 2003). Eksplozija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta 1

kinetika njihove indukcije pokazivala je slican obrazac kao i Celijska smrt indukovana
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katehinima. Primena askorbinske kiseline je blokirala porast ROS deluju¢i kao
antioksidant, dok je veliki broj gena koji u¢estvuju u odgovoru c¢elije na oksidativni stres
bio indukovan nakon izlaganja katehinu (Bais i sar., 2003). Izlaganje korenova krastavca
ferulinskoj 1 p-kumarnoj kiselini povecalo je nivo vodonik-peroksida i peroksidaznu
aktivnost (Politycka i sar., 2004). Vodeni ekstrakt korenova krastavca doveo je do
povecanja aktivnosti katalaza (CAT), superoksid-dismutaze (SOD) i peroksidaze (POD) u

korenovima krastavca (Yu i sar., 2003).

Ostaje pitanje da je 1li poveéanje produkcije ROS samo primarni efekat
alelohemikalija, koji vodi do aktivacije antioksidativnog sistema ili ROS mogu takode
delovati kao signalni molekuli u transdukcionoj signalnoj kaskadi. Sa druge strane,
detoksifikacija 1 aktivacija antioksidativnih mehanizama moZe vremenom omoguciti
biljakama otpornost na dejstvo alelohemikalija. Odabir izmedu ova dva puta reagovanja na
delovanje alelohemikalija moze biti od presudnog znacaja za opstanak biljne vrste

(Gniazdowska i1 Bogatek, 2005).

Biljni hormoni - Podaci o delovanju alelohemikalija na biljne hormone su relativno
oskudni 1 ¢esto suprostavljeni. Lee 1 Skoog (1965) su nagovestili da fenolna jedinjenja
remete nivo IAA uticuéi na njegovu degradaciju. Tako npr. derivati benzoeve kiseline
stimuliSu degradaciju auksina (Lee 1 Skoog, 1965), a hidroksi-benzoeva kiselina
degradaciju auksina 1 giberelina (He 1 sar., 2001). Alelohemikalija iz izdanaka kukuruza, 6-
metoksi-2-benzoksazolinon (MBOA) ispoljava takode anti-auksinski efekat (Hasegava 1
sar., 1992). Kafeinska 1 hlorogena kiselina su znacajno povecale aktivnost IAA-oksidaze u

korenu leblebije 10 dana nakon zasejavanja semena (Garg i Garg, 1989).

Sa druge strane, sugerisano je da endogena fenolna jedinjenja deluju protektivno
dovode¢i do akumulacije auksina, kao i da inhibiraju [AA-oksidazu (Mato 1 sar., 1994,
Cvikrova 1 sar., 1996). Tretiranje klijanaca pSenice ferulinskom kiselinom je dovelo do
porasta koncentracije [IAA, giberelina, citokinina i abscisinske kiseline (ABA), §to je
uslovilo inhibiciju rasta klijanaca (Liu 1 Hu, 2001). Primenjena u visokim koncentracijama,

3,4-di-hidroksibenzoeva kiselina inhibirala je rast kalusa i korena duvana i regeneraciju
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izdanaka, dok je u niskim koncentracijama stimulisala formiranje kalusa i proces

oziljavanja, deluju¢i sli¢no auksinima (Mucciarelli i sar., 2000).

1.3.5. Alelopatsko delovanje fenolnih jedinjenja jabuke

Potencijalnu autoalelopatsku ulogu florizina, floretina i drugih fenolnih jedinjenja iz
jabuke sugerisao je Borner davne 1959. godine, smatrajuci ih odgovornim za razvoj bolesti
jabuke poznate kao ,,Specific Apple Replant Disease (SARD). Ova bolest se manifestuje
usporenim i zakrzljalim rastom stabla i korena, kao i slabim plodonoSenjem sadnica jabuke
posadenim na mestima prethodnih vo¢njaka jabuke. Ispitivanje korenovog sistema vocaka
obolelih od SARD je ukazalo na pojavu propadanja epidermalnih ¢elija i kortikalnog tkiva
korena 1 znacajnu redukciju u razvoju lateralnih korenova (Savory, 1966; Hoestra, 1968).
Takode je primeéen veoma mali broj funkcionalnih korenskih dlac¢ica na obolelim
korenovima (Caruso i sar., 1989). lako je problem uspostavljanja zasada jabuke na mestima
starih voénjaka dokumentovan jo§ pre dva stoleca, etiologija razvoja SARD je i danas
ostala nepoznanica. Postoje mnogobrojne implikacije o uceS¢u razli¢itih zemljiSnih
organizama u razvoju SARD, kao $to su parazitske nematode iz roda Pratylenchus (Jaffee i
sar., 1982), aktinomicete (Wescott i sar., 1987) 1 veliki broj gljiva (Taylor i Wallace, 1970;
Braun, 1995). Primena fungicida u predtretmanu zemljista, kao 1 sterilizacija zemljista koja
je Cesto dovodila do uspeSnog suzbijanja razvoja simptoma bolesti, navela je na zaklju¢ak
kontradiktorni rezultati, kao i ¢injenica da primena fungicida Sirokog spektra delovanja,
iako menja sastav mikrobiotskih zajednica, ne utice na bolji rast i povecanje prinosa jabuke

(Yao i sar., 2006), bacaju dodatnu senku na problem SARD-a.

Iako je Borner (1959) godine ukazao na potencijalnu ulogu florizina, floretina i
fenolnih jedinjenja na razvoj simptoma SARD, dugi niz godina njihovo autoalelopatsko
delovanje nije razmatrano. Noviji literaturni podaci ukazuju da eksudati korena vrsta Malus
pumila 1 Malus prunifolia mogu ispoljiti inhibitorno dejstvo na klijanje semena i razvoj
klijanaca sopstvene vrste (Zhang 1 sar., 2007b; Bai 1 sar., 2009a). Ovi rezultati

nagovestavaju da bi fenolna jedinjenja koja dospevaju u zemljiSte eksudacijom korena
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jabuke ili razgradnjom izumrlih biljnih delova (opalog lis¢a, plodova, kore ili korena),
mogla biti kljucni faktori u razvoju simptoma SARD (Yin i sar., 2016). Bai i saradnici
(2009a) su ukazali da ftalna kiselina dovodi do formiranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje
vode povecanju aktivnosti antioksidativnih enzima, celularnih oSte¢enja i usporenog rasta
izdanaka i korenova mladih biljaka M. prunifolia, dok cimetna kiselina moze dovesti do
smanjenja stope respiracije i aktivnosti enzima fosfofruktokinaze, glukozo-6-fosfat-

dehidrogenaze i malat-dehidrogenaze u korenovima M. hupehensis (Gao i sar., 2010).

Nicola i saradnici (2017) su primetili da je tretman klijanaca jabuke sorte Fuji
mesavinom zemlje i usitnjenih korenova podloge za kalemljenje M26, nakon Cetiri meseca
doveo do statisticki znac¢ajnog smanjenja sadrzaja hlorofila, mase korenova i ukupne mase
biljaka. UHPLC analiza sa masenom spektrometrijom pokazala je znacajan porast sadrzaja
iskljucivo florizina i floretina u poredenju sa drugim detektovanim fenolnim jedinjenjima u
primenjenoj mesavini u odnosu na zemlju bez dodatka usitnjenih korenova jabuke. Tretman
klijanaca M. hupehensis sa niskim koncentarcijama florizina (1,0 pM) je poboljSao njihov
rast, dok su visoke koncentracije (od 1,0 mM i vise) delovale inhibitorno (Jianghong i sar.,
2007). Primecene su ultrastrukturne promene na hloroplastima 1 mitohondrijama celija
listova 1 korena, kao i povecanje sadrzaja indikatora lipidne peroksidacije membrane -
malondialdehida (MAD) i aktivnosti antioksidativnih enzima: superoksid dismutaze (SOD),
peroksidaze (POD) i katalaze (CAT) na koncentraciji od 1,0 mM florizina. Takode, pri
vi§im koncentracijama uoceno je snizenje transpiracije 1 fotosinteze (Jianghong i sar.,
2007). Slican efekat florizina uocen je kod klijanaca vrste M. micromalus u Cijim je
korenovima zabeleZen porast aktivnosti SOD, POD i CAT kao 1 nivo MAD 1 prolina, a koji
je zavisio od primenjene koncentracije i duzine izloZenosti tretmanu (Cui i sar., 2010).
Stopa respiracije 1 aktivnost enzima ukljucenih u ciklus trikarboksilnih kiselina su bili
inhibirani u korenovima M. hupehensis dejstvom 4,0 mM florizina (Wang 1 sar., 2012).
Takode, floretin, florizin i benzoeva kiselina primenjeni na klijance M. hupehensis Rehd. su
izazvali povecanje nivoa ekspresije proteina uklju¢enih u odbrambene mehanizme celija

korena (Yin 1 sar., 2018).
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1.4. Biotehnologija u sluzbi proucavanja alelopatije

Izolacija 1 karakterizacija metabolita koji bivaju eksudovani iz korenova u rizosferu
kao 1 procena njihovog alelopatskog potencijala moze biti veoma komplikovana. Zbog
neizbeznog uticaja mikroorganizama koji aktivho menjaju kvantitet i kvalitet jedinjenja
izlucenih od strane biljaka u zemljiste (Inderjit, 2005), prouc¢avanje alelopatskog potencijala
specificnog jedinjenja ili izolata alelohemikalija odredene biljne vrste moze biti izuzetno
komplikovano. Iz tog razloga, uspostavljanje sistema koji bi omogucio eksudaciju
alelohemikalija od strane korenova direktno u te¢nu sterilnu podlogu pod strogo
kontrolisanim uslovima, kao 1 akumulaciju i identifikaciju potencijalnih alelohemikalija,
moze znatno olakSati proces proucavanja alelopatije. U tom smislu, dobijanje
transformisanih korenova putem geneticke transformacije proucavanih biljnih vrsta pomocu
bakterije Agrobacterium rhizogenes 1 uspostavljanje in vitro kulture transformisanih
korenova koji se karakteriSu sposobnoséu konstantnog rasta, nezavisnog od nadzemnog
dela biljke i egzogeno primenjenih regulatora rastenja, predstavlja pogodan ekperimentalni

model koji bi znatno olakSao proucavanje alelopatskog potencijala mnogih biljnih vrsta.

1.4.1. Transformacija biljaka posredstvom Agrobacterium rhizogenes

A. rhizogenes je otkrivena tridesetih godina proslog veka i definisana kao zemlji$na,
sa A. tumefaciens srodna gram-negativna bakterija koja kod biljaka uzrokuje bolest poznatu
pod nazivom “hairy roots”, a koja se manifestuje razvojem neoplasticnog tkiva u vidu
dlakavih korenova na mestima infekcije. Pokazano je da ovi korenovi imaju jedinstvenu
sposobnost da rastu u kulturi in vitro bez egzogeno dodatih regulatora rastenja.
Transformisani korenovi najceS¢e ne pokazuju velike strukturne razlike u odnosu na
netransformisane korenove, ali ih karakteriSe brz rast, izraZeno bo¢no grananje, korenske
dlacice koje su duZe i brojnije, kao i plagiotropan rast (Tepfer, 1987). Ovaj fenotip je
prouzrokovan transferom gena sa dela Ri (eng. root-inducing) plazmida, tzv. T-DNK (eng.
transfer DNA), integracijom u genom biljne ¢elije 1 njihovom ekspresijom (Chilton 1 sar.,
1982). Zajednicke karakteristike Ri plazmida razliCitih sojeva A. rhizogenes su prisustvo

jednog ili visSe T-DNK regiona, vir (eng. virulence) regiona, mesta pocetka replikacije (eng.
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origin of replication - ORI), tra regiona koji omoguéava konjugativni transfer i gena koji

omogucavaju katabolizam opina (Lahners i sar., 1984).

A. rhizogenes (kao 1 A. tumefaciens) transformacijom primorava biljnu celiju da
sintetiSe opine, jedinjenja koja ovim bakterijama prvenstveno sluze kao izvor energije,
ugljenika, azota i u nekim slucajevima fosfora. Na osnovu tipa opina ¢iju sintezu indukuju
u transformisanim biljnim ¢elijama, sojevi A. rhizogenes se mogu svrstati u nekoliko grupa:
(1) agropinski sojevi (A4T, 15834, TR105), kod kojih Ri plazmid sadrzi dva odvojena T-
DNK regiona, T -DNK i Tg-DNK, (2) manopinski sojevi (TR7, 8196) koji sadrze Ri
plazmid sa T-DNK koja pokazuje visok stepen homologije sa T -DNK agropinskih
plazmida, (3) mikimopinski sojevi (A5, A6) i (4) kukumopinski sojevi (2588, 2657) (Veena
1 Taylor, 2007).

1.4.1.1. Geni Ri plazmida A. rhizogenes

Poznato je da se T-DNK Ri plazmida agropinskog tipa sastoji od T -DNK (19-20
kb) 1 Tr-DNK (8-20 kb), koje su razdvojene intergenskim regionom od 16-18 kb (White 1
sar., 1985). Analizom kompletnog Ti-DNK dela identifikovana su Cetiri genska lokusa
odgovorna za formiranje transformisanih korenova: rold, B, C, i D (Taylor i sar., 1985).
Biohemijske funkcije rol gena Ti-DNK nisu u potpunosti razjasnjene, a literaturni podaci
su kontradiktorni. Poznato je da je aktivnost ro/ gena sinergisticka, a produkti ovih gena

povecavaju sposobnost transformisanog tkiva da odgovori na auksine.

Gen rol4 (ORF10) kodira polipeptid RolA koji je lokalizovan na plazmalemi, ali
njegova funkcija nije poznata (Vilaine i sar., 1998). Transformisani korenovi duvana koji
su sadrzali iskljucivo rold4 gen su brze rasli in vitro od netransformisanih korenova, ali

sporije u odnosu na korenove transformisane intaktnom T -DNK (Vilaine i sar., 1987).

Gen rolB (ORF11) je jedini rol gen koji je bio sposoban da izazove neoplasti¢an
rast korenova kod svih testiranih biljaka (Cardarelli i sar., 1987; Spena i sar., 1987; Capone

1 sar.,, 1989). RolB gen znaCajno povecava osetljivost transformisanih celija prema
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auksinima (Maurel i sar.,1990). Estruch i saradnici (1991a, b) su pretpostavili da ro/B, kao 1
rolC, kodira enzim B-glukozidazu koji moze osloboditi IAA i citokinine iz neaktivnih
konjugata, ali takve pretpostavke nisu potvrdene (Nilsson i sar.,1996a, b). Klju¢no otkrice
za razumevanje uloge rolB je otkrice tirozin fosfotransferazne aktivnosti RolB proteina i
njegove lokalizacije na plazmalemi (Filippini i sar., 1996), Sto ukazuje da ima funkciju u

transdukciji signala.

Gen rolC (ORF12) ima rizogeni potencijal samo kod duvana, kao vrste koja je
najpodloznija genetickoj transformaciji, ali u manjoj meri nego ro/B (Spena i sar., 1987).
RolC protein je lokalizovan u citosolu, ali njegova funkcija jos§ uvek nije poznata (Estruch i

sar., 1991c, Oono i sar., 1991).

RolD (ORF15) je jedini rol gen cija je funkcija poznata, a kodira ornitin
ciklodeaminazu, enzim koji pretvara ornitin u prolin (Trovato i sar., 2001). Pretpostavlja se
da promena odnosa ornitina i prolina doprinosi odrzavanju rasta transformisanih korenova i

bujnom cvetanju regeneranata.

Ostali ORF-ovi na T -DNK (ORF2-ORF9 i ORF13-ORF18) nisu u stanju da
indukuju bilo koji vid morfogeneze (rizogenezu ili kaulogenezu) ili pojavu kalusa na
diskovima listova duvana, ¢ak ni kad su pod kontrolom jakog konstitutivnog promotora kao

Sto je 35SCaMV (Lemcke 1 Schmiilling, 1998).

Tr-DNAsadrzi onkogene znacajne za produkciju auksina (aux/ i aux2), agropina
(ags) 1 manopina (masl 1 mas2). Auxl 1 aux2 geni su homologi tmsl(iaaM) 1 tms2 (iaaH)
genima sa T-DNK Ti plazmida 4. tumefaciens koji kodiraju enzime koji katalizuju dva
uzastopna koraka na putu sinteze indol-3-sir¢etne kiseline (IAA) (Huffman i sar., 1984;
Jouanin, 1984). Aux/ kodira triptofan monooksigenazu, koja katalizuje reakciju nastanka
indol-3-acetamida od triptofana, dok aux2 kodira enzim indol-3-acetamid hidrolazu koja
vodi do sinteze IAA od indol-3-acetamida (Schroder 1 sar., 1984). Ags gen kodira agropin

sintazu koja katalizuje prevodenje manopina u agropin.
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Transfer 1 integracija T -DNK i Tr-DNK segmenata u genom biljke domacina su
dva medusobno nezavisna procesa i do sada nije utvrdeno pravilo koje ih strogo odreduje.
Smatra se da je T_-DNK esencijalna za neoplasticnu transformaciju. Tu tvrdnju
potkrepljuje 1 Cinjenica da manopinski i kukumopinski sojevi poseduju samo jednu T-DNK,
koja je homologa T;-DNK agropinskog plazmida (Combard i Baucher, 1988). Takode,
transformisani korenovi indukovani infekcijom agropinskih sojeva 4. rhizogenes vrlo ¢esto
sadrze samo Tr-DNK (Jouanin i sar., 1987). Ima podataka da prisustvo Tr-DNK znacajno
povecava spektar domacina (Ryder i sar., 1985; White i sar., 1985). To se moze pripisati
aktivnosti auksinskih gena sa Tr-DNK, jer obezbeduju auksin neophodan za zapocinjanje
diferencijacije transformisanih ¢elija svuda gde endogeni nivo auksina nije dovoljan
(Cardareli i sar., 1987). Moguce je da povecana sinteza auksina povecava aktivnost gena sa

T -DNK, posto je ekspresija kljunog gena (rolB) pozitivno regulisana auksinima.

Rol geni utiCu na rastenje i razvi¢e transformisanih korenova i indukuju sintezu
sekundarnih metabolita aktivacijom gena koji su ukljuceni u odbrambene mehanizme biljne

¢elije kroz jo$ uvek nedovoljno poznate mehanizme (Meyer i sar., 2000; Bulgakov, 2008).

1.4.1.2. In vitro kultura transformisanih korenova i njihova primena

Izolovani transformisani korenovi se mogu odrzati na medijumu bez regulatora
rastenja veliki broj subkultura, za razliku od kulture netransformisanih korenova koja
opstaje samo kratko vreme bez dodatka egzogenih auksina. Iako se linije transformisanih
korenova cesto razlikuju po svojoj morfologiji i1 intenzitetu rasta i grananja (Batra 1 sar.,
2004; Taneja 1 sar., 2010; Miti¢ i sar., 2012), veéina se karakteriSe veoma intenzivnim

prirastom biomase (Nikoli¢ i sar., 2003).

Upravo zbog pomenutih osobina, in vitro kultura transfomisanih korena poseduje

jako Siroku lepezu primena kao Sto je:

R/

% Proizvodnja industrijskih i1 farmaceutski vaznih fitojedinjenja kao Sto su alkaloidi,

terpenoidi i1 fenolna jedinjenja u bioreaktorima.

33



¢ Efikasna i ekonomski isplativa proizvodnja humanih antitela, citokina i drugih
terapeutskih proteina.

* Proucavanje biosintetickih puteva sekundarnih metabolita primenom molekularnih,
biohemijskih i genetickih metoda kao 1 primena metabolickog inZenjeringa.

¢ Proucavanje fiziologije korena (fiksacije azota, deficijencije ili toksi¢nosti razlicitih
jedinjena 1 elemenata, interakcija izmedu domacdina 1 patogena, alelopatskih
interakcija itd.)

¢ Dobijanje novih fenotipova ornamentalnih biljaka (patuljastog rasta, kovrdzavih
listova, izmenjenih cvetova) procesom regeneracije iz transformisanih korenova.

¢ Proucavanje fitoremedijacije toksi¢nih supstanci i reaktivnih boja (Ono i Tian,

2011).

1.4.1.3. Primena in vitro kulture transformisanih korenova u cilju proucavanja

alelopatije i proizvodnje alelohemikalija

Glavna prepreka u dobijanju fitohemikalija iz netransformisanog biljnog tkiva je
velika zavisnost njihove sinteze od sredinskih faktora, kao i ¢injenica da proces ekstrakcije
najces¢e podrazumeva unistenje same biljke. Kultura transformisanih korenova moze biti
dobra alternativa za produkciju sekundarnih metabolita s obzirom na geneticku uniformnost
i znadajni prinos biomase. Cest je slu¢aj da se kulture transformisanih korenova odlikuju
intenzivnijom produkcijom metabolita nego kulture kalusa ili netransformisanih ¢elija usled
integracije 1 ekspresije agrobakterijskih ro/ gena (Bulgakov, 2008; Shkryl 1 sar., 2008).
Ekspresija rolA gena u kalusu Rubia cordifolia je znaCajno uticala na povecanje (2,8 puta)
produkcije antrakvinona (Shkryl 1 sar., 2007). Transformacija ¢elija vrste Vitis amurensis
ro/lB genom, kao najsnaznijim aktivatorom sekundarnog metabolizma, uvecalo je
produkeciju resveratrola vise od 100 puta (Kiselev 1 sar., 2007). Pokazano je da je Ro/C gen
sposoban da stimuliSe proizvodnju tropanskih alkaloida (Bonhomme 1 sar., 2000),
piridinskih alkaloida (Palazén i sar., 1998a), indolnih alkaloida (Palazén i sar., 1998b),
ginsenozida (Bulgakov 1 sar., 1998) 1 antrakvinona (Bulgakov i sar., 2002). Zbog svih
prednosti koje pruzaju u odnosu na kulturu netransformisanih ¢elija, kalusa ili korenova,

kulture transformisanih korenova su se pokazale pogodnim za produkciju jedinjenja od
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znacaja u farmaceutskoj industriji (Uozumi, 2004; McCoy i O’Connor, 2008), medu kojima
i jedinjenja koja imaju alelopatsko delovanje. Tako je npr. koncentracija fenolnih
jedinjenja: kafeinske, hlorogene, ferulinske i galne kiseline, katehina, izokatehina,
kvercetina 1 rutina u transformisanim korenovima heljde (Fagopyrum tataricum Gaertn.)
(Kim i sar., 2009), biljke poznate po svojim lekovitim svojstvima, bila nekoliko puta veca
nego u netransformisanim korenovima ove vrste. To je ulinilo in vitro kulturu ovih
korenova znaCajnim alternativnim sistemom za proizvodnju fenolnih jedinjenja od kojih

neka imaju ve¢ poznato alelopatsko delovanje (Chou i Leu, 1992, Batis i sar., 2008b).

Hranljive podloge u kojima se uzgajaju transformisani korenovi u in vitro kulturi
Cesto sadrze jedinjenja koje korenovi eksuduju, a koja mogu ispoljavati alelopatski
potencijal. Asepticnost ovih podloga omogucéava sakupljanje eksudovanih jedinjenja u
neizmenjenom obliku, §to omoguéava ispitivanje njihovog izvornog alelopatskog delovanja
u in vitro esejima. Tako je kultura transformisanih korenova vrste C. murale, koja je
dobijena genetickom transformacijom pomocu A. rhizogenes A4MT0GUS, pokazala
primenljivost u proucavanju alelopatskog potencijala ove korovske biljke (Miti¢ 1 sar.,
2012), kao 1 u razotkrivanju mehanizama dejstva alelohemikalija sadrzanih u eksudatu
transformisanih korenova (Dmitrovi¢ i sar., 2015, Miti¢ i sar., 2015, 2018). Takode, in vitro
kulture transformisanih korenova vrsta Artemisia dubia 1 A. indica su omogucile
prikupljanje sekundarnih metabolita ovih vrsta za koje se pokazalo da ispoljavaju znacajno
alelopatsko delovanje na semena rotkvice (Mannan i sar., 2007). Dodatno, jednak nivo
alelopatskog poliacetilena koji je utvrden u kulturi transformisanih korenova zlatnice
(Solidago altissima) 1 u netransformisanim korenovima ove vrste, je bio dobra polazna

tacka za ispitivanje alelopatskog delovanja ovog jedinjenja (Inoguchi i sar., 2003).

Prikupljanje saznanja o biosintetickim putevima razli¢itih sekundarnih metabolita u
biljkama (Nesi, 2001; Floss i Walter, 2009; Kajikawa 1 sar., 2009; Terrier, 2009), kao 1
molekularnih tehnika za manipulaciju genskom ekspresijom, otvara mogucénosti za
metabolicki inZenjering 1 povecanje dinamike sinteze fitohemikalija od znacaja. Povecanje
ekpresije ciljnih gena u metabolickim putevima od interesa koriS¢enjem metoda geneticke

transformacije pomocu A. tumefaciens i A. rhizogenes vektora bi omogucilo kreiranje
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transformisanih biljaka ili korenova iz kojih bi mogle biti regenerisane transformisane
biljke, a koje bi produkovale poveéanu koli¢inu jedinjenja sa alelopatskim efektom. U tom
smislu, upotrebom geneticke transformacije bi se obezbedila prednost takvim
poljoprivrednim kulturama u odnosu na korovske biljke u vestackim zivotnim staniStima,

Sto bi omogucilo povecanje prinosa i smanjenu potrebu za primenom sintetickih herbicida.

1.4.1.4. Geneticka transformacija jabuke pomocu A. rhizogenes vektora

Geneticka transformacija vrsta roda Malus pomocu A. rhizogenes vektora je veoma
retko sprovodena i to prvenstveno sa ciljem poboljSanog oziljavanja izdanaka (Patena i sar.,
1987; Rugini i Mariotti, 1990) ili regeneracije biljaka iz transformisanih korenova koje bi
bile izmenjenih karakteristika u smislu bolje razvijenog korenovog sistema i patuljastog
rasta kao tipicnih fenotipskih karakteristika koje se razvijaju pod uticajem rol gena. Biljke
regenerisane iz transformisanih korenova vrste M. prunifolia dobijene transformacijom A.
rhizogenes sojeva MAFF-02-10265, MAFF-02-10266, MAFF-03-01724 i MAFF-03-
11725, karakterisale su se gubitkom apikalne dominacije, intenzivnijim granjanjem,
skra¢enim internodijama, patuljastim rastom 1 dobro razvijenim korenovim sistemom sa
velikim brojem lateralnih korenova (Yamashita 1 sar., 2004). Regenerisane biljke sli¢nih
karakteristika dobijene su iz transformisanih korenova vrste M. baccata, indukovanih
genetickom transformacijom pomocu soja 4. rhizogenes 8196 (Wu i sar., 2012), kao 1 sorte
za kalemljenje Jork 9 pomocu sojeva 8196, A4 1 15834 (Pawlicki-Jullian 1 sar., 2002).
Korenovi dobijeni transformacijom podloga za kalemljenje M. pumila M9 1 M26 pomocu
soja A. rhizogenes A4 su koriS¢eni za histolosku karakterizaciju i utvrdivanje hormonalnog
statusa korenova (Lambert i sar., 1998; Sutter i Luza, 1993). Geneticka transformacija
gajenih sorti jabuke A. rhiziogenes vektorom primenjena je iskljucivo u cilju poboljSanja

oziljavanja kod sorti Gala i McIntosh (Damiano 1 Monticelli, 1998).

Na osnovu dostupnih literaturnih podataka, do sada nisu zabelezeni uspesni
pokusaji izolacije transformisanih korenova kod vrsta roda Malus, niti njihove nezavisne

propagacije 1 uspostavljanje permanentne in vitro kulture.
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1.4.2. Regeneracija jabuke u kulturi in vitro - organogeneza de novo

Efikasan proces regeneracije biljnih tkiva 1 organa u kulturi in vitro je neophodan
preduslov za primenu razli¢itih biotehnoloskih postupaka, izmedu kojih i1 genetiCke
transformacije biljaka pomocéu Agrobacterium vektora. S obzirom na znacajan uticaj
genotipa na regeneraciju jabuke iz somatskih tkiva, kao i njegove interakcije sa drugim
faktorima kao S§to su karakteristike poCetnog eksplantata (veli¢ina, tip, starost, orjentacija) i
uslovi u kulturi in vitro (trajanje, kvalitet i1 intenzitet osvetljenja, vrsta 1 kombinacija
regulatora rastenja itd.), protokol za efikasnu regeneraciju mora biti posebno optimizovan u

skladu sa osobenostima svake sorte.

Nasuprot procesu somatske embriogeneze, koji je veoma malo koriS¢en u
protokolima za regeneraciju jabuke in vitro (Paul i sar., 1994; Daigny i sar., 1996), de novo
organogeneza predstavlja najviSe zastupljen put regeneracije izdanaka razli¢itih sorti
jabuke, kao i podloga za nihovo kalemljenje. De novo organogeneza je proces koji
obuhvata formiranje biljnih organa - izdanaka ili korenova iz razli¢itih delova biljke,
odnosno eksplantata koji ne sadrze primordije tih organa (Thorpe, 1980). Tako je
organogeneza izdanaka jabuke 1 podloga za kalemljenje uspesno postignuta koriS¢enjem
razli¢itih biljnih delova kao pocetnih eksplantata, i to protoplasta (Doughty i Power, 1988;
Patat-Ochatt i sar., 1988; Wallin i Johansson, 1990; Perales i Schieder, 1993; Patat-Ochatt i
sar., 1993; Pan 1 Deng, 2000), kotiledona (Liu 1 sar., 1983; Barbieri 1 Morini, 1987,
Keulemans 1 De Witte, 1994), korenova (Masuda 1 sar., 1988), internodija (Liu 1 sar., 1998;
Belaizi i sar., 1991), vrhova izdanaka (Lane, 1978; Caboni 1 sar., 2000; D’Angeli i sar.,
2001) 1 listova ili njihovih odsecaka kao najceSée koriS¢enog tipa eksplantata za
regeneraciju jabuke in vitro (Sriskandarajah 1 sar., 1990; Yepes 1 Aldwinckle, 1994;
Gercheva 1 sar., 2000; Montecelli 1 sar., 2000; Qin 1 sar., 2002; McAdam-O Connell 1 sar.,
2004; Ou 1 sar., 2008). Proces regeneracije izdanaka jabuke je postignut sa razli¢itom
efikasnoscu koja je varirala od nekoliko desetina do ¢ak 100% kod nekih sorti (Korban i
sar., 1992; Dobranszki 1 sar., 2002; Qin i sar., 2002). Razli¢ita biljna tkiva od kojih se
formiraju novi organi procesom organogeneze nemaju unapred formirane meristeme i

vecina njihovih celija se moze smatrati totipotentnim. Velike razlike u ucestalosti
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regeneracije putem organogeneze medu sortama jabuke ili tipovima eksplantata, upravo
zavise od udela totipotentnih celija koje su sposobne da odgovore na stimuluse kojima

bivaju izlozene u kulturi in vitro (Magyar-Tabori 1 sar., 2010).

Meristemi mogu nastati od totipotentnih ¢elija na dva nacina: direktnim 1
indirektnim putem. Kod direktne organogeneze na eksplantatima uzetih sa mati¢ne biljke
formiraju se zaceci pupoljaka ili korenova tako Sto se celije trajnih tkiva eksplantata
dediferenciraju 1 organizuju kao apikalni meristemi. Kod indirektne organogeneze na
eksplantatima najpre dolazi do dediferencijacije i proliferacije ¢elija ¢ime nastaje kalus, na
kome se obrazuju meristemski centri (meristemoidi) koji ¢e se organizovati u apikalne
meristeme (Yancheva i sar., 2003; Gahan 1 George, 2008). Pawlicki i Welander (1994) su
pojavu direktne organogeneze kod jabuke primetili kod odsecaka listova kao eksplantata
podloge za kalemljenje Jork9 na kojima su se javile intenzivne deobe ¢elija u mezofilu i
epidermisu listova ve¢ nakon tre¢eg, a adventivne primordije pupoljaka nakon 10 dana
gajenja na indukcionoj podlozi. Takode, formiranje izdanaka procesom direktne
organogeneze je primecen i kod regeneracije sa internodalnih segmenata kod sorte Zlatni
Delises (Belaizi 1 sar., 1991). Izdanci sorte Gala regenerisani su putem indirektne
organogeneze (Dufour, 1990), dok su oba regenerativna puta bila prisutna kod sorte
Greensleaves. Kod nje se intenzivna direktna regeneracija (bez kalusne faze) javila u toku
druge nedelje gajenja, a dosta sporije regeneracija posredovana formiranjem kalusnog tkiva

tokom 12 nedelja (James i sar., 1988).

Regeneracija izdanaka sorte Zlatni DeliSes procesom organogeneze de novo je
opisana od strane veceg broja autora (Liu i sar., 1983; Theiler-Hedtrich i Theiler-Hedtrich,
1990; Belaizi i sar., 1991; Korban i sar., 1992; Yepes 1 Aldwinckle, 1994; Graph 1 Wricke,
1998; Rugini 1 Muganu, 1998; Vir§¢ek-Marn 1 sar., 1999) upravo zbog velikog
ekonomskog znacaja ove stare americke sorte, odlicnih karakteristika ploda 1 Sirokog areala
rasprostranjenja. Medutim, i pored velikog broja protokola za in vitro regeneraciju ove
sorte, Zlatni DeliSes se 1 dalje moZe smatrati sortom umerenog regenerativnog potencijala
Sto namece potrebu za dodatnim naporima u cilju optimizacije postojecih protokola i

povecanja ucestalosti regeneracije izdanaka kod ovog izuzetno znacajnog genotipa.
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Dostupni literaturni podaci ukazuju da do sada nije bilo pokusaja da se razvije protokol za
in vitro regeneraciju sorte Melrouz, uprkos njenoj velikoj zastupljenosti na trziStu i dobrom
kvalitetu ploda. Takode, in vitro regeneracija izdanaka sorti Gloster (Keulemans i De Witte,

1994; Szankowski i sar., 2000) i Cadel (Gercheva i sar., 2007) je veoma malo proucavana.
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2. CILJ RADA



Naucni cilj ove doktorske disertacije je bio utvrdivanje alelopatskog potencijala eksudata

transformisanih korenova jabuke, sa posebnim osvrtom na alelopatsku ulogu sekundarnih

metabolita floretina i florizina u kulturi in vitro.

Realizacija ovog cilja je ostvarena kroz nekoliko eksperimentalnih zadataka:

X/
L X4

X/
L X4

Uspostavljanje efikasnog sistema za regeneraciju izdanaka iz odsecaka listova
jabuke procesom de novo organogeneze 1 definisanje uslova za odrzavanje
permanentne kulture izdanaka.

Ispitivanje uticaja B-laktamskih antibiotika: cefotaksima, meropenema i timentima
na proces regeneracije izdanaka jabuke.

Geneticka transformacija jabuke sa Agrobacterium rhizogenes 15834 radi
uspostavljanja permanentne kulture transformisanih korenova kao pogodnog model
sistema za proucavanje alelopatskog potencijala sekundarnih metabolita korenova
jabuke u kulturi in vitro.

Optimizacija uslova za gajenje 1 molekularna karakterizacija transformisanih
korenova.

Identifikacija 1 kvantifikacija potencijalnih alelohemikalija u transformisanim
korenovima 1 hranljivoj podlozi u kojoj su korenovi gajeni.

Ispitivanje alelopatskog potencijala eksudata transformisanih korenova jabuke, kao i
Cistih supstanci florizina 1 floretina, na rastenje 1 razvic¢e klijanaca Arabidopsis
thaliana.

Pracenje nivoa ekspresije odabranih gena koji kodiraju proteine ukljucene u proces
polarnog transporta auksina, biosintezu auksina i giberelina, kontrolu celijskog
ciklusa (ciklina 1 kinaza zavisnih od ciklina), kao 1 gena za transkripcioni faktor
WOX7 u izdancima 1 korenovima klijanaca A4. thaliana tretiranih eksudatom
transformisanih korenova ili floretinom.

Ispitivanje ultrastrukturnih promena u ¢elijama klijanaca A. thaliana pod dejstvom

floretina.
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3. MATERIJAL I METODE



3.1. Morfogeneza jabuke in vitro
3.1.1. Uspostavljanje asepti¢ne kulture izdanaka jabuke

Asepti¢na kultura izdanaka jabuke uspostavljena je iz apeksa pazusnih pupoljaka.
Lastari duzine oko 50 cm su sakupljeni tokom marta 2009. 1 2010. godine odsecanjem sa
jednogodisnjih grana 15 godina starih stabala jabuke (Malus x domestica Borkh.), sorti
Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i Gloster, koja su gajena u voénjacima Instituta za voéarstvo
Cacak, Srbija. Lastari sa dormantnim vegetativnim pupoljcima su drzani u vodi, na
temperaturi od 25+2 °C tokom dve nedelje, dok se bocni pupoljci nisu razvili i dostigli
duzinu od 0,8 do 1,5 cm. Pupoljci su izolovani sa lastara i ispirani 10 min u sterilnoj
destilovanoj vodi u koju je dodato nekoliko kapi deterdZenta (Fairy, Procter & Gamble Co).
Nakon toga, pupoljci su potopljeni u 5% rastvor varikine (4% NaOCI, Panonija, Pancevo,
Srbija) u trajanju od 20 min, a zatim isprani pet puta sterilnom dejonizovanom vodom.
Vrhovi pupoljaka sa parom primordijalnih listova veli¢ine 3 mm su ise€eni 1 preneseni u
staklene erlenmajere (100 mL) sa po 40 mL osnovne hranljive MS podloge (Murashige i
Skoog, 1962) sa 5,0 uM 6-benzil-aminopurina (BA, Sigma, St. Louis, MO, SAD) 1 0,5 uM
I-naftalen-sir¢etne kiselina (NAA, Sigma). Osnovna hranljiva MS podloga je sadrzala
saharozu (30 g L), mio-inozitol (100 mg L™; Sigma), agar (7 g L'; Institut Torlak,
Beograd, Srbija), makro- 1 mikro-soli i kompleks gvozda (Murashige i Skoog 1962, Tabela
2) 1 vitamine (Linsmaier 1 Skoog 1965, Tabela 3). Kiselost hranljive podloge podesena je na
pH 5,8 pomocu IN rastvora NaOH neposredno pre sterilizacije. Nakon cetiri nedelje,
izdanci su preneti u staklene teglice (60 X110 mm, 250 mL) na MS podlogu sa 2,23 uM BA
10,27 uM NAA, koja je u daljem tekstu oznacena kao podloga za umnozavanje izdanaka
(eng. Shoot Multiplication Medium, SMM). Povremeno, kulture su nalivane sa po 5 mL

te¢ne SMM podloge i prenosene na svezu ¢vrstu SMM podlogu svake Cetiri nedelje.
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Tabela 2. Sastav mineralne podloge po Murashige i Skoog-u, 1962.

Makro soli Koncentracija (mg L podloge)
NH,NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, x 2H,0 440
MgSO, x 7H,0 370
KH,PO4 170
Mikro soli Koncentracija (mg L” podloge)
MnSO, x 4H,0 22,30
ZnSO, x 7H,O 8,60
H;BO; 6,20
KJ 0,83
Na,MoO, x 2H,0 0,25
CuSO, x 5H,O 0,025
CoCl, x 6H,0O 0,025
Kompleks gvozda Koncentracija (mg L podloge)
FeSO, x 7H,O 27,80
Na,EDTA x 2H,0 37,20

Tabela 3. Sastav rastvora vitamina po Linsmaier i Skoog-u, 1965.

Vitamini Koncentracija (mg L™ podloge)
Vitamin B1 0,1
Vitamin B6 0,5
Nikotinska kiselina 0,5
Glicin 2,0

3.1.2. Sterilizacija hranljivih podloga i uslovi za gajenje kultura

Sve hranljive podloge i laboratorijski sudovi su sterilisani prema standardnim
procedurama kulture biljaka in vitro u autoklavu (Raypa® AE75, Barselona, Spanija) na

temperaturi od 114 °C 1 pritisku od 80 kPa u trajanju od 25 minuta (Vinterhalter i
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Vinterhalter, 1996). Instrumenti za rad su sterilisani visokom temperaturom na plameniku
plinske boce. Rad sa biljnim materijalom vrSen je u asepti¢nim uslovima u laminarnoj
komori (Termovent, Uzice, Srbija). Sve kulture su gajene u prostoriji za gajenje kultura in
vitro na temperaturi od 25+2 °C i u uslovima dugog dana (16 h svetlost / 8 h mrak). Kao
izvor svetlosti koriséene su fluorescentne lampe (Tesla, Pancevo, Srbija; 65W, 4500 K sa

gustinom svetlosnog fluksa od 47+2 pmol m?s™.
3.1.3. De novo organogeneza

Za ispitivanje regeneracije izdanaka jabuke putem organogeneze de novo koriséeni
su zdravi 1 potpuno razvijeni mladi listovi duzine 5 do 8 mm, koji su uzeti sa vrsne trecine
izdanka sorti Melrouz i1 Zlatni DeliSes gajenih Cetiri nedelje na SMM. Listovi su iseceni
poprec¢no u odnosu na centralni nerv na tri segmenta koji su oznaceni kao proksimalni (1),
srediSnji (2) 1 distalni (3). Segmenti su postavljeni svojom adaksijalnom (Ad) ili
abaksijalnom (Ab) povr§inom na M1, M2 ili M3 podlogu za regeneraciju (eng. Shoot
Regeneration Medium, SRM) u Petri kutijama (90 x10 mm, 25 mL medijuma). Pomenute

SRM podloge predstavljaju MS podlogu sa odredenim regulatorima rastenja:

% Podloga M1 je sadrzala 3,0 uM tidiazurona (TDZ, Duchefa Biochemie, Haarlem,
Holandija) 1 5,0 uM NAA (Maheswaran 1 sar., 2007).

% Podloga M2 je sadrzala 22,0 uM TDZ i 1,5 pM indol-3-buterne kiseline (IBA,
Sigma) (Seong 1 Song, 2008).

®,

* Podlogu M3 su sacinjavale dve podloge koje su sukcesivno primenjene: M3
podloga za indukciju kalusa sa 10,0 uM TDZ 1 2,65 uM NAA i1 M3 podloga za
indukciju izdanaka sa 1,0 uM NAA 14,4 uM BA (Smolka i sar., 2009).

3.1.3.1. Uticaj svetlosnog reZima kao predtretmana

Segmenti listova pomenutih sorti jabuke su postavljeni na M1, M2 i M3 podloge za
regeneraciju i gajeni kontinuirano Sest nedelja u uslovima dugog dana (16 h fotoperiod; 47

+ 2 pmol m™ s'1) ili prve tri nedelje u mraku, a zatim tri nedelje u uslovima dugog dana.
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Nakon Sest nedelja kultivacije zabelezen je broj eksplantata koji su formirali kaluse i broj
eksplantata sa regenerisanim izdancima. Svaki tretman (svetlost ili mrak) je postavljen u tri
ponavljanja (Petri kutije) sa po 15 eksplantata polozenih adaksijalnom i 15 eksplantata
polozenih abaksijalnom povrSinom na M1, M2 ili M3 podlogu. Eksperiment je ponovljen

dva puta (n=90).
3.1.3.2. Uticaj agensa za uc¢vrscivanje podloge

Segmenti listova pomenutih sorti jabuke su postavljeni na M1 i M2 podloge sa
dodatkom 0,7% agara ili 0,25% fitagela (Sigma Phytagel™ Cat. No. P8169) i gajeni tri
nedelje u mraku, a potom tri u uslovima dugog dana. Nakon Sest nedelja kultivacije
zabeleZen je broj eksplantata sa regenerisanim izdancima. Svaki tretman je postavljen u dva
ponavljanja (Petri kutije) sa po 15 eksplantata polozenih adaksijalnom i 15 eksplantata
polozenih abaksijalnom povrSinom na M1 ili M2 podlogu. Eksperiment je ponovljen dva

puta (n=60).
3.1.3.3. Uticaj genotipa (sorte), tipa i orijentacije eksplantata

Na osnovu rezultata dobijenih iz prethodnih eksperimenata definisani su neophodni
uslovi za izvodenje ekperimenta u kome je ispitan uticaj genotipa (sorte), tipa eksplantata
(poloZaj odsecka lista duz aksijalne ose) 1 orijentacije eksplantata (polozaj odsecCaka lista

adaksijalnom ili abaksijalnom povrSinom prema podlozi).

Segmenti listova pomenutih sorti jabuke su postavljeni na M1 1 M2 podloge sa
dodatkom 0,7% agara i gajeni tri nedelje u mraku, a potom pet nedelja u uslovima dugog
dana. Nakon Sest nedelja od postavke ekperimenta, utvrden je ukupan broj eksplantata sa de
novo formiranim izdancima, a nakon osam nedelja ukupan broj regenerisanih izdanaka na
svakom eksplantatu uz upotrebu svetlosnog mikroskopa (Carl Zeiss, Jena, Nemacka). Svaki
tretman je postavljen u dva ponavljanja (Petri kutije) sa po 15 eksplantata polozenih
adaksijalnom 1 15 eksplantata poloZenih abaksijalnom povrSinom na M1 ili M2 podlogu.

Eksperiment je ponovljen dva puta (n=60).
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3.1.3.4. Uticaj B-laktamskih antibiotika

U cilju utvrdivanja efekta antibiotika na de novo regeneraciju izdanaka jabuke
koris¢eni su B-laktamski antibiotici: cefotaksim (Cef; Tolycar; Jugomedija AD, Zrenjanin,
Srbija), meropenem (Mer; Merocid; PharmaSwiss, Belgrade, Srbija), timentin (Tim;
ticarcillin disodium i kalijum klavulinat, 15:1; Duchefa Biochemie). Antibiotici su
rastvoreni u dejonizovanoj vodi i sterilisani filter sterilizacijom (@ = 0,22 pum, Merck
Millipore), a zatim dodavani u rastu¢im koncentracijama: 100, 200, 300, 400, 500 i 600 mg
L' za cefotaksim i timentin; 25, 50, 75, 100, 125 i 150 mg L' za meropenem u SRM
podlogu nakon njenog autoklaviranja i hladenja do 40°C.

Zdravi 1 potpuno razvijeni mladi listovi duzine 5 do 8 mm su uzeti sa vr$ne tre¢ine
izdanaka sorte Zlatni DeliSes koji su gajeni dve nedelje na SMM podlozi, na nacin opisan u
Poglavlju 3.1.3. i postavljeni abaksijalnom povrSinom na M2 podlogu sa dodatkom
antibiotika. Kontrolni eksplantati su postavljeni na M2 podlogu bez antibiotika. Eksplantati
su gajeni tri nedelje u mraku, a zatim dodatnih pet nedelja u uslovima dugog dana, nakon
Cega je utvrden broj nekroticnih eksplantata, broj eksplantata sa regenerisanim izdancima,
kao 1 broj regenerisanih izdanaka na svakom eksplantatu uz upotrebu svetlosnog
mikroskopa. Tretman sa cefotaksimom, meropenemom i timentinom je postavljen u pet

ponavljanja (Petri kutija) sa po 12 eksplantata (n=60).
3.1.4. UmnoZavanje izdanaka

Izdanci duZine 5 do 8 mm, regenerisani na odseccima listova jabuke gajenih na M1
ili M2 podlozi su izdvojeni sa eksplantata 1 preneti u staklene erlenmajere sa po 50 mL
¢vrste SMM podloge. Nakon Sest nedelja, kada su izdanci dostigli visinu od 2 do 3 cm,
utvrden je broj novoformiranih izdanaka. Svaki tretman je postavljen u pet ponavljanja

(erlenmajera) sa po pet eksplantata (n=25).
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3.1.5. Oziljavanje izdanaka i aklimatizacija biljaka u uslovima staklene baSte

Nakon umnozavanja, zdravi i jaki izdanci visine 2 do 3 cm su pojedinacno
izdvojeni iz zbunica i preneti u staklene erlenmajere (100 mL) sa 50 mL MS podloge sa
IBA ili NAA u koncentracijama od 2,5; 5 ili 10 uM u cilju formiranja adventivnih
korenova. Kontrolni izdanci su preneti na MS podlogu bez regulatora rastenja. Svaki
tretman je postavljen u dva ponavljanja (erlenmajera) sa po 10 izdanaka (n=20). Izdanci su
gajeni pet dana u uslovima mraka, a zatim su bili preneti u uslove dugog dana. Nakon dva
dana, izdanci su preneti na MS podlogu bez regulatora rastenja gde su gajeni narednih Cetiri
do Sest nedelja na svetlu, sve dok korenovi nisu dostigli duzinu od 3 do 7 cm. Oziljeni
izdanci su izvadeni iz podloge, a korenovi isprani pod mlazom tekuée vode kako bi se
odstranili ostaci agara. Prebrojani su oZiljeni izdanci i zabelezen je broj korenova na

svakom izdanku, a zatim i izmerena duzina najduzeg korena svakog izdanka.

Bilj¢ice su zasadene u plasti¢ne saksije (50 x 14 x 16 cm) sa meSavinom zemlje 1
peska u razmeri 3:1 (v/v). Ovako zasadene biljke su gajene u staklenoj basti pokrivene
staklenim panelom radi o¢uvanja vlaznosti. Nakon dve nedelje, biljke su otkrivene i dalje
gajene u uslovima staklene baste u prisustvu 12 h dnevne svetlosti, na temperaturi od 27 °C
tokom dana i1 20 °C tokom no¢i, pri relativnoj vlaznosti vazduha od 70%. Biljke su po
potrebi zalivane. Nakon dva meseca gajenja u staklenoj baSti utvrden je broj

aklimatizovanih biljaka.

3.1.6. Statisticka obrada podataka koji se odnose na morfogenezu in vitro

Uticaj ispitivanih faktora (svetlosni rezim kao predtretman, agens za uévrs¢ivanje
podloge, sorta, tip i orjentacija eksplantata, podloga za regeneraciju izdanaka, -laktamski
antibiotici) na regeneraciju izdanaka iz odseCaka listova jabuke je opisan nekom od
slede¢ih veli¢ina: ucestalo$¢u regeneracije, prosecnim brojem izdanaka po eksplantatu ili
indeksom koji opisuje kapacitet za formiranje izdanaka (eng. the index of Shoot-Forming
Capacity, SFC). Ucestalost regeneracije je izraCunata prema formuli: broj eksplantata koji

daju najmanje jedan regenerisani izdanak / ukupan broj eksplantata < 100. Prose¢an broj
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izdanaka po eksplantatu je izraCunat kao ukupan broj regenerisanih izdanaka podeljen sa
brojem eksplantata sa izdancima. SFC je izvedena veli¢ina koja objedinjuje ucestalost
regeneracije i prosecan broj izdanaka po eksplantatu i izracunt je prema formuli: SFC =

(prosecan broj izdanaka po eksplantatu) x (ucestalost regeneracije) / 100.

Ucestalost oziljavanja izdanaka je izraCunata prema formuli: broj oziljenih izdanaka
/ ukupan broj izdanaka x 100. Prosecan broj korenova po izdanku je izracunat kao ukupan

broj korenova podeljen sa brojem oziljenih izdanaka.

Svi podaci izraZeni u procentima su pre statisticke obrade podvrgnuti angularnoj
transformaciji (arcsinVX), dok su podaci za broj izdanaka i korenova transformisani
kvadratnim korenovanjem. Nakon analiza dobijeni rezultati su transformisani
odgovaraju¢im inverznim funkcijama i kao takvi prikazani. SFC indeks je racunat po Petri
kutiji, a zatim su podaci podvrgnuti transformaciji kvadratnim korenovanjem. Za obradu
podataka dobijenih iz eksperimenta u kojem je utvrdivan uticaj agensa za ucvrS¢ivanje
podloge koriS¢ena je multifaktorijalna analiza varijanse (ANOVA) za svaku pojedina¢nu
sortu u kojoj su analizirani faktori bili: vrsta agensa za u¢vrs¢ivanje podloge, podloga (M1 1
M2) i orjentacija eksplantata (Ab 1 Ad), dok su u slu€aju eksperimenta vezanih za de novo
organogenezu to bili: podloga (M1 i M2), orjentacija eksplantata (Ab i Ad) i tip eksplantata
(1, 2 1 3). Za obradu podataka dobijenih iz eksperimenta u kojem je utvrdivan uticaj -
laktamskih antibiotika na regeneraciju izdanaka jabuke koriS¢ena je jednofaktorijalna
ANOVA u kojoj je analizirani faktor bila koncentracija antibiotika. Prilikom obrade
podataka dobijenih iz eksperimenta oZiljavanja koriS¢ena je multifaktorijalna ANOVA u
kojoj su analizirani faktori bili: sorta i podloga. Za utvrdivanje statisti¢ki znac¢ajnih razlika
izmedu srednjih vrednosti koris¢en je Fisherov LSD post-hoc test sa nivoom znacajnosti od
p < 0,05. ProduZeni efekat podloga M1 1 M2 za regeneraciju izdanaka na umnoZavanje
izdanaka je procenjivan na osnovu prosecnog broja novoformiranih izdanaka koji su za
svaku sortu poredeni #-testom za zavisne uzorke, na nivou znacajnosti p < 0,05. Numericki
podaci su obradeni primenom racunarskog programa SAS Version 9.0 (SAS Institute,

2002. SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC.).
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3.2. Geneticka transformacija jabuke
3.2.1. Konstrukt Agrobacterium rhizogenes Kkoris¢en za geneticku transformaciju

Za geneticku transformaciju jabuke, kori§¢en je A. rhizogenes soj 15834 (Puthoff i
Smigocki, 2007). U pitanju je agropinski soj koji sadrzi binarni vektor pPCAMBIA 1301, u
okviru koga je integrisan gen za serinski proteinazni inhibitor (PI) BvSTI izolovan iz
Secerne repe Beta vulgaris L. BvSTI gen se nalazi pod kontrolom konstitutivnog promotora
CaMV 35S iz mozai¢nog virusa duvana (eng. Cauliflower Mosaic Virus). A.rhizogenes je
gajen na standardnoj ¢vrstoj YEB podlozi za gajenje bakterija (Vervliet i sar., 1975), ¢iji
sastav je prikazan u Tabeli 4, uz dodatak 50 mg L™ kanamicina (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Nemacka). Petri kutije sa bakterijskim kolonijama su ¢uvane u mraku na temperaturi od

4°C i presejavane na svezu sterilnu podlogu svakih mesec dana.

Tabela 4. Sastav ¢vrste YEB podloge za gajenje bakterija.

Komponenta Koli¢ina (g L™ podloge)
Mesni ekstrakt (Torlak) 5,0
Ekstrakt kvasca (Torlak) 1,0

Pepton (Torlak) 5,0
Saharoza 5,0
Agar (Torlak) 15,0
MgSO,x7H,0 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika) 0,5
pH 7,2

3.2.2. Inokulacija bakterija i uspostavljanje in vitro Kkultura potencijalno

transformisanih korenova jabuke

Za inokulaciju biljnog materijala koriS¢ene su bakterijske suspenzije dobijene
resuspendovanjem jedne pune eze (@ 3 mm) bakterija u 5 mL sterilne tecne YEB podloge
sa 50 mg L' kanamicina u staklenim epruvetama od 30 mL (18 x 150 mm). Bakterije
resuspendovane u te¢noj podlozi su gajene na orbitalnom Sejkeru (95 rpm), u mraku, na

temperaturi od 2542 °C. Nakon 24 h inkubacije, opticka gustina bakterijskih suspenzija je
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izmerena na talasnoj duzini od 600 nm pomocu spektrofotometra (Agilent 8453, Santa
Clara, CA, USA) i iznosila je ODgy =~ 1,00. Bakterijske suspenzije navedene opticke

gustine su koriS¢ene za inokulaciju biljnog materijala.

Izdanci jabuke sorti Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i Gloster, duzine 2 do 3 cm, su
izdvajani iz Zbunica in vitro gajenih kultura izdanaka starih tri nedelje, a potom inokulisani

pripremljenom bakterijskom suspenzijom A. rhizogenes na jedan od dva nacina:

1. Ozledivanjem stabljike izdanka sterilnom iglom prethodno zaronjenom u

bakterijsku suspenziju, na udaljenosti od 1,5 cm od mesta preseka izdanka.

2. Uranjanjem mesta preseka izdanka u bakterijsku suspenziju u trajanju od

nekoliko sekundi.

Inokulisani izdanci su pojedinac¢no kultivisani u staklenim epruvetama od 30 mL sa
¢vrstom MS podlogom bez regulatora rastenja i gajeni u uslovima dugog dana i1 temperaturi
2542 °C u sobi za gajenje in vitro kultura. Kontrolu su Cinili izdanci koji su tretirani na isti
nacin kao 1 inokulisani izdanci, ali je umesto bakterijske suspenzije koriScena sterilna tecna
YEB podloga. Ozledivanjem stabljike inokulisani su izdanci sorte Melrouz (94), Zlatni
Delises (36), Cadel (34) i Gloster (31), a uranjanjem mesta preseka izdanka u bakterijsku
suspenziju inokulisano je 28 izdanaka sorte Zlatni DeliSes 1 po 30 izdanaka preostalih sorti.
Nakon tri dana kokultivacije, izdanci su preneti na MS podlogu bez regulatora rastenja sa
dodatkom antibiotika cefotaksima (Tolycar®, cefotaksim - Na, Jugomedija AD, Zrenjanin,
Srbija) u koncentraciji od 500 mg L' radi eliminacije bakterija. Sedam nedelja nakon
inokulacije bakterija, utvrden je broj izdanaka na kojima su se pojavili potencijalno
transformisani (PT) korenovi, kao 1 broj PT korenova formiranih na svakom izdanku.
Efikasnost transformacije je izraCunata prema formuli: (ukupan broj linija PT korenova /
broj inokulisanih izdanaka) x 100. Svi formirani PT korenovi sorti Zlatni DeliSes (12),
Cadel (9) i Gloster (3) kao i 12 izabranih korenova sorte Melrouz su odvojeni od izdanaka i
gajeni kao individualne linije u staklenim erlenmajerima (100 mL) koji su sadrzali 50 mL

sterilne te¢ne MS podloge sa dodatkom 300 mg L' cefotaksima. Kulture korenova su
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prenosene na svezu podlogu svake tri nedelje. Koncentracija cefotaksima u podlozi je
postepeno smanjivana i nakon cetiri meseca ovaj antibiotik je potpuno izostavljen iz
podloge. Nakon prikupljanja i analize rezultata ekperimenta u kome je testiran efekat
hranljivih podloga razli¢itog mineralnog sastava na rast transformisanih korenova linije
ZD12 (Poglavlje 3.2.5.1.), sve linije su nadalje kultivisane u te¢noj 2MS podlozi koja se
pokazala kao najoptimalnija. Kulture korenova su gajene u prostoriji za gajenje biljnih
kultura in vitro na orbitalnom Sejkeru (95 rpm), pri flurescentnom osvetljenju (2 pmol m >

s, 16-h fotoperiod) i temperaturi od 25+2 °C.
3.2.3. Uspostavljanje kulture netransformisanih (kontrolnih) korenova jabuke

S obzirom da izdanci jabuke tretirani YEB podlogom koja nije sadrzala
agrobakterije nisu formirali korenove, netransformisani (kontrolni) korenovi jabuke, koji su
bili neophodni za dalju molekularnu i hemijsku analizu, su dobijeni in vitro oziljavanjem
izdanaka prema prethodno ustanovljenom protokolu (Poglavlje 3.1.3.). Ukratko, mladi
izdanci jabuke sorti Melrouz, Zlatni DeliSes, Cadel i Gloster, duzine 3 do 4 cm, su izdvajani
1z in vitro kultura starih tri nedelje 1 preneti na podlogu za oziljavanje koju je ¢inila MS
podloga sa dodatkom IBA u koncentraciji od 2,5 pM za sorte Zlatni Delises i Cadel,
odnosno 10 uM za sorte Melrouz i1 Gloster. Izdanci su inicijalno gajeni u mraku u trajanju
od pet dana, naredna dva dana na svetlu, a zatim su preneti na MS podlogu bez regulatora
rastenja, gde su gajeni narednih Sest nedelja do pojave korenova duzine priblizno 3-7 cm.
Korenovi su odvojeni sa izdanaka 1 dalje gajeni u tecnoj MS podlozi bez regulatora rastenja
ili sa 2,5 pM (0,5 mg L") IBA, na orbitalnom 3ejkeru pod istim uslovima kao i

transformisani korenovi.
3.2.4. Molekularna karakterizacija potencijalno transformsanih korenova jabuke

Ekspresija gena poreklom sa Ti- (rold, rolB, rolC 1 rolD) 1 Tr- (auxl i aux2)
regiona Ri plazmida kod razli¢itih linija potencijalno transformisanih korenova jabuke

pracena je pomoc¢u RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) metode.
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3.2.4.1. Izolacija ukupne RNK

Ukupna RNK je izolovana iz 28 linija potencijalno transformisanih korenova sorti
Melrouz (7), Zlatni Delises (12), Cadel (6), Gloster (3) i netransformisanih korenova jabuke
(kontrole) po modifikovanom protokolu koji su orginalno razvili Gasi¢ i saradnici (2004).
Priblizno 300 mg tkiva je uzeto iz te¢nih kultura korenova u asepticnim uslovima i trenutno
zamrznuto u te¢nom azotu. Zamrznuto tkivo je zatim samleveno u teCnom azotu, u avanima
prethodno tretiranim sa 3% (v/v) rastvorom vodonik peroksida i sterilisanim u autoklavu 25
min na 114 °C. U samlevene uzorke je dodato po 650 uL ekstrakcionog pufera (Tabela 5) i
15 pL B-merkaptoetanola. Nakon vorteksovanja, uzorci su inkubirani 15 min u vodenom
kupatilu na 60 °C. U svaki uzorak je dodato po 650 pL smeSe hloroform : izoamil alkohol
(24:1, v:v) 1 nakon vorteksovanja u trajanju od dvadesetak sekundi uzorci su centrifugirani
10 min na 10 000 g na +4°C. Supernatant koji se odvojio u vidu gornje, bezbojne faze,
prenet je u nove ependorf tubice. Postupak ekstrakcije dodavanjem smeSe hloroform :
izoamilalkohol je ponovljen jo§ jednom. Nakon ponovnog centrifugiranja uzoraka,
priblizno 500 pL supernatanta je preneto u nove ependorf tubice u koje je potom dodato po
166 pL 7,5 M LiCl. Sadrzaj tubica je izmeSan laganim okretanjem i inkubiran na +4 °C
preko no¢i. Nakon precipitacije, uzorci su centrifugirani 45 min na 12 000 g na +4 °C.
Supernatant je odliven, a talog ispran dodavanjem 1 mL hladnog 70% etanola, a zatim je
postupak centrifugiranja i odlivanja supernatanta ponovljen. Nakon suSenja uzoraka u
laminarnoj komori u trajanju od 5 min, talog je rastvoren dodavanjem 100 pL 0,1% dietil
pirokarbonata (DEPC) (Sigma) uz dodatak10 puL. 3M Na-acetata (pH 5,5) 1 275 pL 70%
etanola. Uzorci su inkubirani 2 h na -80 °C, a zatim centrifugirani 45 min na 12 000 g na +4
°C. Nakon odlivanja supernatanta, talog je ispran dodavanjem 1 mL 70% etanola, a zatim
ponovo centrifugiran na opisani nacin. Supernatan je ponovo odliven, a talog osusen u
laminarnoj komori u trajanju od 15 min 1 zatim resuspendovan dodavanjem 50 pL 0,1%

DEPC. Uzoreci su ¢uvani na -80 °C do dalje analize.
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Tabela 5. Sastav pufera za ekstrakciju RNK (Gasic i sar., 2004).

CTAB ekstrakcioni pufer Finalne koncentracije
Heksadecitrimetil-amonium bromid (CTAB)
. . . 2% (wW/v)
(ICN Biomedicals Inc. Ohio, SAD)
Solubilni polivilnilpolipirolidon (PVP)
. . 2% (w/v)
(Duchefa Biochemie)
Hidroksimetil aminometan (TRIS) - HCI (pH 8.0) 100 mM
(Serva, Heidelberg, Nemacka)
Etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA) (Serva) 25 mM
NaCl
2M
(Lach-Ner)
Spermidin 1
. . 0,5¢gL
(Duchefa Biochemie)
H20 (DEPC pretretirana) -

3.2.4.2. Provera kvaliteta i kvantifikacija izolovane RNK

Za proveru kvaliteta 1 merenje kvantiteta izolata dobijene RNK koris€en je
spektrofotometrijski uredaj Agilent 8453. Koncentracija ukupnih izolovanih RNK je

odredena merenjem apsorbance na 260 nm 1 izracunata prema formuli:
C (ng mL™") = Aye0 x 40 pg mL™" x 100

Azeo - apsorbanca RNK na 260 nm
40 pg mL™" - koncentracija jednolandane RNK pri Ajq = 1
100 - faktor razblazenja
Kuvalitet izolovanih RNK je procenjena na osnovu odnosa Ajeo/Aszso koji se za Ciste

izolate RNK krece u intervalu od 1,8 do 2,2.

Integritet RNK je procenjen elektroforetskim razdvajanjem 1 pg izolovanih RNK na
1,2% (w/v) TBE agaroznom gelu (Tabela 6) sa 0,5 pg mL™ etidijum-bromida pri
konstantnom naponu od 70 V prema standardnoj proceduri Sambrook i saradnika (1989).

Elektroforeza RNK se odvijala u aparatu za horizontalnu elektroforezu BlueMarine 100
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(Serva), a vizuelizacija RNK traka je izvrSena posmatranjem pod UV svetlom na
transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer, Exton, PA, SAD). Nakon odredivanja
koncentracije i provere kvaliteta RNK izolati su ¢uvani na -80 °C do trenutka daljeg

koris¢enja.

Tabela 6. Sastav 1 x TBE pufera za elektroforezu RNK.

Komponenta Koli¢ina (za 1L TBE pufera)
TRIS (Serva) 10,8 g
Borna kiselina (Duchefa Biochemie) 55¢g
0,5 M EDTA (pH 8,0) (Serva) 4,0 mL
Etidijum-bromid (Valeant Pharmaceuticals, 0.5 mg
Montreal, Kanada)

wew 7

3.2.4.3. PrecisS¢avanje uzoraka RNK od DNK kontaminacije

Izolovana RNK je tretirana DNK-azom (DNase I, Thermo Scientific, Waltham,

SAD) u trajanju od 30 min na 37 °C (Tabela 7) radi eliminacije eventualno zaostale

genomske DNK. Stopiranje DNK-aze je izvrSeno dodavanjem 1 pL. EDTA (Thermo

Scientific) u svaki izolat i1 inkubiranjem 10 min na 65 °C.

Tabela 7. Sastav reakcione smeSe za eliminaciju DNK u uzorcima RNK.

Komponenta reakcione smese Po reakciji (10ul) Finalna koncentracija
10 x DNase I pufer 1 puL -
DNase I (1 U puL™) 1 uL 0,1 U pL"
RNase inhibitor (40 U uL™) 0,25 pL 1UpL!
RNK (1 pg) max 6,75 uL. -
H,O do 10 puL -

3.2.4.4. Reverzna transkripcija (RT)

Prevodenje RNK molekula u komplementarne DNK (¢cDNK) izvrSeno je pomocu

RevertAid™

RT Reverse Transcription Kit-a (Thermo Scientific), u reakcionoj smesi
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zapremine 20 pL, ¢iji sastav je prikazan u Tabeli 8. U svaku RT reakciju je uneto 400 ng
ukupne RNK. Reakcija reverzne transkripcija odvijala se u tri koraka: 25 °C (10 min), 42
°C (60 min) i zatim 72 °C (10 min) u PCR masini Ependorf Mastercycler nexus gradient
(Ependorf AG, Hamburg, Nemacka). Dobijena cDNK ¢uvana je do upotrebe na temperaturi
od - 20 °C.

Tabela 8. Sastav reakcione smeSe za reverznu transkripciju.

Komponenta reakcione smeSe Po reakciji (20 pl) Finalna koncentracija
5 x RT pufer 4 uL -
dNTP (10 mM) 2 uL 1 mM
Nasumic¢ni heksameri (100 uM) 1 puL 5mM
RNase inhibitor (40 U pL™) 0.5 uL 1UuL!
Reverzna transkriptaza 4
(200 U uL ) 1 uL 10U pL
RNK (0,1 pg uL™) 4 uL 0,02 pg pL™!
H,O 7,5 puL -

3.2.4.5. Reakcija lan¢anog umnoZavanja (PCR)

Dobijeni ¢cDNK molekuli su koriS¢eni za umnozavanje odgovaraju¢ih genskih
sekvenci pomocu gen-specificnih prajmera u rekaciji lanCanog umnoZzavanja (eng.
Polymerase Chain Reaction; PCR). Sekvence prajmera koji su koriS¢eni za amplifikaciju
gena sa Ti- (rolA, rolB, rolC 1 rolD) i Tg- (auxI i aux2) regiona T-DNK Ri plazmida su
preuzete iz radova Miti¢ 1 saradnici (2012) 1 Komarovskaa i saradnici (2010), redom 1
prikazane u Tabeli 9. Radi provere odsustva kontaminacije uzoraka sa bakterijskom DNK,
dobijena cDNK je prvo amplifikovana koriS¢enjem prajmera koji su specificni za
bakterijski gen virDl (Miti¢ 1 sar., 2012) (Tabela 9) koji se nalazi na Ri plazmidu van
granica T-DNK. Kao referentni gen koriS¢en je aktin jabuke (MdAktin), a prajmeri za
MdAktin (Tabela 9) su konstruisani na osnovu sekvence AB638619.1 objavljene u
GenBank™ bazi podataka kori$¢enjem programa NCBI/ Primer-BLAST.
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Tabela 9. Sekvence prajmera kori§¢enih u PCR reakcijama.

. Veli¢ina produkta
Gen Sekvenca prajmera (5'—3") . ..
amplifikacije (bp)

y F: GTT-AGG-CGT-GCA-AAG-GCC-AAG 203
ro R: TGC-GTA-TTA-ATC-CCG-TAG-GTC

" F: AAA-GTC-TGC-TAT-CAT-CCT-CCT-ATG 148
ro R: AAA-GAA-GGT-GCA-AGC-TAC-CTC-TCT

; F: TAC-GTC-GAC-TGC-CCG-ACG-ATG-ATG »
ro R: AAA-CTT-GCA-CTC-GCC-ATG-CCT-CAC

D F: CCT-TAC-GAA-TTC-TCT-TAG-CGG-CAC-C .
ro R: GAG-GTA-CAC-TGG-ACT-GAA-TCT-GCA-C

; F: CAT-AGG-ATC-GCC-TCA-CAG-GT 108
awx R: CGT-TGC-TTG-ATG-TCA-GGA-GA

, F: AAC-GAT-AAT-AGC-CCG-CTG-TG o7
anx R: CGT-CTT-GGG-TTT-GTG-GTT-CT

) F: ATG-TCG-CAA-GGC-AGT-AAG
virD1 441
R: CAA-GGA-GTC-TTT-CAG-CAT-G

. F: ATT-GGA-ATG-GAA-GCT-GCT-GG
MdAktin 310
R: CAA-TGG-ATG-GAC-CTG-ACT-CG

Sve PCR reakcije zapremine 25 pl postavljene su koris¢enjem AmpliTaq Gold®™
PCR Kit (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, SAD) po
recepturi datoj u Tabeli 10.

PCR reakcija se odvijala u magini Mastercycler® nexus Gradient (Eppendorf AG)
pod slede¢im uslovima:
+¢ Inicijalna denaturacija (95 °C / 5 min)
% 40 ciklusa:
% Denaturacije (95 °C/ 30 s),
% Vezivanja prajmera (58 °C za aux2 gen, 60 °C za ostale gene / 1 min),
% Ekstenzije (72 °C/ 1 min)

¢ Finalna ekstenzija (72 °C / 10 min).
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Tabela 10. Sastav reakcione smeSe za PCR.

Komponenta reakcione smese Po reakciji (25 pl) Finalna koncentracija
10 x PCR pufer 1,5 uL -
MgCl, (25 mM) 0,75 pL 0,75 mM
dNTP (10 mM) 1 pL 400 uM
Forward (F) prajmer (5 uM) 1,25 uL 0,25 uM
Reverse (R) prajmer (5 uM) 1,25 uL 0,25 uM
Taq polimeraza (5 U uL™) 0,25 pL. 0,05 U puL™!
cDNK 1 uL -
H20 18 uL -

Za elektroforetsko razdvajanje i vizualizaciju amplifikovanih fragmenata koris¢eni
su TBE gelovi sa razli¢itim procentom agaroze od 1,2 do1,8% (w/v) u zavisnosti od duzine
amplifikovanih fragmenata. Elektroforeza i vizualizacija produkata amplifikacije je vrSena

pod istim uslovima kao $to je opisano u Poglavlju 3.2.4.2.

3.2.5. Optimizacija uslova za gajenje transformisanih korenova

3.2.5.1. Efekat hranljivih podloga razli¢itog mineralnog sastava

U cilju povecanja prirasta biomase transformisanih korenova, ispitivan je uticaj
hranljivih podloga razli¢itog mineralnog sastava: MS (Murashige 1 Skoog, 1962),
modifikovane WPM (eng. Woody Plant Medium) (Lloyd i McCown, 1980) 1 B5 (Gamborg
1 sar, 1968) podloge, kao i njihovih polu- razblaZenih varijanti (/2MS, 2WPM 1 /2B5) na

rast transformisane linije korenova ZD12 (Tabele 2, 111 12).
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Tabela 11. Sastav modifikovane WPM podloge (Lloyd i McCown, 1980).

Makro soli Koncentracija (mg L podloge)
NH,NO; 400
Ca(NOs), x 4H,0 556
K,SO4 990
CaCl, x 2 H,O 96
MgSO, x 7 H,O 370
KH,PO, 170
Mikro soli Koncentracija (mg L™ podloge)
MnSO, x 4H,0 22,30
ZnS0O, x 7TH,O 8,60
H;BO; 6,20
KJ 0,83
Na,MoO, x 2H,0 0,25
CuSO, x 5H,O 0,025
CoCl, x 6H,0 0,025
Kompleks gvozda Koncentracija (mg L podloge)
FeSO, x 7H,0O 27,80
Na,EDTA x 2H,0 37,20

Sve podloge su sadrzale saharozu (30 g L"), mio-inozitol (100 mg L™) i vitamine
(Linsmaier 1 Skoog, 1965; Tabela 3). Priblizno 500 mg sveZe mase korenova je izdvojeno
1z tri nedelje stare in vitro kulture linije ZD12 1 gajeno u erlenmajerima (100 mL) sa po 50
mL tecne podloge. Kulture su gajene na orbitalnom Sejkeru (95 rpm) u trajanju od Sest
nedelja. Nakon prve tri nedelje, kulture su prebacene na sveze mineralne podloge. Masa
korenova je merena u laminarnoj komori na analiti¢koj vagi (Chyo MK-200B) nakon
uklanjanja viSka te¢ne podloge cedenjem korenova na filter papiru. Prirast mase korenova

je izraCunat na sledeci nacin:

Prirast (%) = (masa korenova nakon Sest nedelja gajenja — pocCetna masa korenova) /

pocetna masa x 100
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Eksperiment je ponovljen dva puta sa po tri bioloska ponavljanja za svaku hranljivu
podlogu (n=6). Podaci izrazeni u procentima su pre statisticke obrade podvrgnuti
angularnoj transformaciji (arcsinVX). Za obradu podataka je koris¢ena jednofaktorijalna
ANOVA, a za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti koris¢en
je Fisherov LSD post-hoc test sa nivoom znacajnosti od p < 0,05. Nakon analize dobijeni

rezultati su transformisani odgovaraju¢om inverznom funkcijom i kao takvi prikazani.

Tabela 12. Sastav B5 podloge (Gamborg i sar., 1968).

Makro soli Koncentracija (mg L™ podloge)
KNO; 2528
(NH,4),SO4 134
NaH,PO, x H,O 150
CaCl, x 2H,0O 150
MgSO, x 7H,0 246
Mikro soli Koncentracija (mg L™ podloge)
H;BO; 3,0
MnSO, x H,O 10,00
CoCl, x 6H,0 0,025
CuSO, x 5H,O 0,025
ZnS0, x 7TH,O 2,00
Na,MoO, x 2H,0 0,25
KJ 0,75
Kompleks gvozda Koncentracija (mg L podloge)
FeSO, x 7H,O 27,80
Na,EDTA x 2H,0 37,20

3.2.5.2. Efekat egzogeno dodatih auksina

Priblizno 1 g sveze mase korenova je izdvojeno iz tri nedelje stare in vitro kulture
linjje ZD12 i gajeno u erlenmajerima (100 mL) sa po 50 mL tecne MS podloge sa
dodatkom IBA ili NAA u rastu¢im koncentracijama (0,01; 0,02; 0,05; 0,1 ili 0,2 mg L'l).
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Kontrolu su predstavljali korenovi linije ZD12 gajeni u te¢noj MS podlozi bez dodatka
auksina. Eksperimentalni dizajn, uslovi gajenja kultura i uzimanje uzoraka, kao i obrada

rezultata su bili identi¢ni kao kod prethodno pomenutog eksperimenta (Poglavlje 3.2.5.1).

3.3. Analiza sadrZaja sekundarnih metabolita u transformisanim korenovima linije

ZD12 i u hranljivoj podlozi u kojoj su korenovi gajeni

Analiza sekundarnih metabolita u metanolnim ekstraktima kontrolnih
netransformisanih korenova jabuke sorte Zlatni DeliSes, transformisanih korenova linije
ZD12 i te¢ne podloge u kojoj su gajeni, uradena je metodom tecne hromatografije pod
ultra visokim pritiskom sa masenom spektrometrijom (eng. Ultra High Performance Liquid

Chromatography with Mass Spectrometry; UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS).
3.3.1. Priprema uzoraka za fitohemijske analize

Korenovi linije ZD12 (4 g) i netransformisani korenovi (1 g) su izdvojeni iz kultura
starih Cetiri nedelje 1 gajeni u erlenmajerima (100 mL) sa po 50 mL tecne 2MS podloge.
Korenovi linije ZD12 su gajeni bez regulatora rastenja, dok su netransformisani korenovi
gajeni u te¢noj podlozi sa 0,5 mg L' IBA na orbitralnom ejkeru (95 rpm), na temperaturi
od 25+2 °C i flurescentnom osvetljenju (2 pmol m > s ', 16-h fotoperiod). Svaki tretman je
imao tri bioloska ponavljanja. Nakon Cetiri nedelje, izmerena je zapremina te¢nih podloga
koje su zatim liofilizovane (LH Leybold, Lyovac GT2/045, Frenkendorf, Switzerland) i
¢uvane na -80 °C do dalje analize. Nakon uzorkovanja korenova i merenja njihove sveze
mase (FW), korenovi su suseni sedam dana na sobnoj temperaturi (23+2 °C), nakon Cega je
izmerena 1 njihova suva masa (DW). OsuSeni biljni material je usitnjen u keramickim
avanima do finog praha. Po 500 mg praha korenova je ekstrahovano sa 30 mL 80%
metanola u ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 20 min. Ekstrakti su profiltrirani (Whatman
No. 1) i potom upareni do suva na 50 °C u rotacionom vakuum uparivacu (Buchi R-210,
Flawil, Svajcarska). Tako dobijeni ekstrakti su ¢uvani na temperaturi od +4 °C do dalje

analize.
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3.3.2. UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS analiza metanolnih ekstrakta

Metanolni  ekstrakti su analizirani UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS  metodom.
Hromatografsko razdvajanje 1 identifikacija komponenti metanolnih ekstrakata
transformisanih korenova i liofilizovanih podloga je uradena na Dionex Ultimate 3000
UHPLC aparatu (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Nemacka). Maseni spektri su snimani
na masenom spektrometru TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific) sa
elektron sprej jonizacijom. Za razdvajanje je koriS¢ena kolona Hypersil gold C18 1,9 pum,
50 x 2,1 mm (Thermo Fisher Scientific). Mobilna faza se sastojala od 0,02% (v/v) siréetne
kiseline (A) 1 acetonitrila (B), a uzorci su eluirani prema slede¢em gradijentu: 5-20% B u
prva 3 min, 20-40% B od 3 do 5 min, 40-50% B od 5 do 7,5 min, 50-60% B u periodu od
7,5 do 8,5 min, 60-95% B od 8,5 do 10,5 min, 95% B od 10,5 do 11,5 min, 95%-5% B od
11,5 do 12 min i na kraju 5% B do 15 min. Kolona je termostatirana na 30 °C, dok je
injekciona zapremina bila 10 pL. Protok je pode$en na 0,4 mL min '. Sve analize su
uradene sa rastvara¢ima analiticke Cistoce (Fisher Scientific UK, Leics, Velika Britanija).

Obrada podataka je uradena na Chromeleon Xpress softveru (Thermo Fisher Scientific).

Temperatura jonske probe masenog spektrometra je bila podesena na 300 °C, a
parametri HESI probe su bili: napon 4500 V, pritisak noseceg gasa (N2) 35 AU, pritisak
gasa u jonskom izvoru 1,0 AU, pritisak auksilarnog gasa 10 AU, temperatura kapilare 275
°C, podeSavanje jonskih soc¢iva 0 V. U eksperimentima fragmentacije, disocijacija
molekula je indukovana kolizijom, pri ¢emu je koliziona energija bila podeSena na 30 eV
za sva analizirana fenolna jedinjenja. Kvantifikacija jedinjenja u uzorcima uradena je u

eksperimentu monitoringa selektovane reakcije (eng. Single Reaction Monitoring, SRM).

Fenolna jedinjenja u uzorcima su identifikovana na osnovu MS 1 MS/MS spektara 1
retencionih vremena poredenjem sa komercijalnim standardima, kao i na osnovu dostupnih
podataka iz literature. Za kvantifikaciju jedinjenja je koriS¢ena metoda eksternog standarda.
Osnovni rastvor za kalibraciju je pripremljen rastvaranjem 1 mg standarda u 1 mL
metanola. Smesa standarda je pripremljena u koncentraciji od 100 ug mL™. Razblazenja

smesSe standarda su pripremljena rastvaranjem u metanolu u opsegu koncentracija od 100
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pg mL" do 0,001 pg mL™'. Regresionom analizom je pokazano da su sve kalibracione krive
imale linearnost sa koeficijentom korelacije izmedu r = 0,990 1 0,999; p < 0,001. Jedinjenja
su kvantifikovana na osnovu povrSine pikova u SRM eksperimentu, koris¢enjem
kalibracionih kriva standarda. Koncentracije jedinjenja u korenovima su izraZene u ng mg™
DW korena, dok su koncentracije jedinjenja u te¢noj podlozi izrazene na dva nacina, u ng
mL™ teéne podloge i u ng mg"' DW korena. Standardi hlorogene, kafeinske, siringinske, p-
kumarinske i ferulinske kiseline, florizina, floretina, rutina, izokvercitrina, kemferol-3-
glukozida, kvercitrina, kvercetina 1 naringenina su komercijalno nabavljeni (Sigma-

Aldrich).

Srednje vrednosti sadrZaja fenolnih jedinjenja u netransformisanim (kontrolnim)
korenovima 1 transformisanim korenovima linije ZD12 su poredene #-testom za zavisne

uzorke, na nivou znacajnosti p < 0,05.

3.4. Efekat eksudata transformisanih korenova linije ZD12, florizina i floretina na

klijanje, rastenje i razvice klijanaca A. thaliana
3.4.1. Efekat eksudata transformisanih korenova

Priblizno 2 g sveZe mase transformisanih korenova linije ZD12 je izdvojeno iz Cetiri
nedelje stare in vitro kulture 1 prebaceno u staklene erlenmajere (100 mL) sa po 50 mL
sterilne tecne 2MS podloge. Kulture su gajene na orbitalnom Sejkeru (95 rpm) pri
flurescentnom osvetljenju (2 pmol m > s ', 16-h fotoperiod) i temperaturi od 25+2 °C.
Nakon cetiri nedelje, podloga u kojoj su rasli korenovi (u daljem tekstu oznaceno kao
eksudat korenova - EK) je odlivena i kori§¢ena u daljim eksperimentima u cilju utvrdivanja
potencijalnog alelopatskog efekata eksudata ovih korenova na klijanje, rastenje i razvice

klijanaca A. thaliana. Kao kontrola koriS¢ena je sterilna tecna 2MS podloga.

Semena Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (ekotip Columbia) su dobijena sa biljaka
uzgojenih u stakleniku Instituta za bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovi¢" Univerziteta u

Beogradu ljubazno$éu dr Slavice Dmitrovié. Sest puta po priblizno 30 semena je povriinski
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sterilisano 60 s u rastvoru varikine (4% NaOC]l, Panonija) i 70 % (v/v) etanola (odnos 1:1)
u sterilnim Ependorf tubicama, a zatim isprano Cetiri puta sterilnom dejonizovanom vodom
u trajanju od po 60 s. Nakon zavrSenog ispiranja, viSak vode je pazljivo izvuCen pipetom, a
semena su nalivena sa 1 mL sterilne tecne 2MS podloge i1 ostavljena u mraku na
temperaturi od +4 °C u trajanju od tri dana. Nakon isteka perioda hladne stratifikacije,
semena su prebacena u staklene erlenmajere (100 mL) sa 50 mL EK ili te¢ne 2MS
podloge. Semena su gajena na orbitalnom Sejkeru (95 rpm) u uslovima dugog dana i
temperaturi od 25+2 °C. Petog i desetog dana od izlaganja semena uslovima dugog dana,
izmereni su morfoloski parametri klijanaca: duzina korena, broj lateralnih korenova i
duzina izdanka. Svaki tretman je postavljen u tri ponavljana (erlenmajera) sa po 30 semena.
Eksperiment je ponovljen dva puta. Za merenje morfoloskih parametara nasumicno je

uzimano po 10 klijanaca po ponavljanju (n=60) za svaki tretman.
3.4.2. Efekat dihidrohalkona florizina i floretina

Semena A. thaliana ekotip Columbia su povrSinski sterilisana kako je objasnjeno u
Poglavlju 3.4. a zatim je vrhom sterilnog skalpela pod svetlosnim mikroskopom po 10
semena postavljeno u Petri kutije na povrSinu ¢vrste 2MS podloge (15 mL) sa dodatkom
florizina (Sigma) ili floretina (Sigma) u rastu¢im koncentracijama: 125, 250 ili 500 uM.
Stok rastvori florizina i floretina su dobijeni rastvaranjem Cistih suspstanci u dimetil
sulfoksidu (DMSO) (Duchefa Biochemie). Kontrolu su predstavljala semena postavljena na
2MS podlogu sa dodatkom DMSO (K DMSO). Za svaki tretman florizinom 1 floretinom je
postavljena zasebna kontrola koja je sadrzala istu kolicinu DMSO kao i odgovarajuci
tretman. Procenat DMSO (v:v) u kontrolama je iznosio: 0,06% za K DMSOLz 125 um)s
0,12% za K DMSO1z 250 umy, 0,24% za K DMSO(rLz 500 umy, 0,035% za K DMSOgrt 125
uvy 0,07% za K DMSOLT 250 vy 1 0,14% za K DMSOLt 500 wmy. Petri kutije sa semenima
su postavljene uspravno i inkubirane u mraku na temperaturi od +4 °C. Nakon tri dana,
Petri kutije su izloZene uslovima dugog dana takode u uspravnom poloZaju. Svaki tretman
je postavljen u tri ponavljanja (Petri kutije) sa po 10 semena u tri nezavisna eksperimenta
(n=90). Desetog dana od izlaganja semena uslovima dugog dana izmereni su morfoloski

parametri klijanaca: duZina korena, broj lateralnih korenova i duZina izdanka.
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3.4.3. Statisticka analiza efekata eksudata transformisanih korenova jabuke, florizina

i floretina na klijanje, rastenje i razvoj klijanaca A. thaliana

Podaci za broj lateralnih korenova su pre statisticke obrade transformisani
kvadratnim korenovanjem, a nakon analize rezultati su transformisani odgovaraju¢om
inverznom funkcijom i kao takvi prikazani. Srednje vrednosti merenih parametara su
poredene pomocu ¢-testa za zavisne uzorke sa nivoom znacajnosti od p < 0,05. Statisticki
znaCajne razlike tretmana u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu vrednost oznacene su
zvezdicom. Inhibitorni/stimulatorni efekat tretmana je za svaki parametar, izrazen pomocu

veli¢ine oznacene kao procenat inhibicije/stimulacije i izraunat je prema formuli:

Procenat inhibicije/stimulacije = [srednja vrednost tretmana / (srednja vrednost kontrole -

1)] x 100

Znak minus (-)/plus (+) ispred vrednosti za procenat inhibicije/stimulacije oznacava

da je re€ o inhibitornom ili stimulatornom tretmanu redom.

3.5. Analiza ekspresije gena uklju¢enih u polarni transport auksina, biosintezu
auksina i giberelina, transkripcioni faktor WOX?7 i kontrolu ¢elijskog ciklusa kod

klijanaca A. thaliana tretiranih eksudatom transformisanih korenova ili floretinom

3.5.1. Biljni materijal

Za analizu ekspresije gena ukljuenih u polarni transport auksina, biosintezu
auksina 1 giberelina 1 kontrolu Celijskog ciklusa, koriS¢eni su klijanci 4. thaliana tretirani
tecnom 2MS podlogom u kojoj su gajeni transformisani korenovi jabuke linije ZD12 ili
¢istim floretinom. Kao pocetni biljni materijal u svim eksperimentima kori§¢ena su semena
arabidopsisa (4. thaliana) ekotip Columbia povrSinski sterilisana na nacin opisan u

Poglavlju 3.4.
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3.5.1.1. Uticaj eksudata transformisanih korenova linije ZD12 na ekspresiju

odabranih gena A. thaliana

Nakon perioda hladne stratifikacije, semena A.thaliana su postavljena u staklene
erlenmajere (100 mL) sa po 25 mL sterilne te¢ne 2MS podloge i gajena na orbitalnom
Sejkeru (95 rpm) u uslovima dugog dana (45+2 pmol m s ', 16-h fotoperiod) i temperaturi
od 25+2 °C. Peti dan od izlaganja semena uslovima dugog dana, te¢na podloga u kojoj su
rasli klijanci je zamenjena te€nom 2MS podlogom u kojoj su cCetiri nedelje gajeni
transformisani korenovi linije ZD12. Kao kontrola su koris¢eni klijanci gajeni u te¢noj
2MS podlozi. Po 400 klijanaca A.thaliana je uzorkovano nakon 2, 6 i 12 h od trenutka
izlaganja eksudatu transformisanih korenova ili te¢noj 2MS podlozi. U cilju analize
efekata produzenog (10 dana) tretmana eksudatom transformisnih korenova jabuke na
promenu ekspresije gena celijskog ciklusa u izdancima i1 korenovima klijanaca
arabidopsisa, semena su odmah po izlaganju uslovima dugog dana prenesena u te¢nu 2MS
podlogu u kojoj su gajeni transformisani korenovi linije ZD12. Kontrolni klijanci su gajeni
u te¢noj 2MS podlozi. Po 400 klijanaca za tretman i kontrolu je uzorkovano nakon 10 dana
gajenja. PaZljivim secenjem skalpelom korenovi su odvojeni od izdanka, posebno
sakupljani, a nakon merenja mase trenutno zamrzavani u tecnom azotu i cuvani na
temperaturi od -80 °C do izolacije RNK. Uzorci su za svaku vremensku tacku (2, 6, 12 h 1

10) prikupljenti iz po tri bioloSka ponavljanja u svakom od tri nezavisna eksperimenta.
3.5.1.2. Uticaj floretina na ekspresiju odabranih gena A. thaliana

Nakon perioda hladne stratifikacije, semena A.thaliana su postavljena u staklene
erlenmajere (100 mL) sa po 25 mL sterilne tecne /2MS podloge i gajena pod istim uslovima
kao 1 u prethodnom eksperimentu (Poglavlje 3.7.1.1.) Peti dan od izlaganja semena
uslovima dugog dana, tecna podloga u kojoj su rasli klijanci je zamenjena sa 25 mL tecne
2MS podloge u koju je dodat 500 uM floretin. Stok rastvor floretina je dobijen
rastvaranjem ciste suspstance u DMSO. Kao kontrola su koriS¢eni klijanci gajeni u tecnoj
2MS podlozi u koju je dodat DMSO u istoj koli¢ini kao i1 kod tretmana sa floretinom
(0,14%, v:v). Po 400 klijanaca je uzorkovano nakon 2, 6 i 12 h od trenutka izlaganja
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floretinu ili tecnoj 2MS podlozi sa dodatkom DMSO. U cilju analize efekata produzenog
(10 dana) tretmana floretinom na promenu ekspresije gena Celijskog ciklusa u izdancima 1
korenovima klijanaca arabidopsisa, semena su odmah po izlaganju uslovima dugog dana
prenesena u te¢nu 2MS podlogu u koju je dodat 500 uM floretin. Kontrolni izdanci su
preneseni u te¢nu 2MS podlogu sa 0,14% (v:v) DMSO. Po zavrsetku tretmana uzorci su za
svaku vremensku tacku (2, 6, 12 h 1 10 dana) prikupljeni iz po tri bioloska ponavljanja u
svakom od tri nezavisna eksperimenta na isti nacin kao §to je to opisano u Poglavlju

3.7.1.1.

3.5.2. Izolacija ukupnih RNK

Izolacija ukupnih RNK iz tkiva izdanaka i korenova sakupljenih od po 400
klijanaca za svaku vremensku tacku tretmana i kontrole je uradena prema modifikovanom
protokolu Gasiceve i saradnika (2004) na prethodno opisan nacdin (Poglavlje 3.2.3.1).
Provera kvaliteta 1 kvantifikacija izolovane RNK, pre¢iS¢avanje uzoraka RNK od DNK
kontaminacije, reverzna transkripcija, PCR amplifikacija i gel elektroforeza su uradene

kako je opisano u Poglavljima 3.2.4.2- 3.2.4.5, redom.

3.5.3. Priprema standarda za kvantitativnu PCR metodu (qPCR)

Sa ciljem apsolutne kvantifikacije transkripata odabranih gena pomocu qPCR
metode za svaki gen je napravljena serija razblaZenja odgovaraju¢e cDNK koja su
koriS¢ena kao standardi. Priprema standarda zapoceta je reverznom transkripcijom ukupne
1IRNK izdanaka arabidopsisa, koja je potom amplifikovana PCR metodom uz koriS¢enje
specificnh prajmera (Tabela 13) prema protokolu opisanom u Poglavlju 3.2.4.5. Prajmeri za
CDK 1 CYC gene A.thaliana su preuzeti iz rada Dmitrovi¢ i saradnici (2015), a prajmeri za
preostale analizirane gene su dizajnirani koriS¢enjem Primer-BLAST softverskog alata
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Amplifikovani fragmenti su razdvojeni

agaroznom gel elektroforezom prema prethodno opisanom protokolu (Poglavlje 3.2.4.2).
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Tabela 13. Sekvence prajmera koriS¢enih za PCR i qPCR amplifikaciju. ACT7 (eng. ACTIN 7), PIN (eng.
PIN-FORMED), AUXI(eng. AUXIN RESISTANT 1), LAX3 (eng. AUXIN TRANSPORTER-LIKE PROTEIN 3),
ABCB (eng. ATP-BINDING CASSETTE-B), TAAl (eng. TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF
ARABIDOPSIS 1), YUC (eng. YUCCA FLAVIN MONOOXIGENAZE), GA3ox1(eng. GIBBERELLIN 3-BETA-
DIOXYGENASE 1), GA20ox2 (eng. GIBBERELLIN 20-DIOXYGENASE 2), WOX7 (eng. WUSCHEL-
RELATED HOMEOBOX 7), CDK (eng. CYCLIN-DEPENDENT KINASE), CYC (eng. CYCLIN).

Veli¢ina
™ rodukta
Gen G.enBan!( Sekvenca prajmera (5'—3") P X ..
pristupni br. amplifikacije
(bp)
Geni ukljuceni u polarni transport auksina
F: TCAAGGCTTATCTGCGACAC
PINI NM_106017.3 155
- R: AGTTAGAGTTCCGACCACCA
F: TCTTGTTTGAGTTCCGTGGG
PIN2 NM 125091.3 153
- R: TTCCGTCGTCTCCTATCTCC
F: ATTGTGCCCTTTGTGTTTGC
PIN3 NM 105762.2 104
- R: TAAACCAGCGTGATCGGAAG
F: AAMATGCTGGTCCGATGAACG
PIN7 NM 001084115.1 104
- R: CTGCTGTGGAGTTACACCGA
F: GTTGAATGCTTTCGTGGTGG
AUXI NM 129368.2 188
- R: CGATCTCTCAAAGACGGTGG
F: CTTACCTTTGCTCCTGCTCC
LAX3 NM 106418.3 153
- R: GACCATACTTGCCCATCCTC
F: GTGCTCTTGACGCTGAGTCT
ABCB4 NM 130268.3 153
- R: CTTTCTCAACGATGACGCCG
F: ACCCGTTTGAGCCATTCACT
ABCBI19 NM 113807.2 150
- R: TTCAGGGGCACGAGTCTTTC
Geni ukljuceni u biosintezu auksina
F: ATCTTACCCTGCGTTTGCGT
TAAI NM 105724.3 130
- R: GCTGACTCGGACATGCTTCT
F: ATTTTGGCGGCGATGTTCTC
Yucs NM 100340.4 137
R: TGGGTTTGCTCCGTGATTGT
F: TAACGAGGAACGGGGCAAAG
Yuc4 NM 121170.3 143
- R: CGGCGTTTTTGGCATTCCT
F: AGGGTTCTTGTCGTCGGATG
YUC6 NM 122473.3 172

R: TGGGCAGCCATTTCAGTAAGA
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Nastavak Tabele 13.

Velicina
™ rodukta
Gen G.enBan!( Sekvenca prajmera (5'—3") P X .
pristupni br. amplifikacije
(bp)
Geni ukljuceni u biosintezu giberelina
F: AAGTGGACCCCTAAAGACGA
GA3ox1 NM 101424.2 151
- R: TTGAGATTTGGAAGGCACCC
F: GCCAGACGAAGAGAAACCTT
GA200x2 NM 124560.3 190
- R: TTCCATCAAACGGTGAGCAT
Geni koji kodiraju transkripcione faktore
F: CGAAGTGTGGACGGTGGAAT
wox7 NM 120659.2 100
- R: TTCTGAATCTGGTCCGTGCT
Geni celijskog ciklusa
F: CCGTACGAGGATACATGGCG
CDKA; 1 NM 114734 124
- R: GGAGATCGACTCCATCGGGA
F: GTACGAGCCAGCGAAACGAA
CDKB2;1 NM 106304 170
- R: GCAGCACACTAGAGATATGCTTGA
F: GCGGGTGATTTGAAAGAATGTGTG
CYCA3;1 NM 123674.2 134
- R: GGTGATACAGGCATTGTCGCT
F: GCATCGGCGATCTACACTGC
CYCB2:4 NM 106281 141
- R: CCCTGCCTTGTGATGCAAAC
Referentni gen
F: ACAGGAAATGCTTCTAAGTGTGTCT
ACT7 NM_121018.4 171

R: ACACAAGACTTCTTGACACAACCA

3.5.3.1. Ekstrakcija produkata PCR amplifikacije analiziranih gena iz agaroznog gela

Amplifilovani fragmenti cDNK su izolovani sa agaroznog gela pomocu GeneJET

Gel Extraction Kit-a (Thermo Scientific) prema metodi Boom-a i saradnika (1990).

¢ Trake na gelu, koje su bile uocljive pri UV osvetljenju, su iskrajane sterilnim

skalpelom i ubacivane u Ependorf tube u koje je potom dodavan vezujuéi pufer

(eng. Binding Buffer) u odnosu 1:1 (v:m).
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X/
L X4

X/
L X4

X3

2

Sadrzaj u Ependorf tubama je inkubiran u vodenom kupatilu na 60 °C u trajanju od
10 min, da bi se gel u potpunosti rastvorio do pojave zute boje. Ependorf tube su
povremeno okretane da bi se ubrzalo rastvaranje gela.

Sadrzaju u Ependorf tubama je dodat 100% izopropanol u odnosu 1:2 (v:v). Nakon
intenzivnog mesanja, sadrzaj iz Ependorf tuba je presipan u kolone za filtriranje i
centrifugiran na 12 000 g u trajanju od 1 min.

Nakon centrifugiranja, filtrat je odstranjen, a u kolone je dodato po 700 uL pufera
za ispiranje (eng. Wash Buffer). Kolone su ponovo centrifugirane na 12 000 g u
trajanju od 1 min kako bi se kompletno odstranili ostaci pufera za ispiranje.

Kolone su prebacene u nove sterilne Ependorf tube od 1,5 mL u koje je dodato po
50 pL elucionog pufera (eng. Elution Buffer) i centrifugirane na 12 000 g u trajanju
od 1 min.

Kolone su odstranjene, a dobijeni filtrati koji su sadrzali produkte RT-PCR

amplifikacije iz agaroznog gela su ¢uvani na -20 °C do upotrebe.

3.5.3.2. Kvantifikovanje ekstrahovanih produkata PCR amplifikacije

Kvantitet pre¢iS¢enih cDNK fragmenata je odredivan fluorometrijski (Qubit®, Life

technologies, Thermo Fisher Scientific) prema uputstvu proizvodaca.

7
A X4

K/
L X4

Pripremljen je Qubit® radni rastvor (eng. Qubit® Working Solution) rastvaranjem
Qubit® reagensa (eng. Qubit® reagent) u Qubit® puferu (Qubit® buffer) u razmeri
1:200. Po 200 pL Qubit® radnog rastvora je pripremljeno za dva standarda
(standard 1 i standard 2) i za svaki uzorak za analizu.

Standardi 1 uzorci su pripremljeni za analizu u tubama (eng. Assay Tubes) prema
prora¢unu datom u Tabeli 14, a zatim je sadrzaj tuba vorteksovan u trajanju od 2 do
3s.

Pre ocitavanja koncentracija standarda i uzoraka na fluorometru, sadrzaj tuba je

inkubiran na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 min.
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Tabela 14. Sastav smeSe za kvantifikaciju produkata PCR amplifikacije na flurometru (Qubit®).

Tubica za standard

Tubica za uzorak

Qubit® radni rastvor 190 uL 180-199 uL
Standard 10 pL -
Uzorak - 1-20 pL.
Ukupna zapremina u tubici 200 pL 200 pL

Nakon kvantifikacije ekstrahovanih produkata PCR amplifikacije, za svaki od
analiziranih gena proracunat je broj kopija ¢cDNK molekula po pL pomocu programa
(http://endmemo.com/bio/dnacopynum.php) i napravljena je serija razblazenja (od 10’ do

10% kopija cDNK po pL).

3.5.4. Kvantitativha PCR metoda

Nivo ekspresije analiziranih gena je pra¢en pomocu kvantitativne PCR metode. Za
pripremu uzoraka i1 standarda koriS¢en je komercijalni kit Maxima SYBR Green/ROX
(Thermo Scientific) prema uputstvu proizvodaca. U reakcionu smesSu zapremine 10 pL
(Tabela 15) unoSeno je 1 pL standarda ili odgovaraju¢e ¢cDNK dobijene reverznom
transkripcijom 400 ng ukupne RNK prema prethodno opisanom protokolu (Poglavlje

3.2.4.4.), a zatim razblaZene dva puta.

Tabela 15. Sastav reakcione smeSe za qRT-PCR.

Komponenta Po reakciji (10 pL) Finalna koncentracija
SYBR Green Master Mix SuL -
F prajmer (5 uM) 0,6 uL. 0,3 uM
R prajmer (5 uM) 0,6 uL 0,3 uM
H,O 2,8 uL. -
cDNK/standard 1 pL -

Maxima SYBR Green/ROX Master Mix sadrzi flourescentnu boju SYBR Green I
koja omogucava detekciju 1 analizu DNK molekula u vremenu. ROX boja je pasivna

referentna fluorescentna boja koja se upotrebljava za normalizaciju varijacije izmedu
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reakcija i greSke prilikom pipetiranja, jer se ne vezuje za DNK i1 ima konstantnu

fluorescenciju tokom reakcije.

Prajmeri za amplifikaciju svih analiziranih gena A.thaliana su prikazani u Tabeli 13.
Temperatura vezivanja prajmera je optimizovana u opsegu 57-63 °C. Prisustvo i stabilnost
potencijalnih sekundarnih struktura (ukosnica), kao i moguénost formiranja dimera i
unakrsnih dimera od strane dizajniranih prajmera je testirana uz pomo¢ programa
NetPrimer (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, SAD). Specifi¢nost svih prajmera
potvrdena je gel elektroforezom RT-PCR produkata i analizom krive topljenja nakon qRT-
PCR reakcije. Kao referentni gen koris¢en je aktin7 A.thaliana (ACT7) amplifikovan

specifiénim prajmerima prikazanim u Tabeli 13.

Negativna kontrola (eng. Non Template Control- NTC) je umesto cDNK sadrzala 1
puL H,O. Sve reakcije su radene u masini QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems) prema slede¢im uslovima:

+¢ Inicijalna denaturacija (95 °C / 5 min),

% 40 ciklusa:
¢ Denaturacije (95 °C / 30 s),
¢ Vezivanja prajmera (60 °C / 1 min),
% Ekstenzije (72 °C / 1 min),

¢ Finalna ekstenzija (72 °C / 10 min).

Analiza krive topljenja omogucena je kontinuiranim merenjem fluorescencije tokom
hladenja reakcije na 60 °C koje je praceno povecanjem temperature do 95 °C brzinom od

0,1°Cs™.

Standardne krive, koje pokazuju zavisnost Ct vrednosti od logaritma broja kopija
matrice u standardnim razblazenjima, su koriS¢ene za izracunavanje broja kopija transkripta
u uzorcima. Promena nivoa ekspresije analiziranih gena pod uticajem eksudata

transformisanih korenova linije ZD12 ili floretina je odredena u odnosu na nivo ekspresije
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netretirane kontrole, za svaku vremensku tacku na osnovu AACt metode (Livak i

Schmittgen, 2001).

3.6. Ultrastrukturna analiza Celija mezofila listova klijanaca A. thaliana tretiranih

floretinom

Ultrastrukturna analiza c¢elija mezofila listova klijanaca A. thaliana tretiranih
floretinom su izvrSena uz pomo¢ transmisione elektronske mikroskopije (eng. Transmission

Electron Microscopy - TEM).
3.6.1. Biljni materijal

Semena A.thaliana ekotip Columbia su povrSinski sterilisana i postavljena u Petri
kutije na povrSinu ¢vrste 2MS podloge (15 mL) sa dodatkom floretina (Sigma) u
koncentraciji od 250 ili 500 uM, na nacin koji je opisan u Poglavljima 3.4. i 3.5. Kao
kontrola su koris¢eni klijanci gajeni na /2MS podlozi u koju je dodat DMSO u istoj koli¢ini
kao 1 kod odgovarajuceg tretmana sa floretinom 1 to 0,07% za K DMSO &Lt 250 umy 1 0,14%
za K DMSOgLt 500 umy. Petri kutije sa semenima su postavljene uspravno i inkubirane u
mraku na temperaturi od +4 °C. Nakon tri dana, Petri kutije su iznete na svetlo (45+2 pmol
m > s ', 16-h fotoperiod), takode u uspravnom poloZaju. Listovi klijanaca tretiranih sa 500

uM floretinom su uzorkovani nakon tri dana gajenja na svetlu, a listovi sa klijanaca koji su

bili tretirani sa 250 uM floretinom, nakon 10 dana od trenutka iznoSenja semena na svetlo.
3.6.2. Priprema biljnog materijala za elektronsku mikroskopiju

Za fiksaciju biljnog materijala, koris¢en je 3% rastvor glutaraldehida (Sigma-
Aldrich) u 0,1 M fosfatnom puferu (pH 7,2) tokom 4 do 6 h na temperaturi od +4 °C. Po
zavrSenoj fiksaciji, uzorci su isprani hladnim fosfatnim puferom nakon cega je usledila
postfiksacija sa 2% rastvorom osmijum-tetroksida (Sigma-Aldrich) u istom puferu tokom 2
h na sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim dehidratisani provla¢enjem kroz seriju alkohola
rastu¢ih koncentracija i na kraju kalupljeni u smoli Epon-Araldita (Sigma-Aldrich).

Dobijeni kalupi seceni su LKB III ultramikrotomom na preseke debljine 1um, bojeni
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toluidin plavim (Sigma-Aldrich) i posmatrani pod svetlosnim mikroskopom (Leica DM LB,
Meyer Instruments, Inc, Houston, SAD). Materijal za elektronsku mikroskopiju je seCen na
preseke debljine debljine 500-700 nm koji su postavljeni na bakarne mrezice i obojeni
uranil acetatom 1 olovo citratom (Leica Microsystems), a preparati posmatrani na

transmisionom elektronskom mikroskopu (Philips/FEI CM12, Eindhoven, Holandija).
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4. REZULTATI



4.1. Morfogeneza jabuke in vitro
4.1.1. Uspostavljanje kulture izdanaka jabuke in vitro

In vitro kultura izdanaka Getiri sorte jabuke (Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i
Gloster) je uspostavljena iz apeksa pazusnih pupoljaka lastara jabuke. Izdanci koji su se
razvili iz pupoljaka na MS podlozi sa 5,0 uM BA i 0,5 uM NAA su umnozavani i dalje
odrzavani na MS podlozi sa smanjenom koncentracijom hormona (2,23 uM BA i 0,27 uM
NAA). Upotreba pomenute hranljive podloge se pokazala pogodnom jer su se uspostavljene
kulture izdanaka sve cetiri sorte jabuke odlikovale bujnim rastenjem i umnozavanjem
zdravih 1 zelenih izdanaka (Slika 6), bez pojave vitrifikacije. Dobijeni izdanci su posluZzili
kao izvor eksplantata (odsecaka listova) za razvoj protokola za efikasnu regeneraciju
jabuke putem de novo organogeneze, kao bitnog preduslova za dalja biotehnoloska

istrazivanja.

A B c

Slika 6. In vitro kultura izdanaka jabuke sorti Melrouz (A), Zlatni Deliges (B), Cadel (C) i Gloster (D).
4.1.2. Optimizacija uslova za regeneraciju izdanaka jabuke

Isipitivan je uticaj razli¢itih hranljivih podloga (M1, M2 ili M3, Poglavlje 3.1.3),
orijentacije eksplantata na podlozi (polozaj adaksijalnom (Ad) ili abaksijalnom (Ab)
povrSinom prema podlozi), svetlosnog rezima kao predtretmana, agensa za ucvrs$¢ivanje
podloge, genotipa (sorte), kao 1 tipa eksplantata (polozaj odsecka lista duz aksijalne ose) na

efikasnost regeneracije izdanaka jabuke sorti Melrouz 1 Zlatni DeliSes.
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Eksplantati obe sorte jabuke, gajeni uporedo na sve tri hranljive podloge u uslovima
svetla, su nakon Sest nedelja produkovali kaluse. Orijentacija eksplantata je uticala na
formiranje kalusa samo kod sorte Melrouz. Utvrdeno je da je 46,7% eksplantata ove sorte
sa Ad orijentacijom 1 75% eksplanta sa Ab orijentacijom razvilo kaluse nezavisno od
primenjene podloge, dok je kod sorte Zlatni DeliSes to bio slucaj sa po 62,7% ekplantata
obe orijentacije. Ovi zeleni ili zeleno-crvenkasti kalusi su bili kompaktni, ¢vrsti i na njima

nije dolazilo do formiranja pupoljaka.

S druge strane, skoro 100% eksplantata obe sorte jabuke koji su bili tri nedelje na
predtretmanu u mraku, a zatim naredne tri nedelje gajeni na svetlu, je obrazovalo kaluse
uglavnom na mestima preseka lista ili duz lisne nervature. Kalusi formirani na M1(MS +
3,0 uM TDZ + 5,0 uM NAA) 1 M2 (MS + 22,0 uM TDZ + 1,5 uM IBA) podlogama su bili
mali (= 3x3 mm), rastresiti i bledozelene boje. Na ovim kalusima je jo$ u toku indukcionog
perioda u mraku zapazena pojava prvih pupoljaka. Nedelju dana nakon iznoSenja
eksplantata na svetlo, sitni listoliki ili globularni pupoljci su postali jasno uocljivi na
povrsini kalusa (Slika 7A 1 B). Paralelno, zapaZena je pojava pupoljaka koji su formirani
direktno na povrsini liske, bez posredne kalusne faze (Slika 7C 1 D). Kod obe sorte jabuke,
priblizno 50% svih eksplantata obe orijentacije, gajenih na M1 podlozi, je ispoljavalo
regenerativnu sposobnost. U slu¢aju eksplantata kultivisanih na M2 podlozi zabeleZena je
znacajno veca ucestalost regeneracije u odnosu na M1 podlogu, koja je iznosila 71,3% za

sortu Melrouz i1 82,7% za Zlatni DeliSes.

Kalusi formirani na eksplantatima gajenim na M3 indukcionoj podlozi (MS + 10,0
uM TDZ + 2,65 uM NAA) su bili voluminozni, meki i belicasti. Nakon prenosa na M3
podlogu za regeneraciju (MS + 1,0 uM NAA + 4,4 uM BA) eksplantati su, nezavisno od
predtretmana na svetlu ili u mraku kojem su bili izlozeni, nekrozirali 1 nisu formirali

izdanke.

lTM

Agens koje je koriS¢en za ucvrS¢ivanje podloge, agar ili fitagel (Phytagel ™) je

statisticki znacajno uticao na regenerativni potencijal odsecaka listova jabuke (Slika 8).
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Slika 7. Regeneracija izdanaka na eksplantatima listova jabuke sorti Melrouz i Zlatni Delises. Indirektna (A i
B) i direktna (C i D) organogeneza na odseCcima listova sorti Melrouz i Zlatni DeliSes, redom, nakon
iznosenja kultura na svetlo, a posle tri nedelje gajenja u mraku na M2 podlozi (MS + 22,0 uM TDZ + 1,5 uM
IBA) za regeneraciju, bar = 1 mm (Bar za slike A-I je prikazan na slici I). Izdanci sorti Melrouz (E) i Zlatni
Delises (F) regenerisani na eksplantatima poloZenim abaksijalnom (Ab) ili adaksijalnom (Ad) povrSinom na
M2 podlogu nakon osam nedelja kultivacije, bar = 13 mm. Oziljeni izdanci sorti Melrouz (G) i Zlatni DeliSes
(F) inicijalno gajeni na MS podlozi sa 10,0 mM ili 2,5 mM IBA, redom, a zatim Sest nedelja na MS podlozi
bez regulatora rastenja, bar = 15 mm. Aklimatizovane bilj¢ice sorte Zlatni DeliSes gajene u staklenoj basti (I),
bar = 30 mm.
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Najveca ucestalost regeneracije kod sorti Melrouz (96,6%) (Slika 8A) 1 Zlatni Delises
(87,4%) (Slika 8B) je postignuta na M2 podlozi ucvrséenoj pomocu agara. Upotreba
fitagela je uticala na povecanje broja vitrifikovanih izdanaka. Tako su kod sorte Zlatni
Delises vitrifikovani izdanci zabelezeni u priblizno tri puta ve¢em broju na podlozi sa
fitagelom (16,5% za M1 1 22% za M2 podlogu) u poredenju sa podlogama istog sastava ali
ucvrséenih pomozu agara (5% 1 7,5%, redom). Ista pojava je uocena i kod sorte Melrouz
gde je broj vitrifikovanih izdanaka na podlogama sa fitagelom bio i do 90% ve¢i nego na

odgovaraju¢im podlogama uc¢vrs¢enih pomocu agara.
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Slika 8. Uticaj agensa za u¢vri¢ivanje podloge, agara ili fitagela (Phytagel™), na udestalost regeneracije
izdanaka jabuke sorti Melrouz (A) i Zlatni DeliSes (B) iz odseCaka listova postavljenih adaksijalnom (Ad) i
abaksijalnom (Ab) povr§inom na M1 (MS + 3,0 uM TDZ + 5,0 uM NAA) ili M2 (MS + 22,0 uyM TDZ + 1,5
uM IBA) podlogu za regeneraciju. Eksplantati su gajeni tri nedelje u mraku, a zatim dodatne tri nedelje na
svetlu. Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (£SE) dva ponavljanja sa po 15 eksplantata za svaki
tretman ponovljen u dva nezavisna eksperimenta (n=60). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se
statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Na osnovu prethodnih eksperimenata je utvrdeno da je tronedeljni predtretman
eksplantata u mraku klju¢an za indukciju pupoljaka kod sorti Melrouz i Zlatni DeliSes.
Uspesna regeneracija je postignuta iskljuc¢ivo ukoliko je ista podloga (M1 ili M2) koriS¢ena
ujedno 1 za indukciju kalusa i za regeneraciju izdanaka u kombinaciji sa agarom kao
agensom za ucvrs¢ivanje. Dobijeni rezultati su posluzili kao osnova za dalje ispitivanje
uticaja genotipa (sorte), tipa eksplantata (polozaja odsecka lista na lisnoj plo¢i -
proksimalni, srediSnji i distalni), kao i1 nacina orjentacije (Ad ili Ab) eksplantata na njihov

regenerativni potencijal.

Ve¢ nakon nedelju gajenja na rezimu dugog dana posle tronedeljne inkubacije u
mraku 95% do 100% eksplantata obe sorte jabuke produkovalo je kaluse i na M1 i na M2
podlozi, nezavisno od tipa eksplantata i nac¢ina njihove orjentacije. ANOVA pokazuje da je
nakon Sest nedelja kultivacije ucestalost regeneracije kod sorte Melrouz statisti¢ki znacajno
zavisila od vrste hranljive podloge i na¢ina orjentacije eksplantata (Tabela 16), dok je kod
sorte Zlatni DeliSes ucestalost regeneracije osim pomenuta dva faktora znacajno zavisila i
od njihove interakcije (vrsta hranljive podloge x orjentacija eksplantata). Kod obe sorte
jabuke, M2 se pokazala pogodnijom za regeneraciju od M1 podloge (Tabela 16). Najveca
ucetalost regeneracije (97,4%) kod sorte Melrouz je postignuta kada su eksplantati svojom
Ad stranom bili postavljeni na podlogu (Slika 7E), dok je ista ucestalost regeneracije
(97,4%) zabeleZena 1 kod sorte Zlatni DeliSes, ali u sluc¢aju suprotne (Ab) orjentacije
eksplantata prema podlozi (Slika 7F). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
regeneracije izmedu tretmana u kojima su kao eksplantati koriS¢eni proksimalni (1),

sredis$nji (2) ili distalni (3) odsecci listova (Tabela 16).

Tabela 1. Efekat tipa i orjentacije eksplantata, kao i podloge za regeneraciju (M1 i M2) na formiranje kalusa
i regeneraciju izdanaka jabuke sorti Melroze i Zlatni DeliSes. Listovi su iseéeni poprecno u odnosu na
centralni nerv na tri segmenta koji su oznaceni kao proksimalni (1), sredisnji (2) i distalni (3) i postavljeni
svojom abaksijalnom (Ab) ili adaksijalnom (Ad) povrSinom na podloge za regeneraciju. Eksplantati su gajeni
tri nedelje u mraku, a zatim izloZeni uslovima dugog dana narednih pet nedelja. Prikazani podaci predstavljaju
srednje vrednosti (+SE) dva ponavljanja sa po 30 eksplantata za svaki tretman (n=60). Srednje vrednosti
obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni i u okviru iste sorte se statitisticki znacajno razlikuju prema LSD
testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Sorta Podloga g:sj;ll; t:tc;{: Tip eksplantata Poja\;;) l;alusa Uéestalost( ;:)generacije iZdal:l:;(s:Z:::;;g(:ljtatu SFC
M1 Ab 1 100 18,4+1,8¢c 0,28+0,04 ¢ 0,05

M1 Ab 2 95 448+ 2.3 be 0,56 + 0,06 de 0,25

M1 Ab 3 95 39,0+4,4 bc 0,75+ 0,07 cde 1,72

M1 Ad 1 100 75,2+0,3 ab 2,96 +0,06b 2,23

M1 Ad 2 100 75,2+0,3 ab 2,82+ 0,07 be 2,12

M1 Ad 3 95 65,1 £ 0,3 abc 2,18+ 0,07 bed 1,42

Melrouz

M2 Ab 1 100 50,0+ 1,0 be 499+0,17b 2,50

M2 Ab 2 100 60,2+ 1,1 abc 2,71+ 0,11 be 1,63

M2 Ab 3 95 65,1 £ 0,3 abc 406+0,13b 2,64

M2 Ad 1 100 94,7+53a 10,58 £ 0,09 a 10,02

M2 Ad 2 100 97,4+2,6a 11,75+ 0,07 a 11,44

M2 Ad 3 95 75,2+0,3 ab 499+0,12b 3,75

MIl Ab 1 95 70,0 + 0,0 bed 1,27 £ 0,04 cdef 0,89

Ml Ab 2 100 398+1,1d 0,42 + 0,04 f 0,17

Ml Ab 3 100 45,0+£0,3 cd 0,69 £0,05 ef 0,31

Ml Ad 1 100 50,0+ 0,0 cd 1,05 £ 0,06 def 0,53

Ml Ad 2 100 448+23 cd 0,45+0,03 f 0,20

Zlatni Delites Ml Ad 3 100 55,0 £ 0,3 bed 0,74 £0,05 ef 0,41
M2 Ab 1 100 97,4+2,6a 5,44+ 0,04 a 5,30

M2 Ab 2 100 974+26a 5,06 = 0,04 ab 4,93

M2 Ab 3 100 974+26a 6,47+ 0,05 a 6,30

M2 Ad 1 100 81,0+ 1,7 ab 2,93 + 0,05 be 2,37

M2 Ad 2 100 75,2+0,3 be 2,42 + 0,06 cd 1,82

M2 Ad 3 100 60,0 + 0,0 bed 1,98 £ 0,08 cde 1,19
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Razlike izmedu sort Melrouz i Zlatni DeliSes su bile izrazenije u pogledu prose¢nog
broja regenerisanih izdanaka po eksplantatu, nego one zabelezene u slucaju ucestalosti
regeneracije. ANOVA je ukazala da su isti parametri koji su u okviru jedne sorte uticali na
ucestalost regeneracije, znacajano uticali i na proseCan broj regenerisanih izdanaka po
eksplantatu. Kod sorte Melrouz to su bili: vrsta hranljive podloge i naCin orjentacije
eksplantata, a kod sorte Zlatni DeliSes pored vrste hranljive podloge, nacina orjentacije
eksplantata 1 njihova interakcija. Kod sorte Melrouz, najve¢i prosecan broj izdanaka po
eksplantatu je regenerisan iz Ad eksplantata, odsecak 1 i 2 na M2 podlozi (10,58 i 11,75,
redom) (Tabela 16), $to je skoro dvostruko vise od maksimalnog prose¢nog broja pupoljaka
dobijenog u slucaju Ab orijentacije eksplantata na M2 podlozi kod sorte Zlatni Delises
(6,47) (Tabela 16). Shodno tome i SFC indeks je u najoptimalnijim uslovima za
regeneraciju za sortu Zlatni DeliSes bio znatno nizi (6,30) u odnosu na onaj dobijen kod

sorte Melrouz (11,44) (Tabela 16).

Vecina regenerisanih izdanaka je bila zelena, zdrava 1 bez abnormalnosti (Slika 7G 1
H). Ipak, manji broj vitrifikovanih izdanaka je zabelezen kod obe sorte jabuke na M1 1 M2
podlogama. Kod Zlatnog DeliSesa procenat vitrifikovanih izdanaka je varirao od 5,5% na
M1 do 7,3% na M2 podlozi, a kod Melrouz od 6,8% na M1 do 11,1% na M2 podlozi.
Vitrifikovani izdanci su odstranjeni iz kultura 1 samo oni zdravi su preneti na medijum za

umnozavanje (SMM).

4.1.3. Uticaj p-laktamskih antibiotika na regeneraciju izdanaka jabuke

S ciljem povecanja regenerativnog odgovora odseCaka listova jabuke ispitivan je
uticaj B-laktamskih antibiotika cefotaksima (Cef), meropenema (Mer) i timentina (Tim) na

regeneraciju izdanaka kod sorte Zlatni DeliSes.

Ve¢ nakon dve do tri nedelje inkubacije u mraku, na vec¢ini odse€aka listova gajenih
na M2 podlozi za regeneraciju 1 u prisustvu ili bez B-laktamskih antibiotika (kontrola) doslo
je do formiranja kalusa. Kalusi su formirani uglavnom duz ivica se€enja eksplantata ili duz

glavnog nerva listova. Jo§ u toku indukcionog perioda u mraku, zapazena je pojava prvih
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pupoljaka na kalusima kod svih tretmana. Nakon osam nedelja kultivacije (tri u mraku i
dodatnih pet u uslovima dugog dana), B-laktamski antibiotici su, u zavisnosti od tipa i
koncentracije u kojoj su primenjeni, razli¢ito uticali na regenerativni odgovor odseCaka
listova jabuke. Ovaj uticaj se manifestovao statistiCki znacajnim razlikama u ucestalosti
regeneracije, proseCnom broju izdanaka po eksplantatu i SFC indeksu u odnosu na
netretiranu kontrolu. Kontrolni eksplantati su regenerisali sa visokom ucestaloséu (94,9%),

daju¢i prosecno 7,67 izdanaka po eksplantatu (Slika 9A i1 B).

Cefotaksim u koncentracijama od 200 i 300 mg L™ nije doveo do statisticki
znadajnog povecanja udestalosti regeneracije (Slika 9A), dok je tretman sa 300 mg L™
cefotaksima statisticki znacajano povecavao proseCan broj izdanaka po eksplantatu u
poredenju sa kontrolom (9,39 vs. 7,67) (Slika 9B). Suprotno, cefotaksim u koncentracijama
od 100, 500 i 600 mg L je doveo do smanjenja ucestalosti regeneracije, koje je bilo

najvece na tretmanu sa 600 mg L™ (44,7%) (Slika 9A).

Meropenem je u svim primenjenim koncentracijama uticao na statisticki znacajno
smanjenje ucestalosti regeneracije. Razlike izmedu vrednosti za ucestalosti regeneracije
eksplantata na podlogama sa razli¢itim koncentracijama meropenema su bile minimalne,
osim u slu¢aju tretmana sa 150 mg L™ meropenema koji je delovao izrazito inhibitorno,
smanjujuci vrednost ucestalosti regeneracije na 28,5% (Slika 10A). Takode, meropenem je
u svim primenjenim koncentracijama, izuzev najmanje od 25 mg L™, uticao na statisticki
znacajno smanjenje prosecnog broja regenerisanih izdanaka po eksplantatu u poredenju sa

kontrolom (Slika 10B).
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Slika 9. Uticaj cefotaksima (Cef) na ucestalost regeneracije (A), prosecan broj izdanaka po eksplantatu (B) i
kapacitet za formiranje izdanaka (SFC) (C) iz odsecaka listova jabuke sorte Zlatni DeliSes, nakon tri nedelje
gajenja na M2 podlozi u mraku i dodatnih pet nedelja u uslovima dugog dana. Prikazani podaci predstavljaju
srednje vrednosti (£SE) pet ponavljanja sa po 12 eksplantata za svaki tretman (n=60). Srednje vrednosti
obelezene istim slovom se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znac¢ajnosti p < 0,05.
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Slika 10. Uticaj meropenema (Mer) na ucestalost regeneracije (A), prosecan broj izdanaka po eksplantatu (B)
i kapacitet za formiranje izdanaka (SFC) (C) iz odseCaka listova jabuke sorte Zlatni Delises, nakon tri nedelje
gajenja na M2 podlozi u mraku i dodatnih pet nedelja u uslovima dugog dana. Prikazani podaci predstavljaju
srednje vrednosti (£SE) pet ponavljanja sa po 12 eksplantata za svaki tretman (n=60). Srednje vrednosti
obelezene istim slovom se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Iako meropenem nije uticao pozitivho na regenerativni odgovor eksplantata kao
cefotaksim, izdanci regenerisani na M2 podlozi sa meropenemom u koncentracijama od 25
do 125 mg L™ su rasli intenzivnije i dali veée, snaznije i bolje razvijene izdanke nego oni

koji su regenerisani na podlozi sa cefotaksimom nakon istog perioda gajenja (Slika 11).

Slika 11. Izdanci regenerisani na M2 podlozi za regeneraciju bez antibiotika (kontrola), M2 podlozi sa
dodatkom 300 mg L' cefotaksima (Cef 300) ili 50 mg L™ meropenema (Mer 50) nakon tri nedelje kultivacije
u mraku i dodatnih pet nedelja u uslovima dugog dana. Bar = 5 mm.

Sliéno kao meropenem, i timentin je u svim primenjenim koncentracijama imao
negativan uticaj na regenerativni odgovor eksplantata listova jabuke, s tim $to je on bio
manje izraZen u slucaju ucestalosti regeneracije (Slika 12A) nego u slucaju prosecnog broja
izdanaka po eksplantatu (Slika 12B). Najvece smanjenje regenerativnog odgovora koje se
ogledalo u skoro dvostrukom smanjenju ucestalosti regeneracije i trostrukom smanjenju
proseénog broja pupoljaka po eksplantatu, zapazeno je na podlozi sa najviSom
kocentracijom timentina od 600 mg L™ (Slika 12A i B). Kumulativni efekat smanjenja
ucestalosti regeneracije 1 prosecnog broja pupoljaka po eksplantatu rezultovao je u
smanjenju SFC vrednosti eksplantata gajenih na svim podlogama sa timentinom, izuzev

one sa najmanjom koncentracijom (100 mg L) (Slika 12C).
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Slika 12. Uticaj timentina (Tim) na ucestalost regeneracije (A), proseCan broj izdanaka po eksplantatu (B) i
kapacitet za formiranje izdanaka (SFC) (C) iz odsecaka listova jabuke sorte Zlatni DeliSes, nakon tri nedelje
gajenja na M2 podlozi u mraku i dodatnih pet nedelja u uslovima dugog dana. Prikazani podaci predstavljaju
srednje vrednosti (+SE) pet ponavljanja sa po 12 eksplantata za svaki tretman (n=60). Srednje vrednosti
obelezene istim slovom se statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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4.1.4. UmnoZavanje izdanaka

Vrsta podloge za regeneraciju je statisticki znacCajno uticala, ne samo na
regeneraciju izdanaka iz odsecaka listova, nego i1 na kasnije umnozavanje tako
regenerisanih izdanaka na SMM podlozi (2,2 uM BA + 0,3 uM NAA) (Slika 13). Tako je
broj novoformiranih izdanaka kod obe sorte bio dvostruko veéi u slucaju kada je za
regeneraciju izdanaka koris¢ena M2 hranljiva podloga, u poredenju sa M1 podlogom. Ovaj
produzeni uticaj SRM podloga je bio osetan 1 tokom naredne tri subkultivacije. Izdanci
sorte Melrouz, regenerisani na obe podloge za regeneraciju, su pokazali veci potencijal za
umnozavanje od sorte Zlatni DeliSes. Najveéi prosecan broj novoformiranih izdanaka
(13,4) zabeleZen je nakon Sest nedelja gajenja na SMM podlozi izdanaka sorte Melrouz koji

su bili regenerisani na M2 podlozi (Slika 13).

oM1 mM2
= 16 + o
c 14 - SR
S 12
r— m A
Ex 10
S c
SE 8-
=T 5 -
O N
= 44
g o J —
0 : .
Melrouz Zlatni DeliSes
Sorta

Slika 13. Produzeni efekat podloga za regeneraciju izdanaka M1 i M2 na broj novoformiranih izdanaka
gajenih Sest nedelja na SMM podlozi za umnozavanje koja je sadrzala 2,2 uM BA 1 0,3 uM NAA. Prikazani
podaci predstavljaju srednje vrednosti pet ponavljanja (+SE) sa po pet eksplantata za svaki tretman (n=25).
Efekat M1 i M2 podloga na broj novoformiranih izdanaka jedne sorte poreden je #-testom na nivou
znacajnosti p < 0,05. Zvezdicama su obelezene srednje vrednosti koje se statitisticki znacajno razlikuju.
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4.1.5. Oziljavanje izdanaka i aklimatizacija biljaka u uslovima staklene baste

Nakon uspostavljanja optimalnih uslova za efikasnu regeneraciju izdanaka iz
odsecaka listova jabuke i1 njihovo umnozavanje, ispitivan je efekat auksina IBA i NAA na
oziljavanje izdanaka sorti Melrouz i Zlatni DeliSes, a potom je pristupljeno njihovoj

aklimatizaciji u uslovima staklene baste.

Izdanci sorti Melrouz i Zlatni DeliSes regenerisani na hranljivim podlogama M1 i
M2 i umnozeni na SMM podlozi su nakon dostizanja visine od 2 do 3 cm izdvajani iz
Zbunica 1 preneti na MS podlogu sa IBA ili NAA u rastu¢im koncentracijama od 0; 2,5; 5,0
ili 10 uM. ANOVA je ukazala da su sorta i vrsta hranljive podloge, kao 1 interakcija ova
dva faktora (sorta x podloga) znac¢ajno uticala na ucestalost oziljavanja, dok su prosecan
broj korenova po izdanku i duzina korena zavisili od sorte i vrste hranljive podloge.
Najveci procenat oziljavanja od 74,3% je zabelezen u slucaju izdanaka sorte Zlatni DeliSes
gajenih na podlozi sa 2,5 uM IBA (Tabela 17). Ucestalost oZiljavanja ove sorte je opadala
sa porastom koncentracije IBA, dok takav trend nije zabelezen u slu€aju primene NAA
(Tabela 17). Prosecno tri korena duzine od 3,5 do 13,5 cm su formirana po izdanku sorte
Zlatni DeliSes (Tabela 17). Kod sorte Melrouz najveca ucestalost regeneracije korenova od
62,1% je postignuta na podlozi sa 10 pM IBA, na kojoj je formirano u proseku 2,4 korena
po izdanku, duZine 2 do 7 cm (Tabela 17). Poredenjem parametara koji opisuju sposobnost
oziljavanja izdanaka kao $to su ucestalost oziljavanja i prosecan broj korenova po izdanku,
nije primecena znacajna razlika izmedu izdanaka regenerisanih na hranljivim podlogama
M1 1 M2, usled cega su rezultati za izdanke sa ove dve podloge objedinjeni 1 kao takvi
prikazani u Tabeli 17. Na izdancima gajenim na kontrolnoj MS podlozi bez regulatora

rastenja nije doSlo do formiranja korenova.

Bilj¢ice sa dobro razvijenim korenom (Slika 7G i H), posadene u plasticne posude
sa meSavinom zemlje i peska, su uspeSno aklimatizovane u staklenoj basti (Slika 71).
Nakon dva meseca aklimatizacije, stopa prezivljavanja biljaka sorte Zlatni DeliSes je

iznosila 89%, a sorte Melrouz 74%.
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Tabela 17. Efekat auksina IBA i NAA na ozijavanje izdanaka jabuke sorti Melrouz i Zlatni DeliSes. 1zdanci
su gajeni sedam dana na MS podlozi sa dodatkom IBA ili NAA (pet dana u mraku/dva dana u uslovima
dugog dana), a zatim su preneti na podlogu bez regulatora rastenja. Prikazani podaci predstavljaju srednje
vrednosti (=SE) dva ponavljanja sa po 10 eksplantata za svaki tretman (n=20). Srednje vrednosti u istoj koloni
obelezene razlicitim slovima se statitisticki znacajno razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p <

0,05.

Auksin (uM) Ucestalost i fan broi Dufina k
SO e proven (I T Wbl e
()
0,0 0,0 0,00+ 0¢ 0,0+0e 0,0+0e
2,5 - 55,52+0,21 ¢ 2,6 +£0,4 abcd 27,5+03d
5,0 - 52,00+0,09 ¢ 2,3+0,3 bed 38,5+ 0,2 bed
Melrouz 10,0 - 62,02 + 0,09 bc 2,4+ 0,4 abcd 41,5 £0,9 abcd
- 2,5 34,21 £0,13d 1,8+0,3d 250+0,5d
- 5,0 26,34 £ 0,02 d 2,0+£0,1cd 27,5+0,3d
- 10,0 24,65+ 0,01d 3,0+ 0,9 abc 45,0+ 1,5 abed
0,0 0,0 0,00+ 0¢e 0,0+0e 0,0+0e
2,5 - 74,30+ 04 a 3,2+0,2 abc 72,3+ 1,6 ab
5,0 - 68,01 £ 0,04 ab 2,9 + 1,6 abed 740+3,1a
Zlatni DeliSes 10,0 - 59,02 +0,17 be 3,3+ 0,6 ab 65,0 £2,0 abc
- 2,5 56,56 0,43 ¢ 2,8 +£0,3 abcd 36,0+ 0,4 cd
- 5,0 59,12+ 0,67 bc 3,2+0,2 abc 40,1 + 1,0 abed
- 10,0 56,00+ 0,01 ¢ 3,6£0,6a 45,0+ 0,5 abed

4.2. Geneti¢ka transformacija jabuke
4.2.1. Geneticka transformacija jabuke sa A. rhizogenes 15834

Prvi potencijalno transformisani (PT) korenovi su se pojavili na izdancima jabuke
sorti Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i Gloster, dve nedelje nakon inokulacije sojem A.
rhizogenes 15834, nezavisno od nacina inokulacije. U slu¢aju kada je inokulacija vrSena
ozledivanjem stabljike izdanka ubadanjem sterilnom iglom prethodno zaronjenom u
bakterijsku suspenziju (I), korenovi su se predominantno razvili na samim mestima

ozledivanja (Slika 14).
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Slika 14. Transformisani korenovi regenerisani na mestu ozledivanja tkiva izdanka jabuke.

U drugom slu€aju, tj. kada je stablo izdanka na mestu preseka uranjano u
bakterijsku suspenziju (II), do pojave korenova dolazilo je, ne samo na mestu preseka, vec 1
u njegovoj okolini, ¢esto 10 do 20 mm iznad bazalnog kraja izdanka (Slika 15A). U nekim
slu¢ajevima, dolazilo je do formiranja adventivnih korenova i na povrsini listova (Slika
15A.). Belicast, rastresit kalus je Cesto bio prisutan na mestima inokulacije kod izdanaka
koji nisu formirali korenove. Tokom narednih pet nedelja, doSlo je do pojave novih
korenova, dok su se postojeéi izduzivali, dostizu¢i duzinu i do 12 cm sedam nedelja nakon

inokulacije. Na kontrolnim izdancima nije doslo do formiranja adventivnih korenova.

Formirani adventivni korenovi su pokazivali izraZen agravitropski rast, $to je tipicna
karakteristika transformisanih (eng. hairy root, HR) korenova. Pojedini adventivni
korenovi su rasli naviSe, obrazuju¢i karakteristicne uvojke (Slika 15B). U nekim
slu¢ajevima lateralni korenovi su bili srasli pri osnovi formiraju¢i tvorevinu nepravilnog
oblika sa kalusnim tkivom na povrSini (Slika 15C). Vecina potencijalno transformisanih
korenova je bila debela, bela, ponekad blago-rozikasto obojena (Slika 15D) ili sa
primesama zuckaste boje (Slika 15E). Vecina njih je posedovala deblje, rede rasporedene

lateralne korenove bez korenskih dlaka, dok je kod nekoliko linija zabelezeno odsustvo ili
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prisustvo samo 1-2 lateralna korena. Kalusno tkivo je Cesto bilo prisutno na celoj povrSini

korenova (Slika 15F).

Slika 15. Transformisani korenovi jabuke sedam nedelja nakon inokulacije sojem A. rhizogenes 15834.
Transformisani korenovi regenerisani na mestu preseka izdanka inokulisanog agrobakterijama (crvena
strelica), ~15 mm iznad mesta preseka (crna strelica) i na povrSini lista izdanka (plava strelica) (A);
Agravitropski rast transformisanih korenova (B); Tvorevina nepravilnog oblika nastala srastanjem bazalnih
delova transformisanih korenova (strelica) (C); Blago-rozikasta (D) ili zuckasta (E) obojenost transformisanih
korenova; Formiranje kalusnog tkiva na povrsini transformisanih korenova (F).

Efikasnost transformacije sojem A. rhizogenes 15834 je zavisila od sorte jabuke i
od nacina na koji je vrSena inokulacija. Prva inokulaciona procedura, koja je

podrazumevala ozledivanje stabljike izdanka ubadanjem sterilnom iglom, pokazala se
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pogodnijom za transformaciju izdanaka sorte Melrouz, obezbedujuéi efikasnost
transformacije od 70,2% (Tabela 18). U slucaju sorte Zlatni DeliSes, efikasnost
transformacije je bila zna¢ajno manja (2,8%), dok sorte Cadel i Gloster nije bilo moguée
transformisati koriS¢enjem ove inokulacione procedure (Tabela 18). Medutim, sorte Zlatni
Delises, Cadel i Gloster su uspe$no transformisane pomoéu drugog nadina inokulacije,
uranjanjem mesta preseka izdanka u bakterijsku suspenziju (Tabela 18). Na taj nacin,
efikasnost transformacije je za sortu Zlatni Delides poveéana na 39,3%, dok su sorte Cadel i
Gloster transformisane sa efikasnoS¢u od 30% 1 10%, redom. Kod sorte Melrouz, druga
inokulaciona procedura je bila znatno manje uspesna i rezultovala je efikasnoséu
transformacije od samo 3,3%. Moze se zakljuciti da je prva inokulaciona procedura
pogodnija za geneticku transformaciju sorte Melrouz, a druga za transformaciju sorti Zlatni

Delises, Cadel i Gloster.

Tabela 18. Regeneracija adventivnih korenova na izdancima jabuke sorti Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i
Gloster sedam nedelja nakon inokulacije izdanaka sojem A. rhizogenes 15834 in vitro, uz koris¢enje dva
nadina inokulacije agrobakterija (I i II). Efikasnost transformacije = (ukupan broj linija potencijalno
transformisanih korenova / broj inokulisanih izdanaka) x 100. PT - potencijalno transformisani korenovi.

Procenat
Broj izdanaka sa Ukupan broj Prose¢an broj Efikasnost

Sorta inokuisanih PT linija PT PT korenova | transformacije

izdanaka korenovima korenova po izdanku (%)
(%)
Inokulacija ozledivanjem stabljike izdanka (I)
Melrouz 94 18,1 66 3,9 70,2
Zlatni DeliSes 36 2,8 1 1,0 2,8
Cadel 34 0,0 0 0,0 0,0
Gloster 31 0,0 0 0,0 0,0
Inokulacija uranjanjem mesta preseka izdanka u bakterijsku suspenziju (II)

Melrouz 30 3,3 1 1,0 3,3
Zlatni DeliSes 28 39,3 11 1,0 39,3
Cadel 30 20,0 9 1,5 30,0
Gloster 30 10,0 3 1,0 10,0

93




4.2.2. Uspostavljanje permanentne kulture potencijalno transformisanih korenova

jabuke in vitro

Sedam nedelja nakon inokulacije, formirani adventivni korenovi koji su dostizali
duzinu od 2 do 12 cm su iseceni u osnovi i skinuti sa izdanaka, a zatim dalje gajeni kao
samostalne linije korenova u te€noj MS podlozi sa dodatkom cefotaksima. Izmedu linija
korenova gajenih u te¢noj podlozi zapazene su znatne razlike u intenzitetu rastenja i
sposobnosti formiranja lateralnih korenova. Manji broj linija se granao, formiraju¢i masu
lateralnih korenova i znacajno uvecavajuci biomasu (Slika 16A i B), dok se veéina linija
korenova odlikovala umerenim (Slika 116C) i1 sporim rastom (Slika 16D) koji se
prvenstveno ogledao u izduzivanju aksijalnog korena. Izvestan broj PT linija korenova (8)
je potpuno prestao da raste ubrzo nakon odvajanja od izdanka ili tokom prva Cetiri meseca
gajenja u tecnoj podlozi. Od ukupno 36 linija korenova inicijalno postavljenih u tec¢nu
podlogu, samo 28 linija (Melrouz 7, Zlatni Delises 12, Cadel 6, Gloster 3) se odrzalo u

kulturi i bilo podvrgnuto molekularnoj karakterizaciji (Poglavlje 4.6.4.).
4.2.3. Uspostavljanje in vitro kulture netransformisanih (kontrolnih) korenova jabuke

S obzirom na to da kontrolni izdanci sve cetiri sorte jabuke koji su tretirani
ozledivanjem izdanaka ili uranjanjem mesta preseka izdanaka u te¢nu YEB podlogu koja
nije sadrzala agrobakterije, nisu formirali korenove, dobijanje netransformisanih korenova
koji bi posluzili kao kontrola u daljem eksperimentalnom radu je postignuto oziljavanjem
izdanaka jabuke na ¢vrstoj MS podlozi koja je sadrzala IBA, prema protokolu opisanom u
Poglavlju 3.2.3. Korenovi dobijeni na ovakav nacin (Slika 16E) su odvajani od izdanaka i
dalje samostalno gajeni u te€noj MS podlozi bez regulatora rastenja ili uz dodatak IBA u
koncentraciji od 0,5 mg L. Kontrolni korenovi gajeni u podlozi bez regulatora rastenja
nisu rasli i vrlo brzo su postali braonkasti, a zatim su i potpuno propali. Kod onih koji su
gajeni u te¢noj podlozi sa 0,5 mg L™ IBA zapaZeno je intenzivno kalusiranje na povrsini
korenova kao i1 odvajanje ¢elija epidermisa 1 korteksa Sto je dovodilo do znatnog zamucenja
te¢ne hranljive podloge 1 stvaranje taloga u Erlenmajerima posle Cetiri nedelje kultivacije.

Pocev od druge subkultivacije u te¢nu hranljivu podlogu istog sastava, pojava kalusa je
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znatno smanjena i zapazeno je intenzivano formiranje velikog broja lateralnih korenova, $to
je ubrzo rezultiralo znacajnim povecanjem biomase. Ubrzo je formiranje novih boc¢nih
korenova usporeno, a rast kultura se prvenstveno zasnivao na izduzivanju postojecih
korenova. Tako formirane kulture netransformisanih kontrolnih korenova je odlikovalo
prisustvo veoma tankih i izduzenih korenova (Slika 16F), Sto ih je znatno razlikovalo od
kultura potencijalno transformisanih korenova (Slika 16A-D). Nakon Sest meseci, kulture
kontrolnih korenova gajenih u te¢noj MS podlozi sa dodatkom 0,5 mg L' IBA su zna&ajno
usporile rast, korenovi su postali Zuckasti 1 prestali da se granaju, a na njihovoj povrsini se
pojavila znatna koli¢ina kalusnog tkiva, nakon ¢ega je ubrzo doslo i do njihovog potpunog

propadanja.

Slika 16. Izgled potencijalno transformisanih linija korenova i netransformisanih kontrolnih korenova sorte
Zlatni DeliSes. Transformisani korenovi intenzivnog rasta (linije ZD12 (A) i ZD1 (B)); umerenog rasta (linija
ZD11 (C)) i slabog rasta (linija ZD3 (D)) nakon 16 nedelja gajenja u tecnoj MS podlozi bez regulatora
rastenja. Oziljeni kontrolni izdanak (E); Netransformisani kontrolni koren odsecen sa izdanka prikazanog na
slici (E) nakon 12 nedelja gajenja u te¢noj MS podlozi sa dodatkom IBA 0,5 mg L™ (F).
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4.2.4. Molekularna karakterizacija potencijalno transformisanih korenova jabuke

Ekspresija gena sa Ty- (rold, rolB, rolC i rolD) 1 Tr- (auxl i aux2) regiona Ri
plazmida A. rhizogenes 15834 kod potencijalno transformisnih korenova jabuke sorti
Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i Gloster je potvrdena RT-PCR analizom. Odsustvo
kontaminacije bakterijskom DNK je potvrdeno kod svih 28 PT linija korenova analizom
ekspresije bakterijskog virDI gena koji se nalazi na Ri plazmidu van granica T-DNK.
VirDI-specifi¢an signal nije bio detektovan ni kod jedne ispitivane linije (Tabela 19; Slike
17, 18, 19 1 20). Potvrda ekspresije rold, rolB, rolC i rolD gena kod svih PT linija je
ukazala na integraciju kompletnog T -DNA regiona i nedvosmisleno potvrdila njihovu
transgenu prirodu (Tabela 19; Slike 17, 18, 19 1 20) zbog ¢ega su u tekstu dalje oznacavani
kao transformisani korenovi (eng. hairy root, HR). Za razliku od rol gena, aux! i aux2 geni
su se eksprimirali samo kod pojedinih ispitivanih HR linijja. Deset HR linija nije
eksprimiralo ni jedan aux gen, dok je ekspresija oba aux gena detektovana kod dve HR
linije sorte Melrouz (M2 1 M6) i jedne HR linije sorte Zlatni DeliSes (ZD3) (Tabela 19). HR
linije M3 1 M5 su pokazivale ekspresiju samo aux/gena, dok je pojedinacna ekspresija aux2
gena zabeleZena kod ukupno 13 HR linija razli€itih sorti jabuke (Tabela 19). Neocekivano,
signal slabog intenziteta za rold gen je detektovan i kod netransformisanih kontrolnih
korenova sorte Melrouz, za rolC kod sorti Zlatni DeliSes 1 Gloster i 7o/D kod kontrolnih

korenova sorti Cadel i Gloster (Tabela 19; Slike 17, 18, 19 1 20).

Tabela 19. RT-PCR analiza ekspresije rol, aux i virDI gena kod potencijano transformisanih linija korenova
sorti Melrouz (M1-7), Zlatni Delises (ZD1-12), Gloster (G1-3) i Cadel (C1-6) dobijenih transformacijom sa
A. rhizogenes 15834. PK - pozitivna kontrola (4. rhizogenes 15834); NK - negativna kontrola
(netransformisani korenovi); referentni gen - MdAktin.

T.-DNA Tr-DNA
Linije korenova virD1 | MdAktin
rolA rolB rolC rolD auxl aux2

PK + + + + + + + -

NK M + - - - - . _ +

NK ZD - - + - - - - +

NK C - - - + § - - ¥

NK G - - + + - - - +
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Nastavak Tabele 19.

MdAktin

virD1

Tr-DNA

aux2

auxl

T.-DNA

rolD

rolC

rolB

rolA

Linije korenova

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

ZD1
ZD2
ZD3
ZD4
ZD5
ZD6
ZD7
ZD8
ZD9
ZD10

ZD11

ZD12

Gl

G2

G3
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Melrouz
L B K 1 2 3 4 5 6 7 Ar

rolA
203 bp

s e Rem sod o0 e eel WD

rolB

L2 X _ 2 3§ % % T ] 348 bp

rolC

- D D GID D D N e -1—342 bp

rolD

LA 2 2 1 2 1 12 ]} '-_477bp

aux1
. 199 bp

aux2
217 bp

virD1
441 bp

MdAktin

Slika 17. Ekspresija rolA, rolB, rolC, rolD, auxi, aux2, virD1 i MdAktin gena u kontrolnim i transformisanim
(HR) korenovima jabuke sorte Melrouz. L: DNK standard (GeneRuler 100 bp DNA ladder, Thermo Fisher
Scientific), B: negativna kontrola PCR reakcije (blank), K: netransformisana kontrola, 1-7: potencijalne
transformisane HR linije, Ar: pozitivna kontrola (4. rhizogenes).
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Zlatni Delises
L B K 1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 Ar

rolA
203 bp

rolB
348 bp

rolC
=342 bp

rolD
- a77 bp

aux1

~ 199 bp

-

aux2
217 bp

virD1
441 bp

MdAktin
310 bp

Slika 18. Ekspresija rolA, rolB, rolC, rolD, auxi, aux2, virD1 i MdAktin gena u kontrolnim i transformisanim
(HR) korenovima jabuke sorte Zlatni DeliSes. L: DNK standard (GeneRuler 100 bp DNA ladder, Thermo
Fisher Scientific), B: negativna kontrola PCR reakcije (blank), K: netransformisana kontrola, 1-12:
potencijalne transformisane HR linije, Ar: pozitivna kontrola (4. rhizogenes).
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Cadel

L B K1 2 3 4 5 6 Ar

rolA
203 bp

rolB
348 bp

rolC

—~*"342bp

rolD
477 bp

aux1
. 199 bp

aux2
217 bp

virD1
441 bp

MdAktin
310 bp

Slika 19. Ekspresija rolA, rolB, rolC, rolD, auxi, aux2, virD1 i MdAktin gena u kontrolnim i transformisanim
(HR) korenovima jabuke sorte Cadel. L: DNK standard (GeneRuler 100 bp DNA ladder, Thermo Fisher
Scientific), B: negativna kontrola PCR reakcije (blank), K: netransformisana kontrola, 1-6: potencijalne

transformisane HR linije, Ar: pozitivna kontrola (4. rhizogenes).
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Gloster
L B K1 2 3 Ar

rolA
203 bp

rolB
348 bp

rolC
342 bp

rolD
- 477 bp

auxt1
- 199 bp

aux?2
217 bp

virD1
. 441 bp

MdAktin
310 bp

Slika 20. Ekspresija rolA, rolB, rolC, rolD, auxi, aux2, virD1 i MdAktin gena u kontrolnim i transformisanim
(HR) korenovima jabuke sorte Gloster. L: DNK standard (GeneRuler 100 bp DNA ladder, Thermo Fisher
Scientific), B: negativna kontrola PCR reakcije (blank), K: netransformisana kontrola, 1-3: potencijalne
transformisane HR linije, Ar: pozitivna kontrola (4. rhizogenes).
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4.2.5. Optimizacija uslova za gajenje transformisanih korenova in vitro

Uprkos konstantnom rastu svih prezivelih HR linija, ve¢inu njih je odlikovao mali
prirast biomase tokom jedne subkulture. U cilju optimizacije uslova za povecanje prirasta
biomase, ispitan je efekat nekoliko hranljivih te¢nih podloga razli¢itog mineralnog sastava
(Slika 21), kao i tipa i koncentracije odabranih auksina (IBA i NAA) (Slika 22) na prirast
mase transformisanih korenova. S obzirom da je linija ZD12 (Slika 16A) pokazivala
zadovoljavajuéi rast i u tecnoj MS podlozi bez regulatora rastenja, mogla je obezbediti
dovoljnu koli¢inu pocetnog materijala za sprovodenje eksperimenta i zato je upravo ona

izabrana kao najpogodnija za analize prirasta biomase.
4.2.5.1. Efekat hranljivih podloga razli¢itog mineralnog sastava

Korenovi linije ZD12 su gajeni u hranljivim te¢nim podlogama razli¢itog sastava

mikro- 1 makro- soli (MS, WPM, BS5), kao 1 u nijihovim polu-razblazenim varijantama

(MS, WPM i 14B5) (Slika 21).

MS 2 MS % B5 WPM % WPM

w
(@]
(@]
joi]

Prirast mase korenova (%)

Mineralna podloga

Slika 21. Prirast mase transformisanih korenova linije ZD12 nakon Sest nedelja gajenja u hranljivim tecnim
podlogama razli¢itog mineralnog sastava: MS (Murashige i Skoog, 1962), modifikovanoj WPM (Lloyd i
McCown, 1980, eng. Woody Plant Medium) i B5 (Gamborg i sar, 1968) i njihovim polu-razblazenim
varijantama (}2MS, 2WPM i 2B5). Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (+SE) tri ponavljanja za
svaki tretman ponovljen u dva nezavisna eksperimenta (n=6). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se
statitisticki znacajno ne razlikuju prema LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.
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Tokom prve dve nedelje gajenja rast korenova u svim ispitivanim te¢nim
podlogama je bio relativno slab. Medutim, nakon inicijalnog perioda stagnacije, korenovi
su poceli da se granaju i da rastu intenzivnije, pogotovo u 2MS 1 2B5 te€nim podlogama.
Nakon Sest nedelja rasta na razli¢itim hranljivim podlogama, najveci prirast korenova je
ostvaren na 2MS podlozi (231%) u poredenju sa podlogama drugog mineralnog sastava
(165% 1 nize). Tako na osnovu ANOVA ne postoji statistiCki znacajna razlika u prirastu
mase korenova izmedu tretmana 2MS 1 2B5, korenovi gajeni u 2B5 tecnoj podlozi su
tokom druge subkultivacije postepeno dobijali braonkastu obojenost. Stoga je podloga koja
je sadrzala dvostruko razblazen MS mineralni rastvor (%2MS) odabrana za dalje gajenje i

odrzavanje svih transformisanih linija.
4.2.5.2. Efekat egzogeno dodatih auksina na rast transformisanih korenova jabuke

U cilju dalje optimizacije uslova za gajenje transformisanih korenova jabuke i
poveCanje prirasta biomase, ispitivan je efekat auksina IBA 1 NAA u rastuéim
koncentracijama (0,01; 0,025; 0,05; 0,1 ili 0,2 mg L'l) dodatih u hranljivu te¢nu MS
podlogu, na rast korenova linije ZD12 (Slika 22). Sve primenjene koncentracije auksina
imale su statisticki znacajan pozitivan efekat na rast korenova jabuke. Najveci prirast mase
zabeleZen je kod korenova gajenih u teénoj podlozi sa 0,1 mg L™ NAA (455%) i 0,025 mg
L' IBA (435%) u odnosu na MS podlogu bez regulatora rastenja (93%). Uprkos
intenzivnom rastenju tokom prve etiri nedelje kultivacije u te¢noj podlozi sa 0,1 mg L™
NAA, dalja kultivacija je dovodila do zadebljavanja korenova i obrazovanja znatne koli¢ine
kalusnog tkiva koje je onemogucilo dalje formiranje lateralnih korenova. UopSte, pojava
kalusa na korenovima je bila indukovana dodavajem oba auksina, a stepen kalusiranja je
bio proporcionalan njihovoj koncentraciji. Kalusiranje je bilo izrazenije u prisustvu NAA,
nego u prisustvu IBA primenjene u istoj koncentraciji. Stoga se primena IBA u niskim
koncentracijama (0,01 - 0,025 mg L") pokazala kao pogodnija za stimulaciju rasta i
povecanje prirasta biomase transformisanih korenova jabuke. Medutim, produzena
subkultivacija na niskim koncentracijama ovog auksina je takode uzrokovala kalusiranje §to
je dalje znatno usporavalo rast korenova. Iz tog razloga, niske doze IBA su koriS¢ene samo

za kratkotrajnu inicijalnu stimulaciju rasta izolovanih korenova, dok je za dalje uzgajanje
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upotrebljavana 2MS te¢na podloga bez regulatora rastenja. Za stimulaciju sporo-rastucih
linjja primenjivana je smena pomenute podloge i podloge sa IBA u kra¢im vremenskim

intervalima od nekoliko subkultura.

mIBA ONAA

< 600 "

S 500 a T

: i

g 400 B

- cd o T

o 300 o cde ||

g 200 B a T .

£

et

[

E 0 T T T T 1
0 0,01 0,025 005 0,1 02

Koncentracija(mg L)

Slika 22. Prirast mase transformisanih korenova linije ZD12 nakon Sest nedelja gajenja u te¢noj MS podlozi
sa IBA i NAA u rastuéim koncentracijama od 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 ili 0,2 mg L. Prikazani podaci
predstavljaju srednje vrednosti (£SE) tri ponavljanja za svaki tretman ponovljen u dva nezavisna
eksperimenta (n=6). Srednje vrednosti obelezene istim slovom se statitistiCki znacajno ne razlikuju prema
LSD testu, na nivou znacajnosti p < 0,05.

4.3. Analiza sadrzaja sekundarnih metabolita u transformisanim korenovima linije

ZD12 i u hranljivoj podlozi u kojoj su korenovi gajeni

Analiza prisustva fenolnih jedinjenja i to: fenolnih kiselina (hlorogene, kafeinske,
siringinske, p-kumarinske 1 ferulinske), glikozilovanih flavonoida (florizina, rutina,
kvercitrina, izokvercitrina i1 kemferol-3-glukozida) 1 aglikona flavonoida (floretina,
kvercetina 1 naringenina) u kontrolnim netransformisanim korenovima sorte Zlatni DeliSes,
transformisanim korenovima linijje ZDI12 i te¢noj podlozi u kojoj su transformisani
korenovi gajeni, uradena je koris¢enjem UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS analize (Slike 23 i
24).

Statistickom analizom nisu utvrdene znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti

sadrzaja fenolnih jedinjenja u netransformisanim (kontrolnim) korenovima i
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transformisanim korenovima linije ZD12 (Tabela 20). U oba slucaja, florizin je detektovan
kao dominantno fenolno jedinjenje (1763,83 ng mg™ i 2643,60 ng mg' DW korena,
redom), €iji je sadrzaj od 100 do 1000 puta veci nego sadrzaj ostalih fenolnih jedinjenja. Za
razliku od florizina, njegov aglikon floretin nije detektovan u tkivu korenova, dok su ostala
dva aglikona, kvercetin i naringenin, bila prisutna samo u tragovima i nije ih bilo moguce

kvantifikovati.

U tec¢noj 2MS hranljivoj podlozi u kojoj su Cetiri nedelje gajeni ZD12 korenovi
detektovano je sedam od 12 fenolnih jedinjenja detektovanih u tkivu korena, ali je samo
¢etiri od njih (hlorogena i kafeinska kiselina, florizin i floretin) bilo moguce i kvantifikovati
(Tabela 20). Hlorogena i kafeinska kiselina su bile jedine fenolne kiseline koje su
eksudovane u hranljivu podlogu. Medutim, njihove koncentracije su bile priblizno
petostruko niZe nego one detektovane u korenu. Koli¢ina florizina u podlozi (3,34 ng mg”
DW korena) je bila reda veli¢ine ostalih kvantifikovanih jedinjenja, ali priblizno 500 puta
manja od koli¢ine ovog dihidrohalkona utvrdene u transformisanom korenu. Za razliku od
korena u kome nije detektovan, floretin je u tecnoj podlozi detektovan u koli¢ini sli¢noj

koli¢ini florizina.
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Slika 23. SRM (eng. Single Reaction Monitoring) hromatogrami i odgovaraju¢i MS/MS spektri hlorogene, kafeinske kiseline, siringinske, p-kumarinske
kiseline, rutina, izokvercitrina, kemferol-3-glukozida, kvercitrina i florizina u metanolnim ekstraktima transformisanih korenova linije ZD12.
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Slika 24. SRM (eng. Single Reaction Monitoring) hromatogrami i odgovaraju¢i MS/MS spektri hlorogene i
kafeinske kiseline, florizina i floretina u metanolnim ekstraktima liofilizovane tecne hranljive podloge u kojoj

su gajeni transformisani korenova linije ZD12.
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Tabela 20. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u netransformisanim (kontrolnim) korenovima sorte Zlatni DeliSes,
transformisanim korenovima linije ZD12 i te¢noj hranljivoj podlozi u kome su gajani transformisani korenovi
linije ZD12 u periodu od Cetiri nedelje. Podaci predstavljaju srednje vrednosti (£SE) tri bioloska ponavljanja.

Srednje vrednosti

sadrzaja fenolnih jedinjenja u netransformisanim (kontrolnim) korenovima i

transformisanim korenovima linijje ZD12 se statitisticki znaCajno ne razlikuju prema ¢-testu, na nivou
znacajnosti p < 0,05. nd = nije detektovano, t = detektovano samo u tragovima.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u korenu

Sadrzaj fenolnih

Sadrzaj fenolnih

B jedinjenja s
(gt 1075) eksudovanih u ) edvmj enja po mL
- tecne podloge u
te¢nu podlogu po Koio: >
0joj su gajeni
mg suve mase S
. transformisani
. .. transformisanog .
Netransformisan Transformisani korena korenovi
koren koren " (ng mL™)
(ng mg” DW)
Hlorogena kiselina 22,10+ 0,27 22,10+ 1,70 4,08 £0,62 8,82+ 0,68
Kafeinska kiselina 29,99 + 0,68 29,40 + 1,31 6,71 £ 0,87 14,58 £ 0,83
Siringinska kiselina 7,17+ 0,08 6,58+ 0,11 nd nd
p.—kul.’narmska 38.34 40,18 38,37+ 0,92 nd nd
kiselina
Ferulinska kiselina 6,16+ 1.51 3,84+0,71 nd nd
Florizin 1763,83 + 343,65 2643,60 + 241,93 3,34+0,73 7,49 + 1,86
Floretin nd nd 3,60 + 0,29 8,01 £ 1,05
Rutin 10,87 £0,21 10,84 £ 0,28 nd nd
Izokvercitrin 2,03 +0,25 1,51+ 0,59 t t
Kemiferol-3- 0,64 = 0,36 1,71+ 0,40 nd nd
glukozid
Kvercitrin 8,29+ 1,98 5,32+0,52 nd nd
Kvercetin t t t t
Naringenin t t t t
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4.4. Efekat eksudata transformisanih korenova linije ZD12 na Kklijanje, rastenje i

razvice klijanaca A. thaliana

Eksudat transformisanih korenova (EK) linijje ZD12, sadrzan u te¢noj hranljivoj
¥2MS podlozi u kojoj su ovi korenovi bili gajeni i kojom su tretirana semena test biljke 4.
thaliana, nije ispoljio uticaj na stopu klijanja semena, odnosno, i kontrolna i tretirana
semena su proklijala sa stopom klijanja od 100%. Medutim, znacajan efekat EK je zapaZzen

na rastenje i razvice klijanaca A. thaliana (Slika 24).

Pet dana nakon izlaganja semena uslovima dugog dana nije uocena statistic¢ki
znacajna razlika u duzini korena kod kontrolnih i tretiranih klijanaca. Medutim, u narednih
pet dana inhibitorni uticaj EK je bivao sve izraZeniji rezultujuéi skraéenjem duzine korena
od 35,1% u odnosu na kontrolu (Slika 24A). Pet dana nakon iznosenja semena iz mraka
kod kontrolnih klijanaca je primeéena pojava prvih lateralnih korenova i to u proseku 1,94
korenova/klijancu. Lateralni korenovi su se pretezno razvijali u gornjoj trecini aksijalnog
korena, blize osnovi izdanka i bili su tanki, kratki, beli 1 bez vidljivih korenskih dladica.
Klijanci tretirani eksudatom korena jabuke u tom periodu su veoma retko razvijali lateralne
korenove, svega u proseku 0,18 korenova/klijancu (Slika 21B). Tokom narednih pet dana,
veéi broj tankih lateralnih korenova se razvio i1 na tretiranim klijancima (9,6
korenova/klijancu). Medutim, ovi korenovi su bili znatno kraci, nerazgranati i posedovali
su manje korenskih dlacica nego brojni lateralni korenovi razvijeni kod kontrolnih klijanaca
(36,8 korenova/klijancu) (Slika 21B). Ocigledno da tretman eksudatom korenova jabuke,
ne samo $to je uticao na smanjenje broja lateralnih korenova kod klijanaca arabidopsisa za

74% u odnosu na kontrolu (Slika 21B), nego je znatno uticao i na njihovu morfologiju.

Tretman eksudatom transformisanih korenova jabuke je znaajno uticao 1 na
smanjenje ukupne duzine izdanaka klijanaca A.thaliana. Petog dana tretmana, izdanci
klijanaca tretiranih sa EK su bili skoro dvostruko kra¢i nego izdanci kontrolnih klijanaca, a
ta razlika je postala jo$ izraZenija (62,1%) na kraju eksperimenta, odnosno nakon deset

dana tretmana (Slika 24C).
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Slika 25. Efekat eksudata transformisanih korenova jabuke linije ZD12, sadrzan u te¢noj podlozi u kojoj su
gajeni korenovi, na duzinu korena (A), broj lateralnih korenova (B) i duzinu izdanka (C) klijanaca A. thaliana
nakon petodnevnog i desetodnevnog tretmana. Kontrolni tretman sadrzi 2MS te¢nu podlogu. Prikazani
podaci predstavljaju srednje vrednosti (+SE) tri ponavljanja sa po 10 eksplantata za svaki tretman ponovljen u
dva nezavisna eksperimenta (n=60). Srednje vrednosti obelezene zvezdicom se statitisticki znacajno razlikuju
u odnosu na kontrolu prema #-testu, na nivou znacajnosti p < 0,05. Brojevi iznad histograma predstavljaju
procenat inhibicije (-)/stimulacije (+) u odnosu na kontrolu i izraunati su kako je opisano u Poglavlju 3.4.3.
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Pet dana nakon izlaganja semena uslovima dugog dana, klijanaci koji su rasli na
kontrolnoj podlozi imali su formiranu lisnu rozetu koju su pored kotiledona ¢inila dva
potpuno razvijena lista i drugi par listova koji se razvijao iz vr$nog pupoljka. Za razliku od
njih, tretirani klijanaci su imali samo kotiledone blede boje i lisne povrSine sitnije od

kotiledona netretiranih klijanaca (Slika 25).

Slika 25. Efekat eksudata transformisanih korenova jabuke linije ZD12 na rastenje i razvoj klijanaca A.
thaliana nakon 10 dana tretmana. Kontrolni tretman sadrzi te¢nu hranljivu %2MS podlogu (A) umesto 2MS
podloge u kojoj je transformisani koren linije ZD12 gajen Cetiri nedelje (B). Bar =5 mm.

4.5. Efekat dihidrohalkona florizina i floretina na klijanje, rastenje i razvice klijanaca

A. thaliana

Kako su dihidrohalkon florizin i njegov aglikon floretin, uz hlorogenu i kafeinsku
kiselinu, jedina fenolna jedinjenja koja su eksudovana iz tkiva korena jabuke u tec¢nu
hranljivu podlogu u kojoj su korenovi gajeni (Poglavlje 4.7), u daljem radu je ispitivana
njihova potencijalna uloga u ostvarenoj inhibiciji rasta klijanaca arabidopsisa koji su bili
tretirani tenom hranljivom podlogom u kojoj su gajeni transformisani korenovi. U tu svrhu
klijanci su tretirani ¢istim supstancama florizinom 1 floretinom u rastu¢im koncentracijama

(125,250 1 500 pM).
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4.5.1. Efekat florizina

Florizin, primenjen u koncentracijama od 125, 250 1 500 uM, nije ispoljio efekat na
klijanje semena arabidopsisa s obzirom da su semena na svim tretmanima, kao i ona
kontrolna, imala stopu klijanja od 100%. Medjutim, uocen je negativan efekat na rastenje i
razviée klijanaca arabidopsisa koji je zavisio od primenjene koncentracije florizina. Florizin
u koncentracijama od 125 uM 1 250 uM nije imao statisticki znaCajan uticaj na merene
parametre rastenja i razvica korena klijanaca. Nakon 10 dana tretmana florizinom u
pomenutim koncentracijama, primeéena je blaga inhibicija izduzivanja korena (4,1% i
8,5%, redom) (Slika 26A), dok je prosecan broj lateralnih korenova bio umanjen za 5,7% i
11,7%, redom (Slika 26B). Korenovi su bili tanki, beli sa dobro razvijenim korenovim
dlacicama gusto rasporedenim c¢itavom duzinom aksijalnog 1 bocnih korenova.
Najintenzivniji tretman florizinom od 500 puM ispoljio je statisticki znacajan inhibitorni
efekat na duzinu korena (21,3%) (Slika 26A), kao i na prosecan broj lateralnih korenova
(63,5%) (Slika 26B), u poredenju sa kontrolom. Negativan efekat florizina se odrazio i na
na duzinu izdanka klijanaca. Tretmani sa 250 pM 1 500 uM floretinom su doveli do

statisticki znaCajnog smanjenja duZine izdanka od 10,7% 1 19,9%, redom (Slika 26C).

Za razliku od netretiranih (kontrolnih) klijanaca (Slika 27A), koje je odlikovao
pravolinijski rast 1 normalan gravitropski odgovor, tretman florizinom je doveo do pojave
specificnog sinusoidnog izgleda aksijalnog korena sa veoma retkim 1 kratkim lateralnim
korenovima (Slika 27B 1 C). Ovaj fenomen je zapazen kod klijanaca starosti tri do Cetiri
dana, kod kojih se za razliku od kontrolnih (Slika 27D), ve¢ tada mogao uociti specifican
izgled korena, dok su kotiledoni bili neizmenjeni (Slika 27E 1 F). Kod pojedinih klijanaca
zabelezen je horizontalan rast radikule i hipokotila tokom prva dva dana nakon klijanja
embriona. Ovakav agravitropski rast hipokotila je rezultirao specificnim oblikom
¢etvorodnevnih klijanaca, kod kojih su koren i izdanak bili savijeni pod uglom od 90° u

odnosu na horizontalno postavljenu glavnu osu klijanca (Slika 27G).
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Slika 26. Efekat florizina na duzinu korena (A), broj lateralnih korenova (B) i duzinu izdanka klijanaca A.
thaliana nakon 10 dana tretmana. Kontrolni tretman je sadrzao istu koli¢inu rastvarata DMSO koliko i
odgovarajuci tretman florizinom (0,06%; 0,12% i 0,24% (v/v) DMSO za tretmane sa 125 uM, 250 uM i 500
UM florizinom, redom). Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (+£SE) tri ponavljanja sa po 10
klijanaca za svaki tretman ponovljen u tri nezavisna eksperimenta (n=90). Srednje vrednosti obelezene
zvezdicom se statitisticki znacajno razlikuju u odnosu na kontrolu prema z-testu, na nivou znacajnosti p <
0,05. Brojevi iznad histograma predstavljaju procenat inhibicije (-)/stimulacije (+) u odnosu na kontrolu i
izraCunati su kako je opisano u Poglavlju 3.4.3.
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Slika 27. Uticaj 500 uM florizina na rastenje i razvoj klijanaca A. thaliana. Klijanci gajeni 10 dana na /2MS
podlozi bez florizina (kontrola) (A), bar = 14 mm (bar za slike A-G je prikazan na slici G) ili sa dodatkom
500 uM florizina (B), bar = 11 mm, i (C) bar = 5 mm; Cetiri dana stari klijanci na kontrolnoj podlozi (D) i
podlozi sa 500 uM florizinom (E-G), bar = 1 mm.

4.5.2. Efekat floretina

Stopa klijavosti semena arabidopsisa od 100% je ukazala na odsustvo uticaja
floretina na klijanje semena ove test biljke. Medutim, evidentan je bio njegov negativan

efekat u svim primenjenim koncentracijama (125, 250 1 500 uM) na razvoj klijanaca.
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Koren klijanaca tretiranih 125 pM floretinom je bio za 13,1% manje duzine od
kontrolnog (Slika 28A) i posedovao je u proseku 15 boc¢nih korenova, §to predstavlja
smanjenje za 26,8% u odnosu na kontrolu (20,5 bo¢nih korenova) (Slika 28B). U isto
vreme duzina izdanaka tretiranih klijanaca (7,1 mm) je bila manja u poredenju sa duzinom

kontrolnih klijanaca (8,2 mm) (Slika 28C).

Tretman sa dvostruko vecom koncentracijom floretina (250 uM) je doveo do vise
od dvostrukog povecanja stepena inhibicije kod svih merenih parametara. Tako je duzina
korena smanjena za 42,8% (Slika 28A), a broj lateralnih korenova za 60,1% (Slika 28B).
Rastenje izdanaka je takode bilo inhibirano na ovoj koncentraciji floretina, tako da je

prosecna duzina izdanka desetog dana tretmana iznosila 6,3 mm (Slika 28C).

Veoma snazan inhibitorni uticaj na rastenje i razvice klijanaca arabidopsisa imao je
floretin u koncentraciji od 500 uM. Korenovi tetiranih klijanaca su bili priblizno Cetiri puta
kra¢i nego oni kod kontrolnih biljaka (Slika 28A), sa prosecno 3,8 bo¢nih korenova (Slika
28B), a izdanci skoro dvostruko kraci (48,2%) u odnosu na kontrolne (Slika 28C).

Floretin je osim opisanih promena merenih parametara rastenja i razvica klijanaca
arabidopsisa izazvao i druge morfoloske promene srazmerno primenjenoj koncentraciji.
Najniza koncentracija floretina (125 uM) nije dovela do drugih promena u izgledu
korenova sem pomenutog smanjenja njihove duzine 1 razgranatosti. Korenovi su bili zdravi,
bele boje, sa velikim brojem finih, gusto rasporedenih korenovih dlacica duz celog korena
(Slika 29A), dok su izdanci, iako neSto malo kradi, bili zdravi i intenzivno zelene boje
(Slika 29A) slicno kontrolnim (Slika 29B). Korenovi klijanaca tretiranth 250 pM
floretinom su osim §to su bili krac¢i 1 manje razgranati, bili 1 viSe Zuckasti (Slika 29C), dok
su izdanci 1 dalje zadrzali intenzivno zelenu boju (Slika 29C) sli¢no kontroli (Slika 29D).
Klijanci na tretmanu 500 uM floretinom su bili i dalje vijabilni, ali znaajno izmenjenog
izgleda. Odlikovali su ih bledozuc¢kasto-braonkasti korenovi sa retkim korenskim dlacicama
(Slika 29E) 1 izdanci bledozelene ili Zuckasto-zelene boje, sa kotiledonima 1 dva sitnija lista
u lisnoj rozeti (Slika 29E), u poredenju sa kontrolom koja je pored kotiledona posedovala

cetiri potpuno razvijena lista (Slika 29F) .
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Slika 28. Efekat floretina na duzinu korena (A), broj lateralnih korenova (B) i duzinu izdanka (C) klijanaca 4.
thaliana nakon 10 dana tretmana. Kontrolni tretman je sadrzao istu koli¢inu rastvarata DMSO koliko i
odgovarajuéi tretman floretinom (0,035%: 0,07% i 0,14% (v/v) DMSO za tretmane sa 125 uM, 250 uM i 500
UM floretinom, redom). Prikazani podaci predstavljaju srednje vrednosti (= SE) tri ponavljanja sa po 10
eksplantata za svaki tretman ponovljen u tri nezavisna eksperimenta (n=90). Srednje vrednosti obelezene
zvezdicom se statitisticki znacajno razlikuju u odnosu na kontrolu prema ¢-testu, na nivou znacajnosti p <
0,05. Brojevi iznad histograma predstavljaju procenat inhibicije (-)/stimulacije (+) u odnosu na kontrolu i
izraCunati su kako je opisano u Poglavlju 3.4.3.
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Slika 29. Klijanci 4. thaliana nakon 10 dana tretmana na '2MS podlozi sa floretinom u rastué¢im
koncentracijama od 125 pM (A), 250 uM (C) ili 500 uM (E) u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom.
Kontrolni tretman je sadrzao istu koli¢inu rastvarata DMSO koliko i odgovarajuéi tretman floretinom
(0,035% (B), 0,07% (D) i 0,14% (F) (v/v) DMSO za tretmane sa 125 pM, 250 uM i 500 uM floretinom,
redom). Klijanci su se razvijali u Petri kutijama postavljenim uspravno. Bar = 9 mm. Bar za slike A-F je
prikazan na slici F.
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Floretin je prouzrokovao i pojavu specificnog, nepravilnog, agravitropskog rasta
klijanaca, koje je bivalo sve izraZenije sa povec¢anjem njegove koncentracije u podlozi. Za
razliku od kontrolnih klijanaca sa pravilnim gravitropskim rastom (Slika 30A), kod
tretmana sa 125 uM floretinom su se mogli zapaziti klijanci kod kojih su kotiledoni i
hipokotil rasli plagiotropno ili diagravitropno, dok se radikula izduzivala najpre negativno
gravitropski, a zatim se orjentisala u smeru dejstva sile zemljine teze rezultujuéi lucno

savijenim korenom na stadijumu od tri dana starosti (Slika 30B 1 C).

Slika 30. Efekat floretina na razvoj klijanaca A.thaliana. Tri dana stari klijanci na /2MS podlozi bez floretina
(kontrola) (A, bar = 0,5 mm) (bar za slike A-J je prikazan na slici J) i podlozi sa 125 uM (B i C, bar = 0,3
mm), 250 uM (D i E, bar = 0,5 mm) i 500 pM floretinom (F i G, bar = 0,3 mm). Sedam dana stari klijanci na
2MS podlozi bez floretina (kontrola, H, bar = 5 mm) i 2aMS podlozi sa 500 uM floretinom (I i J, bar = 5
mm). Kontrolni tretman je sadrzao istu koli¢inu rastvarata DMSO koliko i odgovaraju¢i tretman floretinom
(0,035%; 0,07% 1 0,14% (v/v) DMSO za tretmane sa 125 pM, 250 uM i 500 uM floretinom, redom). Klijanci
su se razvijali u Petri kutijama postavljenim uspravno.
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Kod tretmana 250 uM floretinom uocen je ista orjentacija kotiledona i hipokotila
klijanaca, dok je agravitropski odgovor korena bio neSto izrazeniji. Koren je nakon
formiranja pocetnog luka, nastavljao da raste plagiotropno ili diagravitropno (Slika 30 D i
E). Na podlozi sa 500 uM floretina je bio zapaZen delimicno ili potpuno pozitivan
gravitropski rast kotiledona i hipokotila (Slika 30F i G). Na podlogama sa 125 ili 250 uM
floretina, nepravilan rast izdanaka i korena klijanaca je bio izrazen samo u prvim danima
nakon klijanja, dok je kasnije dolazilo do uspostavljana normalnog gravitropskog
odgovora. Za razliku od kontrolnih klijanca (Slika 30H), klijanci tretirani 500 pM
floretinom su zadrzavali nepravilan rast i na kasnijim stadijumima razvica, kao $to se moze
videti na primeru sedmodnevnih klijanaca kod kojih je takode uocena i pojava epinasti¢nih

kotiledona (Slika 3011 J).

4.6. Analiza ekspresije gena ukljucenih u polarni transport auksina, biosintezu
auksina i giberelina, transkripcioni faktor WOX?7 i kontrolu ¢elijskog ciklusa kod

klijanaca arabidopsisa tretiranih eksudatom transformisanih korenova ili floretinom

U cilju analize nivoa ekspresije odredenih gena za koje se pretpostavlja da bi mogle
biti uzrok retardacije rastenja klijanaca arabidopsisa uzrokovane floretinom prisutnim u
eksudatu transformisanih korenova jabuke, iz izdanaka i korenova klijanaca arabidopsisa
starih pet dana izolovane su ukupne RNK, i to 2, 6 1 12 h od primene 500 uM floretina ili
te¢ne hranljive podloge koja je sadrzala eksudat transformisanih korenova jabuke, kao i
nakon 10 dana kontinuiranog gajenja klijanaca na pomenutim tretmanima. Agaroznom gel
elektroforezom potvrdeno je da su RNK bile zadovoljavaju¢eg kvaliteta 1 koncentracije

(Slika 31).

Izolovane RNK su precis¢ene od kontaminacije DNK, a zatim prevedene u ¢cDNK
putem reverzne transkripcije. Dobijene ¢cDNK su amplifikovane PCR reakcijom uz
upotrebu prajmera specifi¢nih za ispitivane gene, a dobijeni amplifikovani fragmenti su
razdvojeni agaroznom gel elektroforezom radi provere specifi¢nosti amplifikacije (podaci

nisu prikazani).
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Slika 31. Primer 1,2% gela sa ukupnim RNK (1 pg/uzorku) izolovanim iz izdanaka i korenova netretiranih
(kontrolnih) klijanaca arabidopsisa i klijanaca arabidopsisa izlozenih dejstvu 500 uM floretina tokom 2, 6 1i
12 h.

Specificnost koris¢enih prajmera je dodatno potvrdena analizom temperatura
topljenja (Tm) produkata nakon kvantitativne PCR (qPCR) amplifikacije. Za sve ispitivane

prajmere potvrdena je visoka specifi¢nost reakcije, a primer dobre krive topljenja dat je za

gen CDKAI; 1 (Slika 32A).
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Slika 32. Primer specifi¢ne i visoko efikasne amplifikacije prikazan kroz dobro oblikovanu krivu topljenja
(A) i standardnu krivu (B) CDKA 1,1 gena.

Amplifikovani fragmenti cDNK jednog od kontrolnih uzoraka su izolovani sa
agaroznog gela, a kvantitet fragmenata je odreden fluorometrijski, nakon ¢ega je proracunat
broj kopija ¢cDNK molekula po pL i napravljena serija razblazenja (od 10’ do 10* kopija
c¢DNK po pL). qPCR amplifikacijom tako dobijenih standarda konstruisane su standardne

krive za svaki od analiziranih gena. Primer dobre standardne krive dat je za gen CDKAI, 1
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na Slici 32B. Na osnovu dobijenih nagiba kriva (eng: Slope), preracunate su efikasnosti

gPCR reakcija za svaki od analiziranih gena, ¢ime je pokazano da su sve bile u opsegu

preporucenih vrednosti od 80% do 120% (Tabela 21).

Tabela 21. Nagibi kriva za ispitivane gene i efikasnosti koje iz njih proizlaze.

Gen Nagib krive (Slope) Efikasnost
ACT7 -3,305 100,71%
PINI -3,511 92,67%
PIN2 -3,642 88,18%
PIN3 -3,332 99,58%
PIN7 -3,322 100,00%
AUXI -3,368 98,11%
LAX3 -3,589 89,95%

ABCB4 -3,612 89,17%
ABCBI19 -3,427 95,79%

TAAI -3,379 97,67%
YUucs -3,518 92,42%
Yuc4 -3,538 91,71%
YUCe6 -3,730 85,39%

GA3ox1 -3,478 93,87%
GA200x2 -3,777 83,98%
woXx7 -3,222 93,87%
CDKAI;1 -3,293 101,22%
CDKB2;1 -3,545 91,46%
CYCA3;1 -3,416 96,22%
CYCB2;4 -3,358 98,52%

Pre analize ekspresije odabranih gena, proverena je ujednacenost koli¢ine cDNK u

svim uzorcima amplifikacijom referentnog gena za aktin vrste A.thaliana. ProseCan broj

ciklusa posle kojih je dostignut prag detekcije (Ct) referentnog gena za aktin je bio

ujednacen kod svih analiziranih uzoraka.
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Nivo ekpresije analiziranih gena prikazanih u Tabeli 21 izrac¢unat je na osnovu Ct
vrednosti, kori§¢enjem AACt metode. Za svaku vremensku tacku nivo ekspresije u
uzorcima tretiranim floretinom ili eksudatom korena jabuke dobijen je nakon normalizacije
prema netretiranim (kontrolnim) uzorcima i izrazen kao logaritamska vrednost (log;R).

Kontrolnim uzorcima je dodeljena vrednost 0.

4.6.1. Ekspresija gena ukljucenih u polarni transport auksina (PIN, AUXI, LAX3 i
ABCB)

Promene u ekspresiji gena koji kodiraju c¢lanove PIN familije transportera
odgovornih za aktivni transport auksina iz ¢elije (PIN1, PIN2, PIN3 i PIN7) zabeleZene su
u izdancima i korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih sa 500 uM floretinom 2, 61 12 h
od pocetka tretmana (Slika 33A, B, C i D). Zabelezeni vremenski profili promene
ekspresije svih ispitivanih gena PIN familije proteina su se znacajno razlikovali kod

izdanaka i1 korenova tretiranih klijanaca.

U izdancima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom, ekpresija svih ispitivanih
PIN gena u odnosu na kontrolu je postepeno opadala sa vremenom izlaganja floretinu
dostizuéi najnizi nivo 12 h od pocetka tretmana (Slika 33A, B, C 1 D). S druge strane,
ekspresija PIN gena u korenovima se odlikovala medusobno slicnim vremenskim profilom
koji se znatno razlikovao od onog u izdancima 1 odlikovao se veoma blagim porastom
ekpresije 2 h, maksimumom 6 h i ponovnim snizenjem ekpresije 12 h od pocetka tretmana
floretinom, na nivo koji je bio nesSto visi nego kod netretirane kontrole (Slika 33A, B, C 1

D).

S obzirom na identiCan trend promene ekspresije svih ispitivanih PIN gena
uzrokovane primenom tretmana 500 uM floretinom, odabrana su samo dva gena, PINI i
PIN3, &ija je promena ekspresije pracena u izdancima i korenovima klijanaca arabidopsisa
tretiranih eksudatom transformisanih korenova jabuke (Slika 33E 1 F). Za razliku od
tretmana floretinom, tretman sa EK je u izdancima klijanaca doveo do inicijalnog

povecanja nivoa ekpresije oba ispitivana gena u odnosu na kontrolu, a zatim do postepenog
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opadanja sa vremenom trajanja tretmana. Kod korenova klijanaca arabidopsisa, vremenski
profili relativne ekspresije PINI i PIN3 gena (Slika 33E i F) su pokazivali identican trend

promene koji je bio zabelezen i u toku tretmana floretinom.
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Slika 33. Relativna ekspresija PINI, PIN2, PIN3 i PIN7 gena u izdancima (crni stubi¢i) i korenu (beli stubiéi)
klijanaca A.thaliana 2, 6 1 12 h od pocetka tretmana sa 500 uM floretinom (A, B, C i D) i eksudatom
transformisanih korenova jabuke linije ZD12 (E i F), prikazana u odnosu na netretiranu kontrolu kojoj je
dodeljena vrednost 0.

Za razliku od PIN gena kod kojih je zabelezeno karakteristi¢no sniZenje ekpresije u
izdancima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom, u slucaju gena koji kodiraju AUX1 1

LAX3 transportere, odgovorne za aktivni transport auksina u celiju, zabeleZen je

karakteristi¢an profil koji se odlikovao pocetnim porastom ekpresije 2 h od pocetka
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tretmana floretinom, koja se u narednim Casovima postepeno snizavala, da bi 12 h od
pocetka tretmana opala na nivo koji je bio nizi od nivoa zabelezenog kod netretiranih
klijanaca (Slika 34A i B). Promena ekspresija ovih gena u korenovima klijanaca tretiranih
floretinom (Slika 34A i B) je pokazivala isti trend kao onaj koji je bio zabelezen u slucaju

gena za PIN transportere.
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Slika 34. Relativna ekspresija AUX1 i LAX3 gena u izdancima (crni stubiéi) i korenu (beli stubiéi) klijanaca
A.thaliana 2, 6 1 12 h od pocetka nakon tretmana sa 500 uM floretinom (A i B) i eksudatom transformisanih
korenova jabuke linije ZD12 (C i D), prikazana u odnosu na netretiranu kontrolu kojoj je dodeljena vrednost
0.

Tretman eksudatom transformisanih korenova jabuke je doveo do porasta nivoa
ekspresije AUXI 1 LAX3 gena u izdancima klijanaca arabidopsisa kao i tretman floretinom,
ali se za razliku od njega odrzao iznad kontrolnog nivoa tokom celog eksperimenta (Slika
34C 1 D). Promena ekspresije 4UX1gena u korenovima arabidopsisa pod dejstvom tretmana
eksudatom jabuke (Slika 34C) je bila veoma sli¢na onoj koja je zabeleZena kod tretmana
floretinom, dok je trend promene ekspresije LAX3 gena bio neSto drugaciji i odlikovao se
snizenjem ekspresije ispod nivoa netretirane kontrole (Slika 34D). Takode, trend u promeni

ekpresije AUX1 1 LAX3 gena u izdancima 1 korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih sa
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EK je bio identican onom koji je zabelezen kod PIN gena pod uticajem istog tretmana.
Izuzetak predstavlja promena u ekspresiji LAX3 gena u korenovima klijanaca tretiranih sa
EK, koja se odlikovala padom ekpresije ispod vrednosti koja se javlja kod kontrole i to 2 h i

12 h od pocetka tretmana (Slika 34D).

Geni za auksinske transportere ABCB4 i ABCB19 su ispoljili najmanje izrazene
promene ekpresije u izdancima i1 korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom ili
eksudatom transformisanih korenova jabuke, u odnosu na odabrane predstavnike ostalih
familija gena za transportere ukljucene u polarni transport auksina (Slika 35). Promene su
bile najizraznije u slu¢aju ABCB4 gena u izdancima tretiranih klijanaca, gde je pod

dejstvom floretina doslo do povecanja nivoa ekspresije u svim ispitivanim vremenskim

taCkama (Slika 35A).
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Slika 35. Relativna ekspresija ABCB4 1 ABCBI19 gena u izdancima (crni stubici) i korenu (beli stubiéi)
klijanaca A.thaliana 2, 6 i 12 h od pocetka nakon tretmana sa 500 pM floretinom (A i B) i eksudatom
transformisanih korenova jabuke linije ZD12 (C) prikazana u odnosu na netretiranu kontrolu kojoj je
dodeljena vrednost 0.
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4.6.2. Ekspresija gena ukljucenih u biosintezu auksina (7441, YUC3, YUC4 i YUC6)

Ekspresija gena ukljucenih u biosintezu auksina u izdancima i korenovima klijanaca
arabidopsisa je takode bila izmenjena pod uticajem tretmana 500 puM floretinom i

eksudatom transformisanih korenova jabuke (Slika 36).

Ekpresija TAA1 gena u izdancima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom (Slika
36A) je bila blago sniZzena u odnosu na kontrolu u svim ispitivanim vremenskim tackama,
sa najizrazenijim efektom nakon 6 h od pocetka tretmana. Kod gena YUC3 i YUCS,
vremenski profil promene ekspresije (Slika 36B i1 D) se odlikovao pocetnim povecanjem, a
zatim sniZzenjem ispod nivoa ekspresije kod netretirane kontrole 6 h od pocetka tretmana
floretinom. Tokom narednih Sest Casova, nivo ekpresije YUC3 gena se povecao i postao
blizak kontrolnom nivou, dok je u sluc¢aju YUC6 gena on ostao snizen i 12 h od pocetka
tretmana. Zabelezena promena ekpresije YUC4 gena u izdancima tretiranih floretinom
(Slika 36C) je bila manje izraZzena nego u slu¢aju ostalih pomenutih ¢lanova YUC familije

gena.

Za razliku od vremenskih profila promene ekepresije u izdancima klijanaca
tretiranih floretinom, u korenovima su se mogla uociti dva karakteristicna obrazca promene
ekspresije koje je odlikovalo maksimalno povecanje ekspresije 6 h od pocetka tretmana i
manje sniZzenje ekspresije u preostale dve vremenske tacke kod 7447 1 YUC3 gena (Slika
36A 1 B) ili njeno povecanje u pomenutim vremenskim tackama u slucaju YUC4 1 YUC6
gena (Slika 36C 1 D). Trend promene ekspresije dva poslednja pomenuta gena bio je sli¢an
onom koji je zapazen kod gena PIN familije, kao 1 AUXI 1 LAX3 gena u korenu klijanaca

tretiranih floretinom.

Eksudat transformisanih korenova jabuke je takode uticao na promenu ekspresije
gena ukljuCenih u biosintezu auksina. NajizraZzenije promene u izdancima tretiranih
klijanaca su bile zapazene kod 7441 gena (Slika 36E), kod koga se javlja snizenje ekpresije
u svim ispitivanim vremenskim tackama, Sto je bio slucaj i kod tretmana floretinom.

Promene ekspresije YUC gena u izdancima klijanaca tretiranih sa EK su se razlikovale od
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onih uoCenih u izdancima tretiranim floretinom. Pomenute promene su bile najmanje

izrazene u sluc¢aju YUC3 gena (Slika 36F), dok su geni YUC4 i YUC6 (Slika 36G 1 H)

pokazivali prolazno povecanje ekspresije koja je 12 h od pocetka tretmana sa EK opala do

blizu nivoa netretirane kontrole.

— 5 = 5
3 TAA1T e TAA1
& 44 P S — e
o -
: B L i e o 3 4
7 2 g 2
a 1 g 14
£ 0 5 0 1
T T T L_i_l T T © [T}

L ||| £ 2 T
g 2 5 2
& 3 X 3

2 6 12 2 6 12 2 6 12 2 6 12
A Vreme (h) E Vreme (h)
= 5 = 5
e YUC3 & yucs
o 44 o 4
k) o
S 2 s %
g 2] s 21
E_ 14 2_ 1 ‘|' ........
@ 01 @ 04 T T T
g -1 4 g -1 4 S E——
= z
& -2 s 24
[} [
® 3 x 3

2 6 12 2 8 12 2 6 12 2 8 12
B Vreme (h) F Vreme (h)
- 5 = 5
X Yuc4 3 yuc4
o 4 o 4
k] )
s 3 =
'g 2 ’g I R e ——
E_ 1 E_ 14
a 0 o 0 T T T T
= o L —
< 1 £ 14
= =
5 2 & 2
@ [
X 3 x 3

2 6 12 2 6 12 2 6 12 2 6 12
C G Vreme (h)
i g 5
> R E—
° o
£ E' 3 B
g s 2]
a [
w w
x x
[ o 0 4
© o
c c 1
= =
5 . s 2
L [}
X 3 X 3

2 6 12 2 6 12 2 6 12 2 6 12
D Vreme (h) H Vreme (h)

Slika 36. Relativna ekspresija 7441, YUC3, YUC4 i YUC6 gena u izdancima (crni stubi¢i) i korenu (beli
stubi¢i) klijanaca A.thaliana 2, 6 i 12 h od pocetka nakon tretmana 500 puM floretinom (A, B, C i D) i
eksudatom transformisanih korenova jabuke linije ZD12 (E, F, G i H), prikazana u odnosu na netretiranu

kontrolu kojoj je dodeljena vrednost 0.
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U korenovima klijanaca tretiranih sa EK, vremenski profil promene ekpresije sva tri
YUC gena je imao isti trend i odlikovalo ga je pocCetno blago snizenje ekspresije 2 h od
pocetka tretmana, a zatim znacajniji porast ekspresije nakon 6 h praden ponovnim
snizenjem koje se manifestovalo negativnom vrednosS¢u relativne ekspresije 12 h od
pocetka tretmana (Slika 36F, G 1 H). Ovakav trend promene ekspresije bio je slican onom
koji je uocen kod YUC3 gena u korenovima klijanaca tretiranih floretinom, kao i LAX3
gena u korenovima klijanaca tretiranih sa EK. Za razliku od YUC gena, ekspresija TAAI
gena se odlikovala konstantnim i1 blagim snizenjem nivoa ekspresije u svim ispitivanim

vremenskim taCkama (Slika 36E).

4.6.3. Ekspresija gena ukljucenih u biosintezu giberelina (GA3ox1 i GA20ox2) i gena
za transkripcioni faktor WOX7

Tretmani 500 uM floretinom i eksudatom transformisanih korenova jabuke takode
su doveli 1 do promena ekspresije gena ukljucenih u biosintezu giberelina (GA3ox! 1
GA200x2), kao 1 gena za transkripcioni faktor WOX?7 u izdancima 1 korenovima klijanaca

arabidopsisa (Slika 37).

Iako su promene nivoa ekspresije gena GA3ox! i GA20ox2 u izdancima klijanaca
tretiranih floretinom bile relativno male (Slika 37A 1 B), odlikovao ih je krakteristi¢ni
obrazac koji je takode zapaZen 1 kod vremenskog profila promene ekpresije AUXI 1 LAX3
gena koji kodiraju proteine ukljucene u influx auksina. I u korenovima tretiranih klijanaca,
promene ekpresija GA3ox1 1 GA20ox2 gena u posmatranim vremenskim tackama su imale
gotovo identican trend promene kao i one zabelezene u korenovima kod ispitivanih gena
PIN familije proteina, AUXI, LAX3 gena, kao 1 YUC4 1 YUC6 gena. Dodatno, promena u
nivou ekspresije GA20ox2 6 h od pocetka tretmana je bila znatno izrazenija nego u slucaju

GA3oxI 1 ostalih pomenutih gena.

Sli¢no situaciji u slu¢aju PINI i PIN3, AUXI 1 LAX3, YUC4 i YUC6 gena obrasci
promene ekpresije GA3oxI i GA20ox2 gena u izdancima klijanaca tretiranih eksudatom

transformisanih korenova jabuke (Slika 37D 1 E) su se odlikovali porastom ekspresije iznad
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nivoa zabelezenog kod netretiranih klijanaca u svim ispitivanim vremenskim tackama.

Vremenski profil ekpresije GA3oxIgena u korenovima klijanaca tretiranih sa EK (Slika

37D) se razlikovao od onog koji je dobijen u slucaju tretmana floretinom, ali je odgovarao

onom koji je uocen kod LAX3 gena u korenovima klijanaca tretiranih sa EK. Za razliku od

njega, promena ekspresije GA20ox2 gena u korenovima klijanaca tretiranih sa EK (Slika

37D) je imala isti trend kao u korenovima klijanaca tretiranih floretinom, ali i u slucaju

PINI, PIN3 1 AUXIgena u korenovima klijanaca tretiranih sa EK.
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Slika 37. Relativna ekspresija GA3oxI, GA20ox2 i WOX7 gena u izdancima (crni stubi¢i) i korenu (beli
stubi¢i) klijanaca A.thaliana 2 h, 6 h i 12 h od pocetka tretmana sa 500 uM floretinom (A, B i C) i eksudatom
transformisanih korenova jabuke linije ZD12 (D, E i F), prikazana u odnosu na netretiranu kontrolu kojoj je
dodeljena vrednost 0.
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Promena ekpresije gena za transkripcioni faktor WOX7 u izdancima klijanaca
arabidopsisa tretiranih floretinom je bila veoma mala, dok je u korenovima konstatovan
porast ekspresije ovog gena koji je bio narocito intenzivan 6 h od pocetka tretmana (Slika
37C). Relativno sli¢na situacija vezana za promene u ekspresiji WOX7 gena je zabelezena

kod klijanaca tretiranih sa EK (Slika 37F).

4.6.4. Ekspresija gena ukljucenih u regulaciju celijskog ciklusa (CDKA;1, CDKB2;1,
CYCA3;1i CYCB2;4)

Tretman klijanaca arabidopsisa floretinom je doveo do promena u nivou ekspresije
ispitivanih gena ukljucenih u regulaciju ¢elijskog ciklusa, tj. gena za kinaze zavisne od
ciklina CDKAI;1 1 CDKB2;1 1 cikline CYCA3;1 1 CYCB2;4 u izdancima 1 korenovima
tretiranih klijanaca (Slike 38 i 39).

Ekspresija CDKAI;1 gena u izdancima (Slika 38A) je bila blago povecana u svim
ispitivanim vremenskim tackama i nije se znacajnije udaljila od nivoa ekpresije kod
netretirane kontrole nakon produzetka trajanja tretmana (Slika 39A). Nasuprot tome,
ekspresija CYCA3,1 gena u izdancima arabidopsisa (Slika 38C) je bila blago snizena u
svim ispitivanim vremenskim taCkama i zadrZala se na sliénom nivou i nakon 10 dana
tretmana (Slika 39C). Primeceno je da su vremenski profili promene ekspresije CDKB2;1 i
CYCB2;4 gena u izdancima arabidopsisa (Slika 38B 1 D) bili sli¢ni 1 odlikovali su se
pocetnim povecanjem ekspresije 2 h od pocetka tretmana, a zatim snizenjem koje je bilo
najizraZenije nakon 6 h tretmana. Produzetak trajanja tretmana od 10 dana je doveo do
postepenog povratka nivoa ekpresije na nivo blizak onom kod netretirane kontrole (Slika

39B i D).

Ekspresija svih gena za pomenute kinaze zavisne od ciklina i cikline u korenovima
klijanaca tretiranih floretinom je bila povecana i odlikovala se karakteristicnim profilom sa
maksimalnim povecanjem 6 h od pocetka tretmana, izuzev CYCB2;4 gena ¢ija ekpresija

odlikovala konstantnim porastom tokom tretmana (Slika 38A, B, C i D).
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Slika 38. Relativna ekspresija CDKAI;1, CDKB2;1; CYCA3;1 i CYCB2;4 gena u izdancima (crni stubi¢i) i
korenu (beli stubiéi) klijanaca A.thaliana 2, 6 i 12 h od pocetka tretmana sa 500 uM floretinom (A, B, Ci D) i
eksudatom transformisanih korenova jabuke linije ZD12 (E, F, G i H), prikazana u odnosu na netretiranu
kontrolu kojoj je dodeljena vrednost 0.




Opisani obrazac ekspesije je bio veoma sli¢an onom koji je zabelezen kod gena
uklju¢enih u polarni transport auksina (PINI, PIN2, PIN3, PIN7, AUXI i LAX3), sintezu
auksina (YUC4 1 YUC6) i giberelina (GA3ox1 i GA200x2) 1 gena za transkripcioni faktor
(WOX7) u korenovima klijanaca na istom tretmanu. Ekspresija pomenutih gena u
korenovima klijanaca nakon 10 dana tretmana floretinom je bila na sli¢nom nivou kao kod

netretiranih kontrolnih klijanaca (Slika 39A, B, C i D).

Vremenski profil promene ekspresije CDKAI;1 1 CYCA3;1 gena u izdancima
klijanaca arabidopsisa tretiranih eksudatom transformisanih korenova jabuke (Slika 38E i
G) je bio sli¢an onom koji je uoCen pri tretmanu floretinom, $to nije bio slucaj sa genima
CDKB2;1 i CYCB2;4 (Slika 38F 1 H). Za razliku od tretmana floretinom, ekpresija svih
ispitivanih gena ¢elijskog ciklusa u izdancima klijanaca tretiranih sa EK ostala je snizena i
posle 10 dana kontinuiranog gajenja izdanaka u prisustvu eksudata transformisanih

korenova jabuke (Slika 39E, F, G i H).

U korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih sa EK, promene ekspresije svih
posmatranih gena Celijskog ciklusa (Slika 38E, F, G 1 H) su ispoljavale karakteristi¢ni trend
koji se odlikovao pocetnim blazim padom u nivou ekspresije 2 h od pocetka tretmana,
porastom nakon 6 h i ponovnim sniZenjem nivoa ekspresije 12 h od pocetka tretmana.
Jedino u slucaju CYCB2;4 gena (Slika 38H), ekpresija je ostala blago povecana 12 h od
pocetka tretmana. Trend promene ekspresije gena celijskog ciklusa u korenu klijanaca
tretiranih sa EK je bio slican onom koji odlikuje ekpresiju LAX3, YUC3, YUC4, YUCS,
GA3oxl 1 WOX7 gena kod klijanaca na istom tretmanu. U toku produZenog tretiranja
klijanaca arabidopsisa sa EK od 10 dana, pomenute pocetne promene nivoa ekspresija gena
¢elijskog ciklusa u korenovima klijanaca su se vratile na nivo blizak onom kod netretirane

kontrole (Slika 39E, F, G i H).
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Slika 39. Relativna ekspresija CDKAI;1, CDKB2;1; CYCA3;1 i CYCB2;4 gena u izdancima (crni stubi¢i) i
korenu (beli stubi¢i) klijanaca A4.thaliana 10 dana od pocetka tretmana sa 500 uM floretinom (A, B, Ci D) i
eksudatom transformisanih korenova jabuke linije ZD12 (E, F, G i H), prikazana u odnosu na netretiranu
kontrolu kojoj je dodeljena vrednost 0.
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4.7. Ultrastruktura ¢elija mezofila klijanaca A. thaliana tretiranih floretinom

Potencijalne ultrastrukturne promene nastale na Celijama klijanaca A. thaliana
tokom njihovog gajenja na podlogama sa 500 uM floretinom u trajanju od tri dana i 250
uM floretinom u trajanju od 10 dana su analizirane pomocu transmisione elektronske

mikroskopije (TEM).

Celije listova klijanaca netretiranih kontrolnih biljaka (Slika 40A-C) su imale
uobicajeni oblik, sa malom vakuolom (Slika 40A), tankim ¢elijskim zidom pravilnog oblika
(Slika 40B), gustom citoplazmom ispunjenom brojnim sitnim vezikulama, krupnim
nukleusom 1 uocljivim nukleolusom. Primeéene su mnogobrojne specifine granule sa
nutrijentima, kao 1 granule skroba (Slika 40C). Hloroplasti i mitohondrije su bili

standardnog oblika i strukture.

U celijama izdanaka klijanaca arabidopsisa koji su isklijavani 1 gajeni na podlozi sa
500 uM floretinom u trajanju od tri dana uz pomo¢ TEM-a zabeleZene su sitnije
ultrastrukturne promene (Slika 40D-F). Uocene su krupnije vakuole u kojima su zapazeni
citoplazmaticni konci (Slika 40E), koji su inace prepoznatljivi kada je poremecen
metabolizam celije. Granule skroba su bile brojne, ali sitnije u poredenju sa onim u
¢elijama kontrolnih klijanaca. U ¢elijama tretiranih klijanaca je takode zabelezeno mnoStvo
granula razli¢itih oblika bogatih nutrijentima. Za razliku od ¢elija kontrolnih klijanaca,
zapazene su 1 nepravilnosti u vidu undulacija (izuvijanosti) celijskog zida (Slika 40F).

Hloroplasti i mitohondrije su bili pravilnog oblika i strukture.

Produzeno vreme izlaganja klijanaca floretinu (10 dana) dovelo je do veoma
znacajnih ultrastrukturnih promena na ¢elijama i nakon tretmana sa nizom koncentracijom
floretina (250 uM) (Slika 40G-I). Najvece promene su uocene na hloroplastima, koji od
regularnog so€ivastog oblika u ¢elijama kontrolnih klijanaca, u ¢elijama tretiranih klijanaca
zadobijaju okrugao oblik 1 izmeStaju se 1 grupiSu ka unutrasnjosti ¢elije (Slika 40G 1 H).
Znacajna promena je zapazena i u orjentaciji tilakoida grana i tilakoida strome, koji od

pravilne linearne zadobijaju kruznu formu. Strukturne promene na hloroplastima su se
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odrazile i na pravilno funkcionisanje samih hloroplasta, tako da je u hloroplastima sa
dezorganizovanim tilakoidima uocen i smanjen broj skrobnih zrna. Granule sa nutrijentima,
kao 1 granule skroba u citoplazmi nisu bile vidljive, dok su u ¢elijama uocene krupne
vakuole (Slika 40G). Za razliku od hloroplasta, promene u strukturi mitohondrija nisu
uocene (Slika 40H). Za Celije tretiranih klijanaca bilo je karakteristi¢no i prisustvo izraZzene

izuvijanosti ¢elijskog zida (Slika 401).

Slika 40. Efekat floretina na ultrastrukturu éelija listova A. thaliana. Celije listova klijanaca gajenih na 4MS
podlozi (kontrola) (A-C). A - mala vakuola (¥), bar =5 pm; B - ¢elijski zid (Cw), bar = 5 pm; C - granule
skroba (S), brojne granule sa nutrijentima (G), bar =2 pm; Celije klijanaca gajenih tri dana na “MS podlozi sa
500 uM floretinom (D-F). D - nukleus (N), bar =5 um; E - vakuole sa citoplazmati¢nim koncima (Cy), bar =
5 um; F - izvijeni éelijski zid (Cw), bar = 2 um; Celije klijanaca gajenih 10 dana na %4MS podlozi sa 250 uM
floretinom (G-I). G - hloroplasti okruglog oblika (Ck), bar =2 um; H - hloroplasti okruglog oblika (Ch),
mitohondrija (M), bar = 5 um; I - veoma izvijen ¢Celijski zid (Cw), bar =5 um.
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S. DISKUSIJA



Alelopatija se u uzem smislu najce$¢e definiSe kao pojava da biljni organizam,
putem sekundarnih metabolita koje produkuje, utice na klijanje, rastenje i razvi¢e drugih
biljaka u svom okruzenju (Rice, 1984). Potencijalnu alelopatsku ulogu dominantnog
sekundarnog metabolita jabuke florizina, kao 1 floretina 1 drugih fenolnih jedinjenja ove
voéne vrste nagovestio je Borner davne 1959. godine, smatrajuéi ih odgovornim za razvoj
bolesti poznate kao ,,Specific Apple Replant Disease” (SARD). Ova bolest se manifestuje
usporenim i zakrzljalim rastom stabla i korena, kao 1 slabim plodonosenjem sadnica jabuke
posadenim na mestima prethodnih voénjaka jabuke (Wittenmayer 1 Szabo, 2000). Noviji
literaturni podaci ukazuju da eksudati vrsta Malus pumila 1 Malus prunifolia mogu ispoljiti
inhibitorno, odnosno autoalelopatsko dejstvo na klijanje semena i razvoj klijanaca
sopstvene vrste (Zhang i sar., 2007b; Bai i sar., 2009a). Ovi rezultati su ponovo nagovestili
da florizin, 1 floretin mogu biti klju¢ni faktori u razvoju SARD (Nicola 1 sar., 2017; Yin 1
sar., 2018). Sekundarni metaboliti jabuke koji dospevaju u zemljiste izlucivanjem putem
korena ili razgradnjom biljnog materijala (listovi, plodovi, delovi korena ili stabla), bi
mogli delovati inhibitorno 1 na druge biljne vrste, ukljucuju¢i i korove. Upoznavanje sa
potencijalom i mehanizmima alelopatskog delovanja sekundarnih metabolita jabuke bi
moglo biti od znaCaja za razvo] novih strategija za kontrolu korova, ukljucujuéi i1

poboljsanje alelopatskog uticaja same jabuke.

Bitan ograni¢avaju¢i faktor u pokuSajima da se proSire saznanja o alelopatskim
interakcijama u rizosferi predstavlja komplikovanost izolacije 1 identifikacije metabolita
koji se izlucuju iz korena u zemljiSte, kao 1 kompleksnost samog ekosistema rizosfere i
mogucénost interakcije razlicitih faktora pri alelopatskom delovanju. Uspostavljanje model
sistema koji bi omogucio izlu€ivanje potencijalnih alelohemikalija od strane korenova
jabuke direktno u te¢nu sterilnu podlogu, u kontrolisanim in vitro uslovima, bi omogucilo
da se otkloni uticaj i variranje faktora spoljaSnje sredine, kao i prisustvo mikroorganizama.
Otklanjanje ovih €inilaca, koji mogu uticati na promenu kvaliteta i kvantiteta eksudovanih
alelohemikalija, je izuzetno znaajno za proucavanje procesa alelopatije. Uspostavljanje
sterilne kulture transformisanih korenova jabuke sposobnih za rastenje nezavisno od

izdanaka 1 regulatora rastenja, genetickom transformacijom posredstvom A. rhizogenes
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vektora, predstavlja osnovu za izuCavanje produkcije sekundarnih metabolita i
funkcionalnu karakterizaciju gena ukljuc¢enih u metabolizam ovih metabolita u korenovima
jabuke. Takode, primena eksudata korenova jabuke dobijenih u kulturi in vitro bi olaksSala
izvodenje morfoloskih testova i fizioloskih i molekularnih analiza u cilju razotkrivanja
mehanizama delovanja alelohemikalija koji uprkos intenzivnim biohemijskim i fizioloSkim

istrazivanjima poslednjih godina jo$ uvek predstavljaju veliku nepoznanicu.

5.1. Morfogeneza jabuke in vitro

Jabuka je kao drvenasta vrsta veoma zahtevna po pitanju uslova i vremena
neophodnih za isklijavanje semena i odgajanje eksperimentalnih biljaka. Stoga je uvodenje
jabuke u kulturu in vitro, koriS¢enjem apeksa pazusnih pupoljaka lastara jabuke, kao i1
pazljiva optimizacija uslova za efikasnu regeneraciju putem de novo organogeneze
izdanaka, umnozavanje i oziljavanje u laboratorijskim uslovima, bitan preduslov za
dobijanje velikog broja uniformnih biljaka i geneticku transformaciju jabuke, kao i za

uspostavljanje in vitro kulture transformisanih korenova.

S obzirom na izuzetan ekonomski znacaj jabuke kao voéne vrste i njenu Siroku
rasprostranjenost, postoji veliki broj radova posvecenih in vitro regeneraciji razlicitih vrsta
podloga za kalemljenje jabuke, ali 1 nekoliko sorti jabuke (kao $to je prikazano u revijalnim
radovima Bhatti 1 Jha, 2010; Magyar-Tabori 1 sar., 2010). Kako potencijal za regeneraciju
jabuke izuzetno mnogo zavisi od genotipa, javlja se potreba za posebnom optimizacijom
uslova za in vitro gajenje za svaku sortu ili tip eksplantata, koji ¢e biti koriS¢en kao pocetni
materijal. Regeneracija izdanaka sorte Zlatni DeliSes je opisana od strane veceg broja
autora (Liu 1 sar., 1983; Theiler-Hedtrich i Theiler-Hedtrich, 1990; Belaizi 1 sar., 1991;
Korban 1 sar., 1992; Graph i Wricke, 1998; Rugini i Muganu, 1998; Vir§¢ek-Marn 1 sar.,
1999) i imala je efikasnost od 4% do 73%, sa izuzetkom protokola Yepes i Aldwinckle
(1994) pomocu koga je ostvarena uspesna regeneracija sa ucestalosé¢u od 95%. S obzirom
na umereno visoku 1 neujednacenu ucestalost regeneracije Zlatnog Delisesa, kao i odsustvo
literaturnih podataka o regeneraciji sorte Melrouz, u ovom radu je razvijen efikasan i

pouzdan protokol za regeneraciju obe sorte sa visokom ucestalos¢u koja je iznosila 97,4%.
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Sa tim ciljem, najpre je ispitivan efekat predretmana eksplantata u mraku i agensa za
ucvrséivanje podloge, a potom 1 uticaj genotipa (sorte), tipa i orjentacije eksplantata na
efikasnost regeneracije izdanaka iz odsecaka listova, kao 1 procena uticaja [-laktamskih
antibiotika na proces regeneracije u cilju dodatnog povecanja regenerativnog odgovora
jabuke. To je ujedno i neophodan uslov za uspeSnu geneticku transformaciju jabuke

posredstvom Agrobacterium vektora.

5.1.1. Optimizacija uslova za regeneraciju jabuke sorti Zlatni DeliSes i Melrouz iz

odsecaka listova in vitro

Rezultati ove disertacije ukazuju da je gajenje eksplantata u mraku bilo kljuéni
faktor za indukciju regeneracije izdanaka iz odsecaka listova kod obe ispitivane sorte
jabuke, Zlatni DeliSes i Melrouz. Iako je na eksplantatima gajenim u uslovima dugog dana
dolazilo do formiranja kalusa, ovi kalusi nisu bili regenerativni. Nasuprot njima, skoro
100% eksplantata obe sorte jabuke, koji su bili gajeni tri nedelje u mraku, a zatim izlagani
uslovima dugog dana su produkovali kaluse sa izdancima, ali i izdanke koji su formirani
direktno na povrSini liske. Formiranje izdanaka procesom direktne organogeneze
primeceno je u slucaju regeneracije sa internodalnih segmenata kod sorte Zlatni DeliSes
(Belaizi i sar., 1991), kao 1 kod drugih sorti i podloga za kalemljenje jabuke (Dufour, 1990;
Pawlicki i Welander, 1994). Predtretman mrakom se pokazao kao veoma bitan za indukciju
procesa organogeneze kod mnogih drvenastih voénih vrsta, ukljucujuc¢i i1 jabuku (Liu 1 sar.,
1983; Fasolo 1 sar., 1989; Predieri 1 Fasolo, 1989; Famiani 1 sar., 1994; Magyar-Tébori 1
sar., 2010). Njegov efekat se povezuje sa povecanjem nivoa endogenih auksina (Korban i
sar., 1992; Miguel i1 sar., 1996) 1 smanjenjem debljine celijskog zida, Sto olakSava
translokaciju biljnih faktora rastenja (Herman i Hess, 1963). U skladu sa tim, izlaganje
svetlosti je odloZilo formiranje kalusa kod sorti jabuke Royal Gala 1 Freedom 1 potpuno

inhibiralo indukciju izdanaka kod sorte Freedom (Dobranszki i Teixeira da Silva, 2010).

Agens za ucvrS¢ivanje hranljive podloge je imao znacajan uticaj na regenerativni
potencijal eksplantata i pojavu vitrifikacije kod regenerisanih izdanaka jabuke Melrouz i

Zlatni DeliSes. Agar je prirodni polisaharid koji se prevashodno dobija iz crvenih algi
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familija Graciliaceae 1 Gelidiaceae. Zbog svoje visoke cene i tendencije da dovede do
pojave vitrifikacije i/ili nekroze in vitro kultura, Cesto biva zamenjen drugim agensima za
ucvrs¢ivanje podloga. Najcesce su to komercijalno dostupni galaktomanani: guar guma
(fitagel) 1 kasia. Jedan od primera koji to ilustruje je poredenje novo formiranih izdanaka
sorte Marubakaido, gajenih in vitro na podlogama sa kombinacijom agara i fitagela (3+3 g
L") i agara i kasie (3+3 g L") sa kulturama na standardnoj podlozi koja je sadrzala 6 g L™
agara. Pokazano je da nije bilo vecih razlika u stopi umnozavanja izdanaka na ovim
podlogama. Medutim, procenat vitrifikacije izdanaka je bio najnizi u slucaju smeSe
agar/kasia (2,50 = 0,88%), nesto visi kod smeSe agar/guar (6,65 + 2,24%) i najvisi na
podlozi koja je sadrzala samo agar (19,35 + 1,90%) (Lucyszyn i sar., 2005). Nasuprot
rezultatima autora koji su zapazili najbolji regenerativni odgovor eksplantata sorte jabuke
Gala Gala gajenih na podlozi sa fitagelom (Bommineni 1 sar., 2001), najveca ucestalost
regeneracije sorti Melrouz (96,6%) i Zlatni Delises (87,4%) je postignuta na M2 podlozi
ucvrséenoj pomocu agara. Pored toga, primeéena je i povecana ucestalost vitrifikacije
izdanaka na podlozi sa fitagelom, koja je posebno bila izrazena kod sorte Melrouz i iznosila
¢ak do 90%. Sli¢na pojava zapaZena je od strane drugih autora u slucaju regeneracije
izdanaka sorte Goldspur, kod koje se vitrifikacija javila isklju¢ivo na podlozi ucvrS¢enoj
kombinovanjem agara i fitagela (36,9%), dok na podlozi sa agarom ovakva pojava nije bila
zabelezena (VirS¢ek-Marn 1 sar., 1999). Prikazani rezultati ukazuju da uticaj agensa za
ucvrséivanje podloge na regenerativni potencijal jabuke i vitrifikaciju izdanaka u najvecoj
meri zavisi od genotipa, Sto namece potrebu ispitivanja njegove primene za svaku

pojedinacnu sortu.

Poznato je da efikasnost regeneracije, pored brojnih drugih faktora, zavisi i od tipa
ekplantata 1 njegove orjentacije prema podlozi na kojoj se vrsi kultivacija (George, 1993).
Orjentacija odseCaka listova kao eksplantata sorti Zlatni DelisSes 1 Melrouz je znacajno
uticala na ucestalost regeneracije kod obe ispitivane sorte. NajviSa vrednost ucestalosti
regeneracije od 97,4% je postignuta kada su eksplantati sorte Melrouz bili okrenuti svojom
adaksijalnom stranom prema M2 podlozi, a eksplantati sorte Zlatni DeliSes svojom

abaksijalnom stranom. Medutim, tip eksplantata, tj. polozaj odsecka lista duz aksijalne ose
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nije imao statisticki znacajnog uticaja na regenerativni odgovor ovih sorti, za razliku od
rezultata Yepes i Aldwinckle (1994), koji su uocili znacajan porast regenerativnog
kapaciteta odsecaka listova sorti Liberty i McIntoch, polaze¢i od vrha ka bazi liske. Slicno,
Sriskandarajah 1 saradnici (1990), kao i Caboni i saradnici (1996) su utvrdili da je najveci
broj izdanaka regenerisan sa sredi$njih segmenata liske blizih petioli, kod nekoliko sorti

jabuke.

Iako je BA je najcesce koriS€en citokinin u protokolima za regeneraciju jabuke
(Magyar-Tébori i sar., 2010), TDZ je manje podlozan enzimatskoj degradaciji in vivo u
poredenju sa BA, te stoga ima izrazenije dejstvo na indukciju proliferacije aksilarnih
pupoljaka, ¢ak i1 pri niskim dozama (Magyar-Téabori i sar., 2010). Medutim, odgovor
eksplantata na stimulaciju sa BA 1 TDZ-om prevashodno zavisi od genotipa. Theiler-
Hedtrich i1 Theiler-Hedtrich (1990) su primetili da su Zlatni DeliSes, Florina i M9 bolje
regenerisali na podlozi sa TDZ-om, dok su Priscilla, M26 i M27 dali najbolji regenerativni
odgovor na podlozi sa BA. Sli¢na ucestalost regeneracije je postignuta sa 1,0 uM TDZ-om
1 22 uM BA kod sorte Gala (58 1 54%, redom), dok se BA pokazao pogodnijim za
regeneraciju sorti Jork 9 1 Mc Intosh (Caboni 1 Tonelli, 1999) 1 Bramley (McAdam-O
Connell i sar., 2004). U nasem eksperimentu na M1 podlozi, koja je pored auksina sadrzala
TDZ u relativno niskoj koncentraciji od 3,0 uM, 50% svih eksplantata kod obe sorte je
imalo regenerativhu sposobnost. Na M2 podlozi koja je sadrzala visoku koncentraciju
TDZ-a od 22,0 uM dobijen je bolji regenerativni odgovor 1 kod sorte Melrouz (71,3%) 1
kod Zlatnog DelisSesa (82%). Iako je doSlo do formiranja kalusa na eksplantatima gajenim
na M3 podlozi za indukciju kalusa, nakon prenosSenja na M3 podlogu za regeneraciju koja
je sadrzala BA umesto TDZ-a, eksplantati su nekrozirali i nisu formirali izdanke. Time je
nedvosmisleno pokazano da je produzena kultivacija na podlozi koja je pored auksina
sadrzala 1 TDZ, bila klju¢na za regeneraciju izdanaka iz odseCaka listova jabuke sorti

Melrouz 1 Zlatni DeliSes.

Poznato je da citokinini, a pogotovo viSe koncentracije TDZ-a, iako povecavaju
regenerativni kapacitet, mogu da dovedu do pojave vitrifikacije izdanaka kod mnogih

drvenastih voénih vrsta, ukljucujuéi i jabuku (Pawlicki i Welander, 1994; Caboni i sar.,
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1996). Povecana ucestalost vitrifikacije (36% - 100%, u zavisnosti od predretmana) je
zabelezena na podlogama sa TDZ-om, u poredenju sa podlogama koje su sadrzale BA (13,4
- 56,8%) (Dobranszki 1 sar., 2002). U naSim studijama, vitrifikacija se javljala kod izdanaka
sorti Melrouz 1 Zlatni DeliSes sa relativno malom ucestaloS¢u na obe podloge za
regeneraciju (M1 1 M2,) ali je bila neSto veéa na M2 podlozi koja je sadrzala visu
koncentraciju TDZ-a. Takode, uoceno je da je sorta Melrouz bila podloznija vitrifikaciji

(do11,1%) nego sorta Zlatni DeliSes (do 7,3% ).

Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da regenerativni odgovor jabuke
indukovan TDZ-om pre svega zavisi od sorte. Uprkos istoj ucestalosti regeneracije kod obe
sorte (97,4%), pri najoptimalnijim uslovima (orjentacija eksplantata i podloga) prosecan
broj regenerisanih izdanaka po eksplantatu je bio manji kod sorte Zlatni DeliSes, Sto je
rezultiralo skoro dvostruko manjom SFC vredno$éu za ovu sortu (5,30) u odnosu na
Melrouz (10,02). Medutim, treba istaci da je je ucestalost regeneracije sorte Zlatni DeliSes
od 97,4% bila veca u naSim ogledima u odnosu na vrednosti koje su prijavili drugi autori
(4% do 73%) na podlogama sa TDZ-om u koncentracijama 10 ili 25 uM, (Dufour, 1990), 1
uM (Theiler-Hedtrich 1 Theiler-Hedtrich, 1990), 4,0 uM (Korban 1 sar., 1992) 1 0,91 uM
(Virs¢ek-Marn 1 sar., 1999). Verovatno je da je povecana koncentracija TDZ-a u podlozi za
regeneraciju bila jedan od klju¢nih faktora odgovornih za postizanje dobrog regenerativnog
odgovora sorti Melrouz i1 Zlatni DeliSes u naSim ogledima. Na osnovu ovih rezultata,
Melrouz 1 Zlatni DeliSes se mogu svrstati medu sorte koje za regeneraciju izdanaka
procesom organogeneze de novo zahtevaju neSto viSe koncentracije TDZ-a (viSe od 10
uM), sliéno kao i M7, Macspur, Gala (Korban i sar., 1992), Paladino Spur Mclntosh
(Fasolo i sar., 1989) i Strakrimson (Gercheva i sar., 2000). Nasuprot tome, Alkmene,
Greensleeves, Ajdared 1 M9 zahtevaju jako niske koncentracije TDZ-a za regeneraciju
(0,44 uM) (Hanke 1 sar., 1991). Kod ovih sorti je sa povecanjem koncentracije TDZ-a u

podlozi dobijena veca produkcija kalusa, ali manji broj regenerisanih izdanaka.
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5.1.2. Uticaj p-laktamskih antibiotika na regeneraciju izdanaka jabuke

B-laktamski antibiotici su Siroko primenjivana grupa antibiotika ¢iji se mehanizam
delovanja zasniva na interakciji sa penicilin-vezuju¢im proteinima u celijskom zidu
bakterije i inhibiciji biosinteze peptidoglikanske mreze, $to dovodi do lize i smrti
bakterijske celije (Nauerby i sar., 1997). Poznato je da primena B-laktamskih antibiotika
kod biljnih organizama moze izazvati inhibiciju (da Silva Mendes i sar., 2009; Qin i sar.,
2011) ili stimulaciju (Costa i sar., 2000; Tereso i sar., 2006; Bosela, 2009; Naderi i sar.,
2016) regenerativnog procesa. Takode, B-laktamski antibiotici mogu uticati na razlicite
aspekte regeneracije kao $to su indukcija kalusa (Qin i sar., 2011), formiranje izdanaka (Dai
1 Castillo, 2007), somatska embriogeneza (Mittal i sar., 2009) ili oziljavanje izdanaka (da
Silva Mendes 1 sar., 2009). Ovi antibiotici imaju Siroku primenu u procesu transformacije
biljaka kao efikasano sredstvo za eliminaciju zaostalih agrobakterija nakon perioda
kokultivacije. Prenamnozavanje bakterija, nakon §to je zavrSen proces transfera genetickog
materijala, dovodi do ugrozavanja procesa regeneracije i propadanja biljnog materijala. Iz
tog razloga je odabir antibiotika koji bi efikasno eliminisao zaostale bakterije nakon
procesa kokultivacije, a ujedno pospesio ili u najmanju ruku odrzao proces regeneracije, od
klju¢nog znaCaja za uspesSnost transformacije. S obzirom da osetljivost biljne celije na
antibiotike zavisi od vrste, genotipa, pa Cak 1 tkiva kojem ¢elija pripada (Puite 1 sar., 1996;
Maximova i sar., 1998; Padilla i Burgos, 2010; Dai i sar., 2013), bitno je posebnu paznju
obratiti odabiru tipa 1 koncentracije antibiotika u zavisnosti od sorte ili vrste pocetnog
materjala za transformaciju. Ovo je posebno znafajno za vrste kod kojih je efikasnost
transformacije niska, kao $to je jabuka (James i sar., 1989, Zhang i sar., 1997; Maximova i
sar., 1998; Seong i sar., 2005; Dai 1 sar., 2013). Cefotaksim i karbenicilin su jedini -
laktamski antibiotici o ¢ijem uticaju na organogenezu sorte Zlatni DeliSes postoje literaturni
podaci (Yepes 1 Aldwinckle, 1994). Sa pojavom novijih -laktamskih antibiotika, kao $to
su meropenem i timentin, javlja se potreba za opSirnijim studijama njihovog efekta na
proces organogeneze kod jabuke u cilju povecanja njenog regenerativnog potencijala, kao 1

primene u procesu transformacije ove biljne vrste.
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Rezultati ove disertacije ukazuju da cefotaksim u koncentraciji 300 mg L deluje
stimulatorno na proces regeneracije izdanaka sorte Zlatni DeliSes, povecavajuéi prosecan
broj izdanaka po eksplantatu sa 7,67 kod kontrole na 9,39. Slican efekat cefotaksima
zabelezen je od strane Yepes i Aldwinckle (1994) koji su ukazali da je ovaj antibiotik u
koncentraciji od 250 mg L' delovao stimulativno na regenerativni potencijal odseaka
listova nekoliko sorti jabuke (Empire, Freedom, Zlatni DeliSes, Liberty, McIntosh i Mutsu)
kao 1 M7A podloge za kalemljenje. Ovaj efekat se ogledao kako u povecanju ucestalosti
regeneracije, tako i prosecnog broja regenerisanih izdanaka kod svih ispitivanih sorti.
Stimulativni efekat cefotaksima u koncentraciji od 200 mg L i povecanje uéestalost
regeneracije i broja regenerisanih izdanaka na eksplantatima odsecaka listova je takode

zabeleZen 1 kod podloge za kalemljenje MM106 (Modgil i Sharma, 2009).

Medutim, rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da najniza testirana
koncentracija cefotaksima od 100 mg L znadajno smanjuje udestalost regeneracije u
odnosu na kontrolu. Ovakav tip odstupanja od dozne zavisnosti su potvrdili i drugi autori u
svojim istrazivanjima dejstva antibiotika na procese regeneracije i rastenja. Tako je npr.
timentin u koncentraciji od 200 mg L' znagajno inhibirao efikasnost regeneracije u kulturi
protoplasta Sargarepe, dok niZe 1 viSe koncentracije od pomenute nisu imale uticaja na ovaj
proces (Grzebelus 1 Skop, 2014). Takode, cefotaksim i karbenicilin su uticali na smanjeno
izduZivanje izdanaka, razvoj biomase i broja listova biljaka hrizanteme gajenih na podlozi
sa ovim antibioticima u koncentraciji od 100 mg L™, dok dvostruko visa koncentracija

pomenutih antibiotika (200 mg L") nije imala inhibitoran uticaj (Naing i sar., 2014).

Negativan efekat viSih koncentracija cefotaksima je poznat u literaturi, a potvrden je
i u ovoj disertaciji. Rezultati su pokazali da koncentracije od 500 i 600 mg L' znagajno
smanjuju ucestalost regeneracije 1 prosecan broj pupoljaka po eksplantatu kod sorte Zlatni
Deliges. Upotreba cefotaksima u koncentraciji od 400 mg L™, u protokolu za de novo
organogenezu iz odsecaka listova kod sorte za kalemljenje MM106, je dovela do smanjenja
proseénog boja regenerisanih izdanaka, a koncentracija od 500 mg L' i do smanjenja
procenta eksplantata sa regenerisanim izdancima (Modgil 1 Sharma, 2009). Pad

regenativnog potencijala pri upotrebi 500 mg L™ cefotaksima, zabeleZen je kod svih sedam
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ispitivanih sorti jabuke, kao i kod podloge za kalemljenje M7A u radu Yepes i Aldwinckle
(1994). Prema rezultatima ovih autora, ucestalost regeneracije Zlatnog DeliSesa je opala sa
95% na podlozi bez antibiotika, na 68% koliko je zabelezeno na tretmanu sa 500 mg L™
cefotaksima. Takode, prosecan broj izdanaka po eksplantatu sniZen je sa 5,6 kod kontrole
na 3,1 na tretmanu antibiotikom, nakon Sest nedelja kultivacije. U odnosu na rezultate u
radu Yepes 1 Aldwinckle (1994), rezultati izloZeni u ovoj disertaciji ukazuju da je tretman
sa 500 mg L cefotaksima izazvao neto blaZi pad ucestalosti regeneracije sa 94,8% kod
kontrole na 77,1 % kod tretmana, kao i prosecnog broja izdanaka po eksplantatu sa 7,67 na
6,34. Moze se zakljuciti da je uticaj individualne varijabilnosti genotipa jedan od Cinilaca

koji fino modulise proces de novo organogeneze kod jabuke.

Mehanizmi koji leZe u osnovi dejstva cefotaksima na procese u biljnom organizmu
joS uvek nisu rasvetljeni. Primeceno je da cefotaksim znacajno odlaze gubitak
regenerativnog potencijala embriogenih kultura Pennisetum americanum, smanjujuéi
sadrzaj etilena u atmosferi ovih kultura, Sto moze biti posledica sposobnosti ovog
antibiotika da inhibira produkciju etilena (Pius 1 sar., 1993). Grewal i saradnici (2006) su
primetili da su bilj¢ice Basmati pirinCa, regenerisane iz kalusa gajenog na podlozi sa
cefotaksimom, bile intenzivnije boje u odnosu na izdanke dobijene regeneracijom iz
kontrolnog kalusa. Na osnovu ovih zapaZanja, pomenuti autori su pretpostavili da
cefotaksim moZe delovati na proces sinteze hlorofila. S druge strane, postoji pretpostavka
da biljne esteraze mogu da razloze cefotaksim daju¢i nova jedinjenja koja mogu imati
svojstva regulatora rastenja (Mathias 1 Boyd, 1986). Cefotaksim je polusinteticki antibiotik
koji pripada grupi cefalosporina (Bucourt i sar., 1980). Njegova sli¢nost sa karbenicilinom 1
penicilinom G se ogleda u posedovanju p-laktamskog prstena, koji je zajednicka
karakteristika dve velike grupe antibiotika: cefalosporina i penicilina. Primenom HPLC
analize je potvrdeno da produZenim skladiStenjem karbenicilina ili pravljenjem njegovog
vodenog rastvora, dolazi do razgradnje ovog antibiotika na fenilsiréetnu kiselinu ili
fenilmalonsku kiselinu 1 6-aminopenicilansku kiselinu, koja u svojoj strukturi sadrzi B-
laktamski prsten (Holford 1 Newbury, 1992). Fenilsiréetna kiselina je prirodni auksin

identifikovan kod brojnih vrsta biljaka (Wightman i Lighty 1982). Holford i Newbury
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(1992) su potvrdili da stimulacija formiranja kalusa na hipokotilu Antirrhinum majus nakon
dodatka karbenicilina i penicilina G jeste posledica dejstva fenilsiréetne kiseline kao
produkta njihove razgradnje. S druge strane, isti autori ukazuju da B-laktamski prsten u
sastavu 6-aminopenicilanske kiseline, nastao razgradnjom penicilinskih antibiotika,
ispoljava blag inhibitorni uticaj na rastenje koleoptila ovsa, a da je toksian za kulture
hipokotila Antirrhinum majus u koncentraciji od 25 mg L. Postoji moguénost da P-
laktamski prsten u sastavu 7-aminocefalosporanske kiseline, koja nastaje razgradnjom
cefalosporina, moze ispoljiti inhibitorno dejstvo na proces de novo oraganogeneze jabuke

pri ve¢im koncentracijama cefotaksima.

Meropenem 1 timentin su u svim testiranim koncentracijama umanyjili regenerativni
odgovor eksplantata listova jabuke i generalno pokazali izraZenije inhibitorno dejstvo u
poredenju sa cefotaksimom. Uprkos ovim rezultatima, pupoljci regenerisani na podlozi sa
meropenemom u koncentracijama od 25 to 125 mg L™ su rasli intenzivnije i dali vece,
snaznije 1 bolje razvijene izdanke, nego oni koji su isti vremenski period gajeni na podlozi
sa cefotaksimom. Sli¢na pojava regeneracije krupnijih izdanaka na podlozi koja je sadrZala
meropenem u koncentraciji od 100 mg L™, kao i njihovo intenzivnije rastenje u odnosu na
kontrolu bez antibiotika, je bila zapazena kod japanske sorte jabuke Orin (Komori 1 sar.,

2009).

Timentin je safinjen od tikarcilina kombinovanim sa K-klavulatom, soli
klavulanske kiseline, koja je inhibitor enzima B-laktamaza, prisutnih kod sojeva bakterija
rezistentnih na peniciline i cefalosporine (Demain i Elander, 1999). U literaturi je poznato
stimulativno delovanje timentina na regenerativni proces kod duvana (Nauerby i sar.,
1997), pomorandZze (da Silva Mendes i sar., 2009) i1 paradajza (Costa i sar., 2000; Mamidala
1 Nanna, 2009). Medutim, iako je primenjivan u protokolima za transformaciju jabuke u
koncentracijama od 150 i 400 mg Lt (Szankowski 1 sar., 2003; De Bondt i sar., 2008),
njegov efekat na morfogenezu nije proucavan. Rezultati ove disertacije su pokazali da je
timentin imao inhibitoran uticaj na de novo organogenezu jabuke koji je zavisio od
primenjene koncentracije. Negativno dejstvo timentina na morfogenezu je primeceno i1 kod

somatske embriogeneze lesnika (Tang i sar., 2000) i kakaa (Silva i sar., 2009), a smatra se
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da bi moglo biti posledica naruSavanja hormonalnog balansa izazvanog prisustvom

tikarcilina i K-klavulata ili produkata njihove razgradnje.

5.1.3. UmnoZavanje regenerisanih izdanaka

Umnozavanje izdanaka zavisi od inicijacije i aktivnosti aksilarnih meristema, koji
su prevashodno kontrolisani citokininima. Citokinini deluju u interakciji sa auksinima, iako
je efekat auksina indirektan (Ward i Leyser, 2004). Umnozavanje izdanaka jabuke se
zasniva na odabiru podloga koje sadrze citokinine, kao glavne regulatore rastenja, sa
dodatkom nizih koncentracija auksina ili ponekad giberelina (Dobranszki i sar., 2010).
Najveéi broj autora je za umnozavanje pupoljaka jabuke koristio BA u koncentraciji od
2,25 uM do 9,0 uM (Baraldi i sar., 1991; Marin i sar., 1993; Yepes i Aldwinckle, 1994;
Dobranszki i sar., 2000; Sharma i sar., 2000). U nasim ogledima, podloga koja je sadrzala
2,25 uM BA 1 0,26 uM NAA omogucdila je efikasno umnozavanje izdanaka sorti Melrouz i
Zlatni DeliSes. Interesantno je da je sastav podloga na kojoj su izdanci regenerisani
znacajno uticao, ne samo na proces regeneracije izdanaka iz odecaka listova, nego i na
umnozavanje tako regenerisanih izdanaka na SMM podlozi. Tako je stopa umnoZavanja
kod obe sorte bila dvostruko veca u slucaju kada je za regeneraciju izdanaka koris¢ena M2
umesto M1 podloge. Ovo je u saglasnosti sa ranijim zapazanjima da je podloga sa koje su
poticali eksplantati imala znacajan uticaj na kasniju regeneraciju kod drvenastih voénih

vrsta kao $to su visnja (Antonelli 1 Druart, 1990) 1 kajsija (Burgos i Alburquerque, 2003).

Poznato je da je genotip presudan faktor koji moduliSe fizioloSki odgovor na
egzogeno dodate regulatore rastenja i time kontroliSe efikasnost umnozavanja (Yepes i
Aldwinckle, 1994; Karhu, 1995). Izdanci sorte Melrouz sa obe podloge za regeneraciju, su
u nasem radu pokazali ve¢i potencijal za umnozavanje od sorte Zlatni DeliSes. Primenjeni
protokol za umnoZavanje jabuke je rezultovao stopom multiplikacije od 13,4
izdanka/eksplantatu za Melrouz i 9,0 izdanka/eksplantatu za sortu Zlatni DeliSes, poreklom
sa M2 podloge. Stopa multiplikacije za sortu Zlatni DeliSes je na podlozi sa 4,4 uM, BA 0,5
uM IBA 1 1,4 uM GAj; iznosila 9,0 izdanaka/eksplantatu, a za sortu Jonatan samo 2,5

izdanaka/eksplantatu na podlozi istog sastava (Yepes i Aldwinckle, 1994). Ovi rezultati joS§
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jednom potvrduju da genotip ima izraZen uticaj na stopu multiplikacije izdanaka jabuke i da

protokol za njihovo umnozavanje mora biti pazljivo definisan za svaku pojedinac¢nu sortu.

5.1.4. Oziljavanje izdanaka i aklimatizacija biljaka

Egzogeno dodati auksini imaju sposobnost da indukuju formiranje adventivnih
korenova. Medutim, auksini su neophodni samo u ranim stupnjevima njihovog formiranja
(Harbage 1 sar.,1998; Abel i Theologis, 1996). U kasnijim fazama, oni mogu modifikovati
ili ¢ak inhibirati razvoj korenovog sistema (Druart, 1997; De Klerk i sar., 1999). Iz tog
razloga, najveéi broj protokola podrazumeva primenu dvofaznog sistema za oziljavanje,
kod koga se u prvoj fazi odvija indukcija korenova uz prisustvo auksina, a pojava i
elongacija korenova u njithovom odsustvu, u fazi koja sledi. Protokol primenjen za
oziljavanje sorti Melrouz i Zlatni DeliSes se sastojao od inkubacije izdanaka na podlozi sa
dodatkom auksina IBA ili NAA u trajanju od sedam dana, a zatim njihovim prenosom na

podlogu bez regulatora rastenja, gde je doslo do pojave i elongacije korenova.

Sposobnost oziljavanja u najve¢oj meri zavisi od genotipa. Najve¢i procenat
oziljavanja od 74,3% je zabelezen kod izdanaka sorte Zlatni DeliSes kod kojih su korenovi
indukovani na podlozi sa 2,5 pM IBA, §to je u saglasnosti sa rezultatima ranijih publikacija
(65-80%) (Liu 1 sar., 1983; Belaizi i sar., 1991; Sriskindarajah i sar., 1994). Primeceno je da
se ulestalost oziljavanja Zlatnog DeliSesa smanjivala sa porastom koncentracije IBA u
podlozi, tj. da ovoj sorti odgovara nesto niZza koncentracija IBA za postizanje maksimalne
stope oziljavanja, slicno kao i u slucaju sorte za kalemljenje M26 (Magyar-Tabori 1 sar.,
2002). Nasuprot tome, Melrouz bi se mogla okarakterisati kao sorta sa umerenim
potencijalom za oziljavanje (62,1%) na podlozi sa povecanim sadrzajem IBA (10 uM) i
neSto manjim proseénim brojem korenova po izdanku (2,4) u odnosu na Zlatni DeliSes

(3.2).

NAA je imala manju sposobnost indukcije korenova kod sorti Melrouz 1 Zlatni
DeliSes od IBA na svim ispitivanim koncentracijama. Neki autori su ukazali da je NAA

indukovala formiranje vece koli¢ine kalusnog tkiva na bazi izdanaka i da korenovi koji su
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se se formirali iz kalusa nisu imali vaskularnu vezu sa izdankom (Hicks, 1987; Harbage i
sar., 1998; Yepes i Aldwinckle, 1994; Bommineni i sar., 2001). Oni su takode primetili da
je IBA uzrokovala pojavu manje kolicine kalusa od NAA, a da su formirani korenovi bili

brojniji i povezani vaskularnom vezom sa izdankom.

Iako su genotip i auksini najuticajniji faktori koji koordiniSu proces oziljavanja in
vitro, sadrzaj i vrsta citokinina u podlozi za regeneraciju ili umnozavanje izdanaka mogu
znacCajno uticati na kasnije formiranje korenova kod jabuke (Webster i Jones, 1991; Marin i
sar., 1993; Magyar-Téabori i sar., 2011). Narocito visoke koncentracije TDZ-a mogu
delovati inhibitorno na taj proces (van Nieuwkerk i sar., 1986; Magyar-Tabori i sar., 2011).
Kod sorti Melrouz i Zlatni DeliSes, regenerisanih na M1 i M2 podlogama koje sadrze
razli¢ite koncentracije TDZ-a, nije zapaZena razlika u stopi oziljavanja. Moguce je da je
period kultivacije izdanaka na podlozi za umnozavanje, koja nije sadrzala TDZ, u trajanju
od Sest nedelja, posebno doprineo neutralizaciji njegovog potencijalno negativnog efekta.
Sli¢no, izdanci sorte Royal Gala, regenerisani na podlozi sa TDZ-om, su ostvarili znac¢ajno
vecu stopu oZiljavanja ukoliko su prethodno gajeni na podlozi za umnoZavanje bez ovog

regulatora rastenja (Magyar-Tabori 1 sar. 2011).

Razli¢ite sorte jabuke i1 podloge za kalemljenje, gajene i oZiljene in vitro, se
relativno dobro aklimatizuju (Dufour, 1990; Pawlicki i Welander, 1994; Bolar i sar., 1998;
Magyar-Tabori 1 sar., 2011). UspeSna aklimatizacija oZiljenih biljaka postignuta je i kod
sorti Melrouz 1 Zlatni DeliSes, zasadenih u meSavini zemlje 1 peska u razmeri 3:1. Iako je
zemlja podloZnija razvoju gljivica nego drugi kompoziti (Modgil 1 sar., 2009), efikasnost
oziljavanja je bila na zadovoljavaju¢em nivou (74% za Melrouz i 89% za Zlatni DeliSes),
Sto je u skladu sa stopama aklimatizacije (70-100%) koje su postignute kod drugih sorti
jabuke kao Sto su Marshall, McIntosh Golden, Liberty, Royal Gala, Galaxy 1 M.26 (Bolar 1
sar., 1998).
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5.2. Geneti¢ka transformacija jabuke
5.2.1. Geneticka transformacija sa Agrobacterium rhizogenes 15834

Kod vrsta iz roda Malus, geneticka transformacija uz pomo¢ A. rhizogenes vektora
je primenjivana prevashodno sa ciljem povecanja stope oziljavanja razliitih podloga za
kalemljenje jabuke (Sutter i Luza, 1993; Damiano i Monticelli, 1998; Yamashita i sar.,
2004). Prema dostupnim literaturnim podacima, do sada nije bilo pokusaja izolacije
transformisanih korenova i njihove nezavisne propagacije u kulturi in vitro. U ovoj
doktorskoj disertaciji po prvi put je postignuta uspesna transformacija sorti Melrouz, Zlatni
Delises, Cadel i Gloster koriséenjem A. rhizogenes vektora, kao i uspostavljanje
permanentne in vitro kulture transformisanih korenova jabuke. Medu faktorima koji uti¢u
limitiraju¢i faktor za transfer zeljenih gena u biljnu celiju (Petri i sar., 2005). Prema
rezultatima ove disertacije, metod inokulacije agrobakterija se pokazao podjednako vaznim
¢iniocem u transformacionom procesu, kao 1 sam genotip. Pokazano je da je sorta Melrouz
znatno podloZnija infekciji 4. rhizogenes ukoliko su bakterije inokulisane ozledivanjem
stabljike izdanaka iglom (70,2%), nego u slucaju uranjanja presecenog kraja stabljike u
bakterijsku suspenziju (3,3%). lako je inokulacija ozledivanjem iglom ili skalpelom
naj¢esc¢e primenjivan metod inokulacije agrobakterija i kod drugih biljnih vrsta (Gutiérrez-
Pesce 1 sar., 1998; Vinterhalter 1 sar., 2006; Ninkovic¢ 1 sar., 2010; Bogdanovi¢ i sar., 2014),
drugi nacin inokulacije se pokazao znatno efikasnijim za transformaciju sorti Zlatni
Delises, Cadel i Gloster. Upravo ovaj metod uranjanja preseenog kraja stabljike u
bakterijsku suspenziju je sa uspehom koriS¢en i za transformaciju dve podloge za
kalemljenje jabuke: Jork 9 (Pawlicki-Jullian i sar., 2002) 1 Malus baccata (Wu i sar., 2012).
Transformacija sorte Jork 9 je dovela do pojave transformisanih korenova sa razli¢itom
ucestaloscéu (16,7% - 77,8%), u zavisnosti od soja A. rhizogenes kojim je vrSena inokulacija
(Pawlicki-Jullian i sar., 2002). Medu raznim koriS¢enim sojevima, A. rhizogenes 15834 se
pokazao najmanje efikasnim za transformaciju pomenute sorte. Medutim, isti soj koriS¢en u
ovoj disertaciji je doveo do pojave korenova sa ucestalos¢u od cak 39,29% kod sorte Zlatni

DeliSes, inokulisane na isti nacin kao Jork 9, §to jo§ jednom potvrdjuje uticaj genotipa na
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efikasnost transformacije. Kod izdanaka inokulisanih pomenutom metodom doslo je do
formiranja korenova, ne samo na mestu preseka izdanka, ve¢ i iznad bazalnog kraja
izdanka, npr. na stabljici ili ¢ak listovima izdanka. Ova pojava je najverovatnije posledica
infekcije ¢elija listova, usled slucajnog ozledivanja u toku manipulacije ili prodiranja

bakterija sa mesta preseka preko sprovodnih elemenata.

Iako je najveci broj formiranih korenova ispoljavao izrazen agravitropski rast,
ve¢ina njih nije bila gusto razgranata, ve¢ je posedovala rede rasporedene lateralne
korenove bez korenskih dlaka karakteristi¢nih za fenotip transformisanih korenova (Tepfer
i Casse-Delbart, 1987). Ovakva morfologija korena je najverovatnije specificnost roda
Malus, s obzirom da su korenovi sli€nih karakteristika dobijeni transformacijom kod
nekoliko vrsta podloga za kalemljenje jabuke: Malus pumila (Sutter i Luza, 1993), Jork 9
(Pawlicki-Jullian i sar., 2002) i Malus baccata (Wu i sar ., 2012).

Nasuprot relativno slicnoj morfologiji koju su transformisani korenovi imali dok su
jos§ bili na izdancima, linije razli¢itih korenova gajene kao individualne in vitro kulture su
se odlikovale veoma razli¢itom stopom rastenja 1 formiranja lateralnih korenova. Zapazene
razlike su verovatno specifi¢nosti samih linija, s obzirom da su se razliite karakteristike
mogle primetiti kod linija koje poticu sa istog izdanka, a iste osobine kod linija razli¢itih
sorti. Ovakva pojava je veoma Cesto zapazena i kod transformisanih korenova drugih vrsta
(Chaudhuri 1 sar., 2005; Tiwari 1 sar., 2007; Taneja 1 sar., 2010; Miti¢ i sar., 2012). Mnogi
autori fenotipske razlike transformisanih linija pripisuju razli¢itoj integraciji gena sa Tpr- 1
Tr-DNK u genom biljne ¢elije prilikom transformacionog dogadaja (Batra i sar., 2004;
Tiwari 1 sar., 2007; Taneja 1 sar., 2010). Poznato je da se T-DNK agropinskog tipa Ri
plazmida sastoji od T-DNK 1 Tr-DNK koje su razdvojene intergenskim regionom (White 1
sar. 1985). T -DNK kodira rol4, B, C 1 D gene (Taylor 1 sar., 1985), dok Tr-DNA sadrzi
aux] 1 aux2 gene koji su homologi tmsl(iaaM) 1 tms2 (iaaH) genima sa T-DNK Ti
plazmida, a koji kodiraju enzime koji katalizuju dva uzastopna koraka na putu sinteze
indol-3-sir¢etne kiseline (IAA) (Huffman 1 sar., 1984; Jouanin, 1984). U nasem radu je
potvrdena ekspresija rold, B, C 1 D gena u svim linijama transformisanih korenova jabuke,

dok su se one razlikovale u ekpresiji aux gena. Medutim, nije uoCena korelacija izmedu
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ekspresije aux gena i fenotipskih odlika odgovaraju¢ih linija. Medu linijama koje ne
eksprimiraju aux gene ili eksprimiraju samo jedan od njih (aqux!/ ili aux2) 1 samim tim
nemaju sposobnost produkcije IAA, zapazaju se linije razliCite morfologije, stope rastenja i
sposobnosti formiranja lateralnih korenova. Linija ZD12 koja ne eksprimira aux/ gen,
odlikuje se ve¢im prirastom biomase u poredenju sa tri linije kod kojih se eksprimiraju oba
aux gena. lako literaturni podaci ukazuju da je ekspresija rold, B i C gena neophodna, ali i
dovoljna za ispoljavanje tipicnog fenotipa transformisanih korenova duvana (Cardarelli i
sar.,1987; Spena 1 sar., 1987; Vilaine i sar.,1998). Nemoto i saradnici (2009) isti¢u vaznost
iskljuCivo auxl gena, Cija je ekpresija u transformisanim BY-2 c¢elijama duvana bila
dovoljna da obezbedi ovim, inac¢e auxin zavisnim ¢elijama, nesmetano rastenje u odsustvu
auksina. Rezultati ove teze ukazuju da aux/ i aux? geni nisu odgovorni za fenotip
transformisanih korenova jabuke u in vitro kulturi. Sli¢no, prisustvo oba aux gena kod
transformisanih korenova vrste Catharanthus roseus, uz kompletnu integraciju gena sa Tp-
DNK, nije bilo uslov za dobro rastenje i granjanje takvih linija (Batra i sar., 2004; Taneja i

sar., 2010).

S druge strane, s obzirom na prisustvo rol4, B, C 1 D gena kod svih 28 analiziranih
linija, dodatne analize bi bile neophodne radi procene potencijalne povezanosti nivoa
ekspresije ovih gena sa grananjem i rastom transformisanih linija korenova jabuke. Takode,
1 drugi faktori kao Sto su broj kopija transgena, pozicioni ili epigeneticki efekat mogu lezati
u osnovi ove pojave. Poznato je da je ekspresija rolB gena indukovana auksinima i da
sudbina meristema koji se razvija pod kordinacijom rolB gena zavisi od lokalnog
hormonskog balansa u ¢eliji (Baumann i sar., 1999). Samim tim, razlike izmedu dobijenih
linija mogu biti posledica razlicite osetljivosti na hormone i/ili razli¢itog nivoa hormona u

¢elijama od kojih transformisani korenovi vode poreklo.

Neocekivano, RT-PCR analizom su detektovani signali veoma slabog intenziteta za
rolA, C i D gene i1 u uzorcima netransformisanih (kontrolnih) korenova jabuke. Slican
slu¢aj je bio zabelezen i1 kod podloge za kalemljenje M26, gde je utvrdena hibridizacija
restrikcionih fragmenata DNK iz netransformisanih biljaka jabuke i1 proba specificnih za

Tp- 1 Tr-region T-DNK, §to je sugerisalo na mogu¢i transfer gena izmedu A. rhizogenes 1
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pretka jabuke u davnoj proslosti (Lambert i Tepfer, 1992). Ovakva pojava je prvi put bila
zabelezena kod vrste Nicotiana glauca ¢iji genom sadrzi region homolog Ty -DNK oznacen
kao celularna T-DNK (cT-DNK) (White i sar., 1983). Southern-blot analizom je otkriveno
da ¢T-DNK sadrzi region koji odgovara ORF11(rolB), 12 (rolC), 13, 14, 1 15 (rolD) iz T-
DNK. U pocetku su c-rol geni samatrani pseudogenima, dok njihovi aktivni transkripti nisu
otkriveni kod drugih vrsta roda Nicotiana (Aoki i sar., 1994; Meyer i sar., 1995). Meyer i
saradnici (1995) i Frundt i saradnici (1998) su otkrili da su z-rolC i t-orf13 geni iz vrste N.
tabacum homologi rolC 1 orf13 genima iz agropinskog, mikimopinskog i manopinskog Ri
plazmida, kao i Ng-rolC i Ng-orfl3 genima iz N. glauca. Southern-blot analiza je potvrdila
da t-rolC i t-orfl3 geni poticu iz pretka danaSnjeg duvana N. tomentosiformis, a u Ciji
genom su najverovatnije dospeli horizontalnim geneti¢kim transferom usled infekcije sa
A.rhizogenes u davnoj proslosti (Meyer i sar., 1995; Frundt i sar., 1998). Sli¢na pojava
zabelezena je 1 kod drugih vrsta biljaka, pored duvana i jabuke, kao Sto su Convolvulus

arvensis (Tepfer, 1983) i Ajuga reptans (Tanaka i sar,. 1998).

5.2.2. Optimizacija uslova za gajenje kultura transformisanih korenova jabuke in

vitro

Izvestan broj linija potencijalno transformisnih korenova jabuke je ubrzo nakon
odvajanja od izdanka ili tokom prvih meseci gajenja u te¢noj podlozi u potpunosti prestao
da raste. Uprkos evidentnom konstantnom rastenju, vecinu prezivelih linija odlikovalo je
slabo grananje 1 mali prirast biomase tokom jedne subkulture. Radi stimulacije rastenja 1
formiranja lateralnih korenova transformisanih linija testirane su podloge razlicitog

mineralnog sastava uz dodatak auksina (IBA i NAA) u vise koncentracija.

MS mineralna podloga sa dvostruko manjom koncentracijom makro 1 mikro soli
(2MS) se pokazala kao najoptimalnija za gajenje transformisanoh korenova jabuke jer je
indukovala najveci prirast biomase (231%) nakon Sest nedelja kultivacije. Ista podloga se
pokazala najpogodnijom i za rastenje transformisanih korenova Fagopyrum esculentum
(Lee 1 sar., 2007), dok je u slucaju kultura transformisanih korenova Panax hibrida

(Washida i sar., 1998) i Platycodon grandiflorum (Tada i sar., 1995) najefikasnija bila B5
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(Gamborg i sar., 1968) podloga. Oc¢igledno je da sadrzaj i koncentracija makro i mikro soli
u podlogama za rastenje kultura transformisanih korenova jabuke predstavlja znacajan

faktor i mora biti uskladena sa njihovim potrebama koje su pre svega species specificne.

Poznato je da transformisani korenovi imaju osobinu samostalnog rastenja (bez
regulatora rastenja) i najceS¢e ih odlikuje bujno granjanje i intenzivni prirast biomase u
kulturi in vitro. U osnovi takvog ponasSanja lezi njihova povecana senzitivnost na auksine,
usled aktivnosti ro/B gena (Shen i sar., 1988; Nilsson 1 Olsson, 1997; Baumann 1 sar.,
1999). Primeceno je da dodatak egzogenih auksina moze imati stimulatorni ili inhibitorni
efekat na rastenje i razvoj transformisanih korenova, u zavisnosti od vrste auksina i njegove
koncentracije (Liu 1 sar., 2002; Alpizar i sar., 2008). Rezultati ove disertacije ukazuju da
dodavanje IBA u nizim koncentracijama (0,01 mg L™ ili 0,025 mg L") u najveéoj meri
stimuli$e grananje i elongaciju lateralnih korenova, dok vise koncentracije (0,1 mg L™ ili
0,2 mg L") nemaju pozitivan efekat. Nasuprot tome, neki autori isticu da su vise
koncentracije IBA od 0,1 mg L (Alpizar i sar., 2008) i 0,5 mg L' (Washida i sar., 1998)
imale najizraZeniji stimulatorni efekat na rastenje i granjanje transformisanih korenova kafe
1 Panax hibrida. Liu 1 saradnici (2002) su zapazili da su grananje i elongacija lateralnih
korenova transgenih kultura Pueraria lobata bili stimulisani na koncentraciji od 0,02 mg L
"IBA, dok je 10 puta veéa koncentracija (0,2 mg L) imala neutralan efekat, a nesto veéa
od nje (0,5 mg L) inhibitorno dejstvo. O¢igledno je da endogeni sadrzaj auksina, koji je
karakteristi¢an za svaku vrstu, moduliSe efekat egzogenih auksina na granjanje i rastenje
lateralnih korenova. Takode, inhibitorni efekat viSih koncentracija auksina moze biti
posledica interakcija sa kaskadnim procesom signalne transdukcije drugih endogenih
hormona, ukljucenih u regulaciju rastenja i razviéa lateralnih korenova, kao S§to su
citokinini (Su 1 sar., 2011) 1 giberelini (Fu 1 Hardberd, 2003; Gou 1 sar., 2010). Iako je
granjane 1 elongacija lateralnih korenova bila najizraZenija u prisustvu niZih koncentracija
IBA, najveci prirast biomase korenova je bio je zabeleZen na 0,1 mg L™ NAA. Medutim,
korenovi gajeni na ovoj koncentraciji NAA su bili deblji 1 kraéi i formirali su znatnu
koli¢inu kalusnog tkiva koje je ubrzo inhibiralo dalje formiranje lateralnih korenova.

Uopste, dodavanje auksina u te¢nu hranljivu podlogu je dovelo do pojave kalusiranja kod
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transformisanih korenova jabuke s tim §to je ovaj efekat je bio znatno izraZeniji kada je
te¢na podloga sadrzala NAA nego IBA u istim koncentracijama. Park i Facchini (2000) su
zapazili da su 1,0 mg L' IBA i 0,5 — 1,0 mg L' NAA stimulisale rastenje transformisanih
korenova dve vrste maka (Papaver somniferum 1 Eschscholzia californica), ali ujedno
dovele do obrazovanja znatne koli¢ine kalusnog tkiva, $to nije bio slucaj pri upotrebi iste
koncentracije IAA. Kollarova i saradnici (2004) su, ispitujuci efekte razli¢itih auksina na
rastenje kulture netransformisanih korenova vrste Karwinskia humboldtiana, primetili da su
se korenovi gajeni u prisustvu 2,0 i 5,0 mg L™ NAA odlikovali najveéim prirastom sveZe
mase, ali su bili veoma kratki, zadebljali i obrazovali su veliku koli¢inu kalusa. Prirast suve
mase ovih korenova je bio nizi nego prirast suve mase korenova koji su gajeni na nizim
koncentracijama NAA, a koji su imali niZi prinos sveZe mase. Autori smatraju da je porast
sveze mase korenova gajenih na viSim koncentracijama NAA pre svega posedica velike
koli¢ine vode sadrzane u kalusnom tkivu. Nasuprot tretmanima sa NAA i [AA, IBA je
najvise stimulisala formiranje primordija lateralnih korenova i njihovo izduZzivanje, $to je

veoma sli¢no nasim rezultatima na kulturi transformisanih korenova jabuke.

Tako je IBA u koncentracijama od 0,01 mg L™ i 0,025 mg L povoljno delovala na
inicijaciju 1 pocetno rastenje lateralnih korenova kod transformisanih linija jabuke sorti
Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i Gloster, njeno prisustvo u duzem vremenskom periodu je
je imalo negativan efekat jer je dovelo do pojacanog formiranja kalusa i zaostajanja u
rastenju. Iz tog razloga, dodavanje IBA je preporucljivo iskljuivo nakon odvajanja
transformisanih korenova jabuke sa izdanaka, to jest u pocetnim fazama uspostavljanja
pojedinac¢nih kultura korenova, kako bi se stimulisala inicijacija primordija lateralnih
korenova. Za dalje gajenje kultura bila bi pogodnija primena 2MS tecne podloge bez
regulatora rastenja. Takode, za stimulaciju sporo-rastucih linija transformisanih korenova
mogla bi se preporuciti naizmeni¢na upotreba pomenute podloge 1 podloge sa IBA u kra¢im

vremenskim intervalima od nekoliko subkultura.

Za razliku od transformisanih korenova, in vitfro kulturu netransformisanih korenova
jabuke je bilo moguce uspostaviti isklju¢ivo egzogenom primenom IBA u koncentraciji od

0,5 mg L. Medutim, produZeno gajenje ovih korenova (duze od $est meseci) nije bilo
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moguce ¢ak ni uz upotrebu ovog auksina, jer su korenovi prestajali da se granaju, kalusirali
su i ubrzo propadali. Sli¢an uticaj IBA na rastenje netransformisanih korenova vrste
Karwinskia humboldtiana zabelezili su 1 Kollarova i saradnici (2004), primetivsi postepen
porast prirasta mase u prvih dva meseca gajenja na podlozi sa IBA (0,1-5 mg L") nakon

¢ega je doslo do prestanka rastenja kultura na svim koncentracijama IBA.

Linija ZD12, koja se odlikovala konstantnim rastenjem i1 umerenim prirastom
biomase u tecnoj podlozi bez regulatora rastenja, je izabrana za dalji eksperimentalni rad. S
obzirom na poznato dejstvo auksina na razliCite aspekte rastenja i razvica biljnog
organizma (Teale i sar., 2006; Péret i sar., 2009; Kieffer i sar., 2010), odsustvo auksina u
podlozi za uzgajanje transformisanih korenova je bilo od presudne vaznosti za
eksperimente u kojima je pracen efekat njihovog eksudata na klijanje, rastenje i razvice

test-biljke 4. thaliana.

5.3. Analiza sadrzaja sekundarnih metabolita u transformisanim korenovima jabuke i

u hranljivoj podlozi u kojoj su korenovi gajeni

Fenolna jedinjenja predstavljaju veliku grupu sekundarnih metabolita koji su
odgovorni za mnoge alelopatske interakcije biljaka sa drugim biljkama ili
mikroorganizmima (Blum, 1996; Reigosa 1 sar., 1999; Li i sar., 2010). Ona stoje u osnovi
mnogih pojava u prirodnim 1 veStackim ekosistemima, kao Sto su smanjenje prinosa Zitarica
usled alelohemijske inhibicije izazvane korovima, nemogucnost obnavljanja prirodnih
Sumskih ekosistema (Bais i sar.,2003; Hierro i Callaway, 2003) ili zakrZljalog rasta sadnica
posadenih na mestima prethodnih voénjaka (Burger i Small, 1983). Sve ove pojave mogu
proizvesti znatne ekoloSke Stete 1 dovesti do znacajnih ekonomskih gubitaka. S druge
strane, raznovrsnost fenolnih jedinjenja i mehanizama njihovog alelopatskog delovanja
pruza veliku moguénost za razvoj novih herbicida ¢ije bi se dejstvo ostvarivalo preko istih

ciljnih mesta kao tokom alelopatske interakcije (Nimbal i sar., 1996).

Znacajan broj fenolnih jednjenja je detektovan u korenu, listovima, kori, plodovima

1 semenu jabuke (Hunter i Hull, 1993; Awad i sar., 2000; Treutter, 2001; Pontais i sar.,
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2008). Neka od njih su pronadena i u zemljistu vo¢njaka jabuke, kao posledica razgradnje
opalih listova, kore, plodova i drugog organskog materijala poreklom od jabuke, ili
eksudacije tih jedinjenja putem korenovog sistema u rizosferu (Hofmann 1 sar., 2009; Yin i

sar., 2016).

Rezultati analize sadrzaja sekundarnih metabolita transformisanih korenova linije
ZD12 1 netransformisanih korenova jabuke sorte Zlatni DeliSes su ukazali na prisustvo
fenolnih kiselina, hlorogene, kafeinske, siringinske, p-kumarinske i ferulinske kiseline, kao
i glikozilovanih flavonoida (florizin, rutin, kvercitrin, izokvercitrin i kemferol-3-glukozid).
Za razliku od korena, u te¢noj hranljivoj podlozi u kojoj su gajeni transformisani korenovi
su detektovana iskljucivo hlorogena i kafeinska kiselina i dihidrohalkoni florizin i floretin,
Sto ukazuje da je samo mali broj jedinjenja sintetisanih u korenu bilo i eskudovano.
Statisticka analiza je ukazala da nije bilo znacajne razlike izmedu detektovanih koli¢ina
florizina i drugih jedinjenja u transformisanim i netransformisanim korenovima jabuke,
¢ime je potvrdeno da geneticka transformacija jabuke A. rhizogenes vektorom nije dovela
do promena u metabolizmu i dinamici sinteze ispitivanih sekundarnih metabolita. Takode,
biosinteza florizina i drugih flavonoida u transformisanim korenovima jabuke gajenim u
kulturi in vitro u kojoj korenovi rastu nezavisno od nadzemnih delova biljke, potvrduje
rezultate Hoffmann-a i saradnika (2012) da su korenovi vrsta iz familije Rosaceae mesto
ekspresije gena ukljucenih u biosintezu flavonola, medu kojima je i gen za halkon sintazu,
enzima koji katalizuje drugi korak sinteze florizina od p-kumaroil-CoA. Florizin je u tkivu
transformisanih korenova bio prisutan u 100 do1000 puta vecoj koli¢ini u odnosu na ostala
detektovana fenolna jedinjenja, $to potvrduje njegov status dominantnog sekundarnog
metabolita jabuke utvrdenog od strane vise autora (Hunter i Hull, 1993; Treutter, 2001;
Pontais 1 sar., 2008). Uprkos velikoj zastupljenosti florizina u tkivu korena jabuke, manje
od jednog procenta njegovog sadrzaja (~0,13%) je bilo eskudovano u hranljivu podlogu.
Iako mala, koli¢ina eskudovanog florizina je bila sli¢na koli¢ini florizina koji je eskudovan
iz korena sadnica jabuke gajenih u zemljistu (Hofmann 1 sar., 2009), Sto ukazuje da in vitro
kultura transformisanih korenova jabuke u velikoj meri oponaSa metabolizam korenova

intaktne biljke, ¢ine¢i je idealnim sistemom za karakterizaciju i izu€avanja funkcije gena
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ukljucenih u metabolizam sekundarnih metabolita ove vrste. S druge strane, poznato je da
sadrzaj florizina moze dosta da varira u zavisnosti od vrste tkiva (Gosch i sar., 2010), sorte
(Lata 1 sar., 2009), razvojnog stadijuma (Zhang i sar., 2007a), trenutka uzorkovanja (Hunter
1 Hull, 1993; Mikulic-Petkovsek i sar., 2009), kao i delovanja spoljasnjih faktora kao §to su
patogeni (Mikulic-Petkovsek 1 sar., 2008). U tom smislu, in vitro kultra transformisanih
korenova jabuke koja predstavlja stabilan sistem u kome se korenovi gaje pod
kontrolisanim i asepti¢nim uslovima, omogucava otklanjanje uticaja sredinskih faktora i
alelohemikalija (Inderjit, 2005) i pruza mogucnost za olakSano izucavanje alelopatskog

potencijala eksudata korenova jabuke.

Poznato je da florizin u tkivima jabuke nastaje procesom glikozilacije svog aglikona
floretina uz pomo¢ enzima 2'-O-glikoziltransferaze (Jugdé i sar., 2008; Gosch i sar., 2010).
Medutim, intresantno je da floretin nije pronaden ni u transformisanim ni u
netransformisanim korenovima Zlatnog DeliSesa gajenim in vitro. U istraZivanjima
Hrazdina (2003) floretin takode nije detektovan u korenovima in vitro gajenih biljaka
jabuke sorti Liberty 1 Mclntosh, dok su Mikuli¢ Petkovsek 1 saradnici (2009) 1 u listovima
14 ispitivanih sorti jabuke detektovali isklju¢ivo florizin. Hemijska analiza sadrzaja
sekundarnih metabolita korena jabuke sprovedena u okviru ove teze je ukazala da koren
jabuke sadrzi iskljucivo glikozilovane forme flavonoida, dok aglikozilovana jedinjenja
(floretin, kvercetin 1 naringenin) nije moguce detektovati ili su prisutna isklju¢ivo u
tragovima. Moguce je da biljka tezi rapidnom prevodenju metabolita neposredno po
njihovoj sintezi u stabilne, rastvorljive i hemijski inertne glikozilovane forme i njihovom
fizickom odvajanju od glukozidaza koje ih aktiviraju, skladiStenjem u razli¢itim ¢elijskim
odeljcima (Jones i Vogt, 2001). Ovaj proces omogucava celiji kontrolu nad koli¢inom
fiziolo8ki aktivnih metabolita 1 dinamikom odvijanja fizioloSkih procesa u biljnom
organizmu, kao i zaStitu od delovanja endogenih ili egzogenih jedinjenja kao $to su neki
flavonoidi, fenilpropanoidi, alkaloidi, cijanogeni, glukozinolati itd., koja mogu imati
toksi¢no dejstvo na Celiju (Sirikantaramas i sar., 2008). Poznato je da flavonoidi kao $to je

kvercetin mogu ispoljiti mutageno dejstvo ili dovesti do fragmentacije proteina koji sadrze
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triptofan (Ahmed i sar., 1994; Rueff i sar., 1995), te ih stoga biljka prevodi u glikozilovane

forme i aktivno transportuje u vakuole (Klein i sar., 2006).

Prisustvo floretina u te¢noj podlozi, u kojoj su korenovi jabuke bili gajeni, je
najverovatnije rezultat aglikozilacije florizina. Poznato je da je florizin podlozan
Gibbins, 1969; Natsume 1 sar., 1982). U asepticnim uslovima in vitro kulture, takvo
razlaganje je malo verovatno. Medutim, postoji mogucnost da dolazi do deglikozilacije
florizina apoplasticnim glikozid hidrolazama (Giinl i sar., 2011) ili citosolnim f-
glikozilazama (Warzecha i sar., 1999; Czjzek i sar., 2000) koje bivaju oslobodene iz

povrsinskih ¢elija korena nakon njegovog oStecenja ili nekroze.

5.4. Efekat eksudata transformisanih koremova linije ZD12 na klijanje, rastenje i

razvice klijanaca A. thaliana

S obzirom na poznata dejstva fenolnih kiselina kao alelopatskih supstanci (Blum,
1996; Reigosa i sar., 1999; Li i sar., 2010), kao 1 potencijalnu ulogu florizina 1 floretina u
razvoju simptoma bolesti poznate kao SARD (Borner, 1959; Nicola i sar., 2017; Yin i sar.,
2018), ispitivan je uticaj eksudata korenova jabuke na test-biljku A. thaliana, ekotip
Columbia. Mapiranje genoma A. thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) daje
ogromnu prednost arabidopsisu kao test biljci, pruzajuci Siroku mogucénost ispitivanja
alelopatskih interakcija i povezivanja njihovog dejstva sa morfoloskog 1 fizioloSkog

stanovista sa promenama na genskom nivou (Bais i sar., 2003).

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije ukazuju da eksudat korenova jabuke
nema inhibitoran efekat na klijanje semena arabidopsisa, nasuprot drugim ispitivanim
aleleohemikalijama (Pennacchio i sar., 2005; Reigosa i Pazos-Malvido, 2007). Medutim,
njegov efekat na rastenje i razvice klijanaca je bio izuzetno izrazen i ogledao se u znac¢ajnoj
retardaciji rastenja korena 1 izdanaka (smanjenje od 35,1 1 62,1%, redom), ali i promenama
u njihovom izgledu. Eksudat korenova jabuke je najvise delovao na proces obrazovanja

lateralnih primordija, smanjivsi broj bo¢nih korenova za 74% nakon desetog dana tretmana.
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Kao §to je ve¢ pomenuto, analiza sadrzaja sekundarnih metabolita u eksudatu
transformisanih korenova jabuke je ukazala na nizak, ali veoma uravnoteZen sadrzaj
dihidrohalkona florizina (8,01 ng mL™ tj. 0,017 uM) i floretina (7,49 ng mL™" tj. 0,027 uM),
kao i kafeinske (14,58 ng mL™ tj. 0,08 uM) i hlorogene kiseline (8,82 ng mL™ j. 0,025
uM). Brojni literaturni podaci ukazuju na alelopatsko delovanje hlorogene i1 kafeinske
kiseline, bilo samostalno, bilo u okviru biljnih izolata (Patterson, 1981; Garg i Garg, 1989;
Reigosa 1 Pazos-Malvido, 2007; Batish 1 sar., 2008b). Vodeni ekstrakt cvetova Delonix
regia, ornamentalnog drveta sa Tajvana, koji sadrzi nekoliko fenolnih jedinjenja medu
kojima hlorogenu i kafeinsku kiselinu, je imao izrazeno inhibitorno dejstvo na rastenje
klijanaca zelene salate (Lactuca sativa), kineskog kupusa (Brassica chinensis) 1 lucerke
(Medicago sativa) (Chou 1 Leu, 1992). Kafeinska kiselina kojom su tretirana semena
mango pasulja (Phaseolus aureus) je imala inhibitoran uticaj na izduzivanje korena i
izdanka klijanaca 1 dovela je do smanjenja prirasta njihove mase (Batish i sar., 2008).
Kafeinska kiselina je inhibirala klijanje semena A.thaliana u opsegu od 1,5% do 100%
zavisno od primenjene koncentracije (1-100 mM, redom) (Pennacchio i sar., 2005). S druge
strane, hlorogena kiselina, primenjena u koncentracijama od 10 do 1000 uM, nije uticala na
stopu klijavosti semena, ali je znacajno inhibirala elongaciju korena klijanaca arabidopsisa
(Reigosa 1 Pazos-Malvido, 2007). Vrlo je verovatno da bi alelopatski efekti eksudata korena
jabuke bili mnogostruko izrazeniji da su semena arabidopsisa isklijavana na podlozi bez
nutrijenata. Pokazano je da je 21 alelohemikalija, primenjena u fitotoksi¢nom bioeseju na
arabidopsisu, ispoljila drasti¢no intenzivniji efekat u pogledu inhibicije izduZivanja korena
klijanaca ove test biljke, kada su oni gajeni na podlozi bez nutrijenata, nego u njihovom
prisustvu (Reigosa 1 Pazos-Malvido, 2007). Tako je na primer 96,3 uM hlorogena kiselina
dovela do inhibicije duzine korena od 50% (ICsp), dok je 10 puta veca koncentracija
(1035,3 uM) bila neophodna za dostizanje ICsy u prisustvu nutrijenata (*2MS soli, B5
vitamina 1 1% (w/v) saharoze). Sli¢an efekat nutrijenata na smanjenje inhibitornog dejstva
2(3H)-benzokzazolinonom (BOA) na morfoloski parametre, enzimsku aktivnost i
fluorescenciju hlorofila bele slacice (Sinapis alba) je opisan od strane Belz i Hurle (2004).

Prema tome, moglo bi se pretpostaviti da bi alelohemijski efekat jedinjenja koje koren
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jabuke izluuje u rizosferu, u prirodnoj sredini bio modulisan koli¢inom dostupnih

nutrijenata i verovatno jo$ izrazeniji nego u kulturi in vitro.

Iako brojni literaturni podaci potvrduju alelopatski potencijal hlorogene i1 kafeinske
kiseline, eksudacija florizina, dominatnog jedinjenja prisutnog u eksudatu korenova jabuke,
1 njegovog aglikona floretina kao potencijalno nove alelohemikalije privlaci veliku paznju,
posebno s toga Sto je njihova potencijalna uloga u razvoju simptoma bolesti SARD vec

nagovestena od strane nekoliko autora (Borner, 1959; Nicola i sar., 2017; Yin i sar., 2018).

5.5. Efekat dihidrohalkona florizina i floretina na klijanje, rastenje i razvice klijanaca

A. thaliana

Alelopatski efekat biljnih izolata je najCeS¢e posledica sinergistiCkog delovanja
veceg broja jedinjenja prisutnih u relativno niskim koncentracijama (Einhellig i sar., 2004).
Medutim, pojedinacna jedinjenja ostvaruju sli¢an alelopatski efekat kao 1 biljni izolati samo
ukoliko su primenjeni u mnogostruko veé¢im koncentracijama od onih u kojima su
zastupljeni u biljnom izolatu. Tako npr. koncentracija hlorogene kiseline (1035,3 uM) koja
je dovela do smanjenja duZine korena klijanaca arabidopsisa od 50% u ogledima Reigosa i
Pazos-Malvido (2007) je priblizno 40 000 puta veca od koncentracije hlorogene kiseline
detektovane u eksudatu korenova jabuke (0,025 uM) u nasem eksperimentu. Takode,
koncentracija kafeinske kiseline (100 uM) koja je rezultovala smanjenjem prirasta korena
pasulja od ~ 40% (Batish 1 sar., 2008) je oko 1000 puta veca od njene koncentracije (0,08
uM) u eksudatu korenova jabuke. Kao posledica navedenog, alelopatski potencijal florizina
1 floretina u naSem slucaju je procenjivan na osnovu efekata koji su tretmani 125, 250 1 500
uM florizinom ili floretinom ostvarili na klijanje 1 prethodno pomenute morfoloSke
parametre kod klijanaca arabidopsisa, i1ako su detektovane koncentracije ovih
dihidrohalkona u te¢noj hranljivoj podlozi u kojoj su gajeni transformisani korenovi jabuke

bile oko 10* puta nize (0,017 i 0,027 pM, redom).

Iako su sve testirane koncentracije florizina uzrokovale inhibiciju rastenja i razvic¢a

korena klijanaca arabidopsisa, koja se povecavala srazmerno primenjenoj koncentracij ovog
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dihirohalkona, samo je koncentracija od 500 uM dovela do statisticki znacajnog smanjenja
duzine korena (21,3%) i broja lateralnih korenova (63,5%). Inhibitorni uticaj ovog tretmana
na posmatrane morfoloske parametre je bio slabiji u poredenju sa efektom eksudata
korenova jabuke, ali su oba tretmana imala izrazeniji efekat na razvice lateralnih korenova,
nego na izduzivanje osnovnog korena klijanaca. Smanjenje duzine izdanaka klijanaca na
250 uM 1 500 uM florizinu je bilo znatno manje izraZzeno. Alelopatski efekat eksudata
korenova jabuke u odnosu na Cist florizin bi se mogao pripisati sinergistickom dejstvu

njegovih komponenti.

Na tretmanu sa 500 pM florizinom zapazena je i veoma karakteristicna promena u
izgledu korena klijanaca, koji je rastao uvijajuéi se 1 formirajuci oblik nalik sinusoidi, dok
su lateralni korenovi bili veoma retki i male duzine. Lewis 1 saradnici (2007) su, koristeci
mutante za ABCDI19 (MDRI) i ABCD4 (MDR4) gene iz ABCB familije transportera za
efluks auksina, otkrili da su procesi rastenja i razvia korena arabidopsisa koji su
posredovani akropetalnim 1 bazipetalnim transportom auksina viSe nezavisini nego
preklapajuci procesi. Zapravo, oni su nedvosmisleno pokazali da mutacije u alelima MDR1
gena kod nezavisnih mdri-1 1 mdri-2 mutanta arabidopsisa ekotipa Ws 1 mdri-3 mutanta
ekotipa Columbia, dovode do smanjenja akropetalnog transporta auksina od ~80%, dok
bazipetalni transport kod takvih mutanata ostaje neizmenjen. Nasuprot, kod mdr4 mutanta,
akropetalni transport nije bio narusen, dok je bazipetalni umanjen ~50%. Mutacija u MDR]
genu dovodi do pojave sinusoidalnog rastenja korenova na podlozi koja je uspravno
orjentisana na podlogu, dok se ta pojava ne zapaza kod mdr4 mutanata, niti kontrolnih
korenova. Ovi rezultati ukazuju da su defekti u akropetalnom transportu auksina od
prvenstvenog znacaja za ispoljavanje ovog fenomena. Dodatno, gravitropski odgovor kod
mdrl mutanata je u potpunosti ouvan bez obzira na znatan poremecaj u akropetalnom
transportu. To ukazuje da fenomen sinusoidnog rastenja korena nije povezan sa odgovorom
biljke na gravitropski stimulus. Prac¢enje ekspresije gena za GFP protein sa ProDR5:GFP
auksinskog reportera na preparatima apeksa korenova mdrl mutanata je ukazalo na
prisustvo vece koli¢ine auksina u zoni elongacije korena u odnosu na kontrolu. Ova

povecana koli¢ina auksina, ukoliko nije simetri¢no distribuirana, moze uzrokovati disbalans
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u stopi elongacije ¢elija i dovesti do sinusoidnog rastenja korena (Lewis i sar., 2007).
Zaklju¢eno je da je akropetalni transport auksina neophodan za balansiranu stopu
elongacije ¢elija duz vertikalne ose i da njegovo narusavanje, kao u sluc¢aju mdr/ mutanta,
dovodi do pojave karakteristicnog izgleda korena koji nalikuje sinusoidi (Lewis 1 sar.,

2007).

Kao i florizin, 1 floretin nije imao uticaja na stopu klijavosti semena arabidopsisa,
ali je doveo do veoma izrazene dozno-zavisne inhibicije rastenja i razvica korena 1 izdanaka
klijanaca. Negativni efekat floretina na klijance arabidopsisa je bio dosta izrazeniji nego
efekat florizina u pogledu svih merenih morfoloskih parametara. Veéi efekat floretina se
ogledao 1 u izgledu klijanaca, pogotovo izdanaka, koji su na 500 puM floretinu bili
bledozelene-Zuckaste boje 1 sa manjim brojem listova u lisnoj rozeti u poredjenju sa
kontrolnim. Moze se zapaziti da su efekti eksudata korenova jabuke na klijance
arabidopsisa dosta sliCani efektima izazvanim dejstvom floretina, tako da postoji
mogucnost da se inhibitorno dejstvo eksudata korena mozda i veéim delom zasniva na

delovanju ovog dihidrohalkona.

Tretman floretinom je doveo 1 do promena u gravitropskom odgovoru, kako
izdanaka, tako i korenova tretiranih klijanaca arabidopsisa. Araniti i saradnici (2016) su
zapazili pojavu anizotropnog rastenja korenova klijanaca arabidopsisa tretiranih isparljivim
seskviterpenom farnesenom, koju su doveli u vezu sa uo¢enim poremecajem nivoa auksina
1 etilena u korenovima 1 njihovim efektom na kondenzaciju 1 dezorganizaciju mikrotubula
¢elija korteksa korena. Slicno ponaSanje je zapaZeno i kod klijanaca pSenice tretiranih
eksudatom korena C.murale (Miti¢ 1 sar., 2018), kod kojih se agravitropsko rastenje
objasnjava kao posledica oksidativnih oSte¢enja izazvanih dejstvom slobodnih kiseoni¢nih
radikala, a koja dovode do dezorganizacije kortikalnih mikrotubula i ultrastukturnih
malformacija cCelije. Nepravilna organizacija mikrotubula moze narusiti pravilno
izduZivanje (Morejohn, 1991; Fisher i Cyr, 1998; Hashimoto, 2002) i diferencijaciju ¢elija
(Green 1 Selker, 1991), pogotovo u zoni elongacije korena, a samim tim dovesti 1 do

njegove atipicne morfologije.
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5.6. Analiza ekspresije gena ukljucenih u polarni transport auksina, biosintezu
auksina i giberelina, transkripcioni faktor WOX?7 i kontrolu ¢elijskog ciklusa kod

klijanaca A. thaliana tretiranih eksudatom transformisanih korenova ili floretinom

Uocene morfoloske promene, kao §to su smanjenje duzine osnovnog korena i broja
lateralnih korenova, kod klijanaca arabidopsisa tretiranih eksudatom korenova jabuke i
floretinom bi se mogle dovesti u vezu sa promenama u endogenom nivou auksina i

giberelina, biljnih hormona koji predstavljaju bitne regulatore rastenja i razvica biljaka.

Auksini ucestvuju u gotovo svim stadijumima rastenja i razvi¢a biljaka reguliSuci
¢elijsku deobu 1 elongaciju Celija, rizogenezu, diferencijaciju sprovodnih elemenata,
apikalnu dominaciju, fototropske 1 gravitropske reakcije, senescenciju itd. (Enders 1 Strader,
2015). Brojni literaturni podaci narocito ukazuju na ulogu auksina u inicijaciji formiranja
lateralnih primordija korenova (Bennett i sar., 1996; Benkova i sar., 2003; Santelia i sar.,
2005; Swarup 1 sar., 2008). Klju¢ni aspekt delovanja auksina je zasnovan na diferencijalnoj
distribuciji u okviru biljnih tkiva, gde formiraju lokalne maksimume ili gradijente izmedu
¢elija (Muday 1 DeLong, 2001; Friml, 2003; Teale 1 sar., 2006). Osim procesa lokalne
sinteze 1 oslobadanja aktivnih formi auksina iz neaktivnih konjugata, glavni uzro¢nik
diferencijalne distribucije auksina jeste usmereni transport izmedu celija, tzv. polarni
auksinski transport (PAT). Osnovni mehanizam koji kontroliSe PAT obuhvata procese
aktivnog ulaska (influksa) i izlaska (efluksa) iz celija, preko nekoliko specificnih grupa
transportera oznacenih kao AUXI1/LAX transporteri 1 PIN 1 ABCB (MDR) proteini.
Bioloski aktivan auksin, indol-3-siretna kiselina (IAA) u ¢celiju ulazi u svom
protonovanom obliku (IAAH), difuzijom ili aktivnim transportom pomocu 2H'-IAA’
simportera koji su kodirani AUX! 1 LAX genima. IAA se u anjonskom obliku (IAA)
transportuje iz Celije putem PIN i1 ABCB proteina, koji su uglavnom smesteni na membrani
bazalnih ili lateralnih stranica ¢elije. Na ovaj naCin se uspostavlja koncentracijski gradijent
auksina duz apikalno-bazalne ose. Ovim putem se auksin iz meristema apeksa izdanka
transportuje ka njegovoj morfoloskoj bazi (bazipetalno), dok se auksin koji ulazi u koren iz
izdanka transportuje ka vrhu korena akropetalnim transportom, gde se najverovatnije

kombinuje sa auksinom sintetisanim u apeksu korena, a potom transportuje bazipetalno ka
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lateralnim delovima i bazi korena (Swarup i Bennett, 2003). Kod arabidopsisa, AUXI i
LAX3 transporteri za influks su, zajedno sa PIN1, PIN3 i PIN7 transporterima za efluks,
odgovorni za akropetalni transport auksina u korenu (Friml i sar., 2002; Blilou i sar., 2005),
dok sa bazalno lokalizovanim PIN2 proteinom omogucéavaju odvijanje bazipetalnog

transporta (Mtller i sar., 1998; Abas i sar., 2006).

U ovoj disertaciji je pracena ekspresija gena ukljucenih u polarni transport auksina
(PIN1, PIN2, PIN3 i PIN7, ABCB4, ABCB19, AUXI i LAX3), gena za biosintezu auksina
(TAALYUC3, YUC4 i YUC6) i giberelina (GA3oxI 1 GA20ox2), kao i gena za
transkripcioni faktor WOX7, i to 2, 6 1 12 h od trenutka izlaganja klijanaca arabidopsisa
500 uM floretinu.

Lewis i saradnici (2011) su zabelezili poviSenu ekspresiju gena za auksinske
transportere AUXI1, PIN3 i PIN7 kod klijanaca arabidopsisa starih Sest dana, 6 h od
trenutka izlaganja prekursoru etilena - 1-aminociklopropan-1-karboksilnoj kiselini (ACC),
kao i znaCajan porast brzine akropetalnog transporta auksina. Pomenuto jedinjenje je
dovelo do smanjenja broja lateralnih korenova (~43%) 1 ukupne duzine korena 10 dana
starih klijanaca tretiranth ACC-om, §to je sli¢no rezultatima prikazanim u ovoj disertaciji.
Kod kontrolnih korenova, koji nisu bili izlozeni ACC-u, u oblasti formiranja lateralnih
primordija tj. na mestima savijanja korena, bila je primefena smanjena ekspresija PIN3 1
PIN7 gena, u odnosu na deo korena iznad mesta savijanja. Ovakva diferencijalna ekspresija
PIN gena je dovodila do smanjenog efluksa auksina iz Celije, $to je za posledicu imalo
lokalnu akumulaciju auksina i formiranje lokalnog auksinskog maksimuma neophodnog za
formiranje lateralnih primordija. Kod korenova tretiranih sa ACC-om, ekspresija PIN3 i
PIN7 gena je bila povecana duz cCitavog korena, S$to je uticalo na povecanje ukupnog
akropetalnog transporta. Zapravo, auksin se transportovao ka apeksu korena, gde se
akumulirao, inhibiraju¢i rastenje korena, dok je istovremeno onemogucavao formiranje
lokalnih auksinskih maksimuma neophodnih za indukciju lateralnih primordija (Lewis i
saradnici, 2011). Povecana ekspresija gena za auksinske transportere (PIN, PIN3, PIN7,
AUXI, LAX3) u korenu petodnevnih klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom, koja je

kao 1 u radu Lewis i saradnika (2011) dostizala svoj maksimum nakon 6 h tretmana, bi
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mogla ukazati na uces¢e etilena u inhibiciji izazavanoj floretinom preko povecanja
akropetalnog transporta auksina u korenu ili alternativno, na potencijalno slican mehanizam
delovanja floretina i etilena. Ovako povecan akropetalni transport u korenu bi mogao uticati
na smanjenje duzine osnovnog korena i broja lateralnih korenova klijanaca arabidopsisa
tretiranih floretinom, tako Sto bi izazvao akumulaciju auksina u apeksu korena i inhibiciju
formiranja lokalnih auksinskih maksimuma neophodnih za indukciju lateralnih primordija,

kao sto je prethodno opisano.

Dodatnu potvrdu ovakvoj pretpostavci daju rezultati Yang i saradnika (2014), koji
su pokazali da je inhibitorni efekat aluminijuma na rastenje osnovnog korena klijanaca
arabidopsisa bio posredovan etilenom, koji je doveo do povecanja sinteze auksina u
tranzicionoj zoni apeksa korena usled povecanja ekspresije 7441 gena. TAAI 1 YUC geni
kodiraju enzime koji u€estvuju u najznacajnijem putu sinteze IAA kod arabidopsisa, koji se
odvija preko indol-3-piruvata (IPA). TAAI gen kodira triptofan aminotransferazu (TAA),
koja katalizira reakciju deaminacije L-triptofana do IPA, dok YUC geni kodiraju
monooksigenaze koje sadrze flavin i katalizuju reakciju konverzije IPA do IAA (Zhao,
2012). PoviSena ekpresija TAAI gena u korenu klijanaca arabidopsisa nakon 6 h tretmana
floretinom, ukazuje na moguce ucesce etilena u mehanizmu delovanja floretina. Dodatno,
rezultati Swarup 1 saradnika (2007) su ukazali da etilen stimuliSe biosintezu auksina u
apeksu korena, kao i1 da je inhibicija rastenja korena izazvana etilenom zavisna od
bazipetalnog transporta sintetisanog auksina iz apeksa korena do zone elongacije koji se u
velikoj meri bazira na funkciji AUX1 transportera. Povecanje ekspresije AUX/ gena u
korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom, a koji prati profil ekspresije PIN2
gena ukljucenog u bazipetalni transport auksina, kao 1 gena koji uc¢estvuju u sintezi auksina
(TAAL, YUC3, YUC4 1 YUC6), ide u prilog pretpostavci da je delovanje floretina u pogledu
inhibicije rastenja glavnog korena i smanjenje broja lateralnih korenova arabidopsisa bar

jednim delom posredovano etilenom.

Istrazivanja Lewis 1 saradnika (2007) su ukazala da je ~80% akropetalnog
transporta auksina u korenu arabidopsisa zavisno od ABCB19 (MDR1) transportera, a

~50% bazipetalnog transporta od ABCB4 (MDR4) transportera. Minimalne razlike u
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ekspresiji gena za ABCB4 1 ABCBI19 transportere u korenovima klijanaca arabidopsisa
tretiranih floretinom, ukazuju da se inhibicija razvoja i elongacije lateralnih korenova pod
dejstvom ovog dihidrohalkona nije odigrala posredstvom ABCB transportera, uprkos
njihovoj vaznosti za PAT, ve¢ prvenstveno preko AUX, LAX 1 PIN transportera. Nije
iskljuceno da bi minimalni porast nivoa ekspresije ABCB19 gena u korenu klijanaca koji je
zabelezen 6 h od pocetka tretmana floretinom, mogao dodatno da doprinese povecanju
akropetalnog transporta auksina izazvanog povisenom ekspresijom AUXI, LAX3, PINI,
PIN3 1 PIN7 gena.

GA200x2 1 GA3oxIsu geni koji kodiraju enzime GA20 oksidazu (GA20-0x) i GA3
oksidazu (GA3-0x), koji katalizuju zavrsne korake u biosintezi bioaktivnih giberelina (GA)
u citoplazmi (Reid 1 sar., 2004). Kod arabidopsisa, GA20-ox kodira familija od 5 gena
(Phillips 1 sar., 1995), a GA3-ox kodira familija od 4 gena (Hedden i Phillips, 2000).
Znatno poviSena ekspresija GA20ox2 1 GA3ox1 gena u korenovima klijanaca arabidopsisa,
koja je narocito bila izraZzena 6 h od pocetka tretmana floretinom, bi mogla da ukaze na
povecanje nivoa endogenih giberelina u korenovima tretiranih klijanaca. Gou i saradnici
(2010) su ukazali da porast giberelina utie na inhibiciju ranih koraka u formiranju
lateralnih korenova topole (Populus sp.). Tako su mutanti topole koji su imali smanjen nivo
giberelina, kao 1 mutanti koji su bili neosetljivi na gibereline, imali povecan broj lateralnih
korenova, dok su transformisane biljke kod kojih je dolazilo do prekomerne produkcije
giberelina GA; 1 GA4 u korenovima, produkovale smanjen broj lateralnih korenova (Gou 1
sar., 2010). Postoji moguénost da bi povisSena ekspresija GA200x2 1 GA3ox1 gena mogla da
znaajno doprinese smanjenju broja lateralnih korenova kod klijanaca arabidopsisa

izloZenih dejstvu floretina.

Postoje 1 indikacije koje ukazuju na interakciju giberelina i1 auksina u procesima
regulacije formiranja lateralnih korenova kod topole. One se baziraju na pojavi sniZzenog
nivoa ekspresije homologa PIN3 gena arabidopsisa, kod oba tipa, giberelin-deficijentnih i
giberelin-neosetljivih mutanata topole (Gou 1 sar., 2010). Moguce je da je poviSena

ekspresija PIN3 gena u korenovima arabidopsisa tretiranih floretinom u korelaciji sa
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povisenom ekspresijom GA20ox2 1 GA3oxl gena i moguéom povecanom sintezom

giberelina u korenovima.

Smanjen broj lateralnih korenova klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom moze
da se dovede u vezu i sa znacajnim povecanjem ekspresije gena za transkripcioni faktor
WOX7 u tkivu korena klijanaca. Gen WOX7 se eksprimira u svim fazama razvica lateralnih
korenova, a pogotovo je vazan pri formiranju lateralnih primordija (Kong 1 sar., 2016).
Wox7 mutanti arabidopsisa, koji su imali znacajno sniZzenu ekspresiju WOX7 gena, razvili
su veli broj lateralnih korenova nego divlji tip wt (eng. wild type), dok suprotno,
358:WOX7-GFP linijje sa poveéanom ekspresijom WOX7 gena su se karakterisale
znaajnim smanjenjem broja lateralnih korenova (Kong 1 sar., 2016). Smatra se da se
inhibicija razvoja lateralnih korenova ne odigrava posredstvom modulacije auksinskog
transporta ili homeostaze auksina od strane WOX7 transkripcionog faktora. Naprotiv,
utvrdeno je da WOX?7 deluje nizvodno na putu signalne transdukcije auksina (Kong i sar.,
2016). Moguce je da bi potencijalno povecanje polarnog transporta auksina usled povecane
ekspesije AUXI1, LAX3 1 PIN gena u korenu klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom
moglo da dovede do gubitka lokalnih auksinskih maksimuma u oblasti zacetaka lateralnih
primordija, kao Sto je to nagoveSteno u radu Lewis i saradnika (2011) 1 posledi¢no do
povecanja ekspresije WOX7 gena (Kong i sar., 2016) na mestima formiranja lateralnih

primordija i inhibicije procesa njihovog formiranja.

NaruSavanje gravitropskog odgovora se najeS¢e povezuje sa poremecajima u
polarnom transportu auksina (Miiller i sar., 1998; Rashotte i sar., 2000; Friml i sar., 2002;
Lewis i sar., 2007). S obzirom na zavisnost gravitropskog odgovora korena od bazipetalnog
transporta auksina (Rashotte 1 sar., 2000; Lewis i sar., 2007) i uloge PIN2 transportera u
odigravanju bazipetalnog transporta (Miiller 1 sar., 1998), porast ekspresije PIN2 gena u
korenu klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom bi se mogao povezati sa potencijalnim
povecanjem bazipetalnog transporta auksina u korenu 1 remecenjem njegovog
gravitropskog odgovora. Sli¢no, alkaloid narciklasin, koji je izolovan iz lukovica Narcissus

tazetta je doveo do agravitropskog rastenja korena 1 povecanja ekpresije PIN2 gena i nivoa
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bazipetalnog transporta i distribucije auksina u korenu klijanaca arabidopsisa (Na i sar.,

2011).

Promene u ekspresiji ispitivanih gena u izdancima klijanaca arabidopsisa tretiranih
floretinom su uglavnom bile manje izrazene nego §to je to bio slu¢aj u korenovima. Manje
promene ekspresije PIN gena, koje su se uglavnom odlikovale blagim snizenjem ekspresije
u svim vremenskim tackama, bi se potencijalno mogle povezati sa neobicnim rastom
izdanaka mladih klijanaca arabidopsisa gajenih na floretinu, a koji je verovatno posledica
gubitka pravilnog gravitropskog odgovora (Gélweiler i sar., 1998; Friml i sar., 2002;
Rakusova i sar., 2016). Smanjene ekspresije TAAI, YUC3 i YUC6 gena u izdancima, nakon
6 1 12 h od pocetka tretmana floretinom, bi mogle imati za posledicu smanjenje sinteze
auksina i remecenje auksinske homestaze $to bi moglo dovesti do gubitka normalnog

gravitropskog odgovora izdanaka.

Za razliku od korena, gde se javlja viSestruko povecanje ekspresije GA20ox2 i
GA3oxl gena, u izdancima arabidopsisa tretiranih floretinom je njihova promena bila
zanemarljiva. Snizenje ekspresije zabelezeno 12 h od pocetka tretmana floretinom moze
ukazati na blagi pad u sintezi giberelina i shodno tome njegovom doprinosu ukupnoj

inhibiciji izduZivanja tretiranih izdanaka arabidopsisa.

Tretmani floretinom i eksudatom korenova jabuke su kod nekih od ispitivanih gena,
kao S§to su PINI, PIN3, AUXI, YUC3, GA20o0x2, doveli do veoma sli¢nih promena
ekspresije u korenovima klijanaca arabidopsisa, dok su se kod ostalih gena vremenski
profili promene ekspresije veoma razlikovali izmedu ova dva tretmana. Isti trend promene
koji je bio najviSe izrazen kod gena ukljuCenih u polarni transport auksina i sintezu
giberelina bi mogao da ukaze da bi floretin, koji je sadrzan u eksudatu korenova jabuke,
mogao biti odgovoran za promene ekspresije gorepomenutih gena u korenovima klijanaca
tretiranih datim eksudatom. Razlike u ekspresionim profilima ispitivanih gena u izdancima
klijanaca koji su dobijeni u tretmanima floretinom i eksudatom korenova jabuke, su bile
izraZzenije nego u korenovima i samo kod ABCB4, TAAl 1 WOX7 gena se mogao uociti isti

trend promene ekspresije. Mozda bi se moglo zakljuciti da je uticaj floretina prisutnog u
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eksudatu korenova jabuke na ekspresiju gena u izdancima arabidopsisa bio dosta slabiji

nego u korenovima i snaznije modulisan drugim alelohemikalijama eksudata.

5.7. Ekspresija gena ukljucenih u regulaciju Celijskog ciklusa kod klijanaca A.thaliana

tretiranih eksudatom transformisanih korenova jabuke i floretinom

Razvice biljaka, u poredenju sa Zivotinjama, u ve¢oj meri zavisi od uslova sredine u
kojoj zive, pa su samim tim biljke kroz evoluciju razvile znatno slozenije mehanizme
regulacije ¢elijskog ciklusa, prvenstveno zasnovane na stimulusima iz spoljaSnje sredine.
Genom arabidopsisa sadrzi set regulatornih gena, koji je izuzetno veliki (71 gen) u
poredenju sa drugim eukariotima, ukljuc¢ujuéi i coveka kod koga su identifikovana 23 takva
gena (Menges 1 sar., 2005). Medutim, sam mehanizam c¢elijske deobe je evolutivno o¢uvan
kod eukariotskih organizama. Centralnu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa imaju kinaze
zavisne od ciklina (CDK) (De Veylder i sar., 2007; Berckmans i De Veylder 2009). One
pripadaju familiji serinskih/treoninskih protein kinaza, ¢ija je specifi€nost prema supstratu
odredena vezivanjem za odgovarajuci ciklin (CYC), a aktivnost regulisana od strane serije
razli¢itth CDK aktivatora 1 inhibitora (Inz€ 1 De Veylder, 2006). Specifi¢ni kompleksi
ciklina 1 kinaza zavisnih od ciklina kontroliSu prolazak ¢elije kroz faze ¢elijskog ciklusa na
razli¢itim kontrolnim ta¢kama. Istrazivanja ukazuju da su alelohemikalije jedan od faktora
koji moZe uticati na razliite aspekte kontrole ¢elijskog ciklusa kod biljaka (Nishida i sar.,
2005; Sanchez-Moreiras 1 sar., 2008; Zhang 1 sar., 2010; Soltys 1 sar., 2011; Dmitrovi¢ 1
sar., 2015).

U ovoj disertaciji pracena je ekspresija gena za CDKAI;1 i CDKB2;1 kinaze
zavisne od ciklina 1 CYCA3;1 1 CYCB2;4 cikline u izdancima 1 korenovima klijanaca
arabidopsisa starim pet dana, 1 to 2, 6 1 12 h od pocetka tretmana floretinom ili eksudata
korenova jabuke, kao i nakon 10 dana kontinuiranog gajenja klijanaca na podlozi koja je
sadrzala pomenute alelohemikalije. Poznato je da se CDKAI;l kinaza kontinuirano
eksprimira tokom celijskog ciklusa i u€estvuje u regulaciji ulaska u cCelijski ciklus, kao 1
prolazak celije kroz G1—S 1 G2—M kontrolne tacke (Vandepoele 1 sar., 2002; Van Leene

1 sar., 2010). Kinaze zavisne od ciklina klase B2 (CDKB2) su ukljucene u regulaciju ulaska
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¢elije u mitoticku deobu, sudelujuéi u kontroli G2—M kontrolne tacke ¢elijskog ciklusa.
Ciklin CYCA3;1 ima najvisu ekspresiju tokom S faze, dok se CYCB2;4 akumulira tokom
G2—M tranzicije (Menges 1 sar., 2005; Van Leene i sar., 2010).

Dobijeni rezultati ukazuju da je ekspresija CDKAI;1 1 CYCA3,;1 gena u korenovima
klijanaca arabidopsisa nakon tretmana floretinom bila povefana u svim ispitivanim
vremenskim tackama, sa maksimumom nakon 6 h dugog tretmana, dok je u slucaju
tretmana eksudatima korena promena ekspresije oba gena imala identi¢ni trend koji se
karakterisao padom nakon 2 h, porastom nakon 6 h i ponovnim padom nakon 12 h od
primene tretmana. Sli¢nost vremenskih profila promene ekspresije pomenutih gena
arabidopsisa tokom tretmana floretinom ili eksudatom korenova jabuke, ukazuje da bi
CDKAI;1 kinaza 1 ciklin CYCA3;1 mogli imati identi¢an odgovor na stimulus specificnim
alelohemikalijama, formirajuéi aktivan kompleks koji ucestvuje u S fazi ¢elijskog ciklusa.
Opsezni eksperimenti van Leene i saradnika (2010) ukazuju upravo da CDKA;l kinaza
interaguje iskljuc¢ivo sa ciklinima tipa D (CYCD) i specificnim S-faznim ciklinima tipa A,
kao Sto je CYCA3;1. Kao $to je pomenuto, kinaza zavisna od ciklina CDKB2;1 i ciklin
CYCB2;4 su uklju€eni u regulaciju G2—M kontrolne tacke Celijskog ciklusa (Fobert 1 sar.,
1996; Magyar 1 sar.,, 1997; Umeda 1 sar., 1999). Istrazivanja Lee 1 saradnika (2003)
pokazala su da se CDKB2;1 kinaza izolovana iz pirin¢a vezuje za B2 tip ciklina (CYCB2;1
1 CYCB2;2), ali ne i za CYCAI;1, $to ukazuje na specifi¢nost interakcije CDKB2;1 1
CYCB ciklina. Dodatno, proteinski kompleksi CDKB2;1/CYCB2;1 i CDKB2;1/CYCB2;2
su ispoljavali enzimsku aktivnost, §to je ukazivalo na funkcionalnost kompleksa 1 zavisnost
kinazne aktivnosti CDKB2;1 od interakcije sa specificnim CYCB ciklinima (Lee i sar.,
2003). Rezultati q-PCR analize ukazuju na to da postoji identi¢an profil promena ekspresije
CDKB2;1 1 CYCB2;4 gena u korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom 1
donekle slican profil u slu€aju tretmana eksudatom korena jabuke. Prema tome, moze se
pretpostaviti da u korenovima arabidopsisa dolazi do formiranja specificnog kompleksa
izmedu CDKB2;1 kinaze i CYCB2;4 ciklina koji ucestvuje u regulaciji G2—M kontrolne

tacke celijskog ciklusa.
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Interesantno je da su vremenski profili promene ekspresije svih ispitivanih gena
¢elijskog ciklusa (CDKAI;1, CYCA3;1, CDKB2;1 i CYCB2;4) u korenovima bili veoma
sli¢ni u okviru odredenog tretmana (floretin ili eksudat korenova jabuke), ali su se njihovi
profili razlikovali izmedu tretmana. To ukazuje da je trend promene ekspresije ispitivanih
gena u korenovima bio isti pod dejstvom specifi¢nog stimulusa i da je on karakteristican za
taj stimulus. Ocigledno je da floretin i eksudati korenova jabuke ispoljavaju razlicito
dejstvo na ekspresiju gena Celijskog ciklusa kod arabidopsisa. Tako su, proucavajuci uzroke
autotoksicnosti vodenog ekstrakta korenova krastavca i hidrofobnih eksudata korena na
elongaciju radikule klijanaca krastavca, Zhang i saradnici (2010) utvrdili da oba tretmana
dovode do znacajnog utiSavanja CYCA, CYCB i CDKB gena, ali je samo primena eksudata
korena imala efekat 1 na gene CDKA 1 CYCD3;1. Za razliku od floretina, trenutno
povecanje ekspresije CDKA1;1,CYCA3;1, CDKB2;1 gena u korenu klijanaca arabidopsisa
tretiranih eksudatom korenova jabuke, koje se javilo nakon 6 h od pocetka tretmana, je
dalje brzo opadalo ispod kontrolnog nivoa, a zatim se postepeno vracalo na nivo blizak
kontrolnom, nakon 10 dana gajenja klijanaca arabidopsisa u prisustvu alelohemikalija.
Mozemo pretpostaviti da je smanjena ekspresija ovih gena Celijskog ciklusa, nakon
kratkotrajnog skoka, uslovila usporenu replikaciju ili ulazak ¢elije u mitozu na drugom
(G2—M) kontrolnom mestu ¢elijskog ciklusa 1 moguénost ¢eliji da udu u deobu. Drugi
autori su takode pokazali vezu izmedu usporenog rastenja izazvanog alelohemikalijama,
narocito inhibicije izduzivanja radikule ili korena, sa naruSavanjem celijskog ciklusa. Tako
je isparljivi monotrepen iz Salvia leucophylla inhibirao klijanje i rastenje korena Brassica
campestris, snizavajuci mitoticki indeks 1 inhibirajuci sintezu DNK u apikalnom meristemu
korena (Nishida 1 sar., 2005), a cinamid iz maljave graorice (Vicia villosa Roth.) uzrokovao
retardaciju rastenja korena Allium cepa, izazivajuéi izraZene poremecaje u celijskoj deobi,
modifikujuéi organizaciju citoskeleta i1 inhibirajuci proliferaciju meristemskih ¢elija (Soltys

isar., 2011).

Interesantno je da je trend promene ekspresije ispitivanih gena celijskog ciklusa u
korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom bio veoma sli¢an trendu koji je

zabelezen kod gena uklju¢enih u polarni transport auksina (PIN1, PIN2, PIN3, PIN7, AUX1
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1 LAX3), biosintezu auksina (YUC4 i YUC6) i giberelina (GA3ox1 1 GA200x2), kao i gena
za transkripcioni faktor (WOX7). Sa druge strane, trend promene ekspresije gena celijskog
ciklusa u korenu klijanaca tretiranih eksudatom korenova jabuke je bio veoma sli¢an onom
koji odlikuje ekpresiju LAX3, YUC3, YUC4, YUC6, GA3ox1 i WOX7 gena kod klijanaca na
istom tretmanu. Ocigledno je da tretmani floretinom ili eksudatom korenova jabuke,
istovremeno izazivaju promene u ekspresiji gena pomenutih grupa, tako da nije moguce sa
sigurnos$¢u tvrditi da promene u nivou endogenih giberelina 1 auksina ili njihovom fluksu u
korenu uticu na ekspresiju gena Celijskog ciklusa. Svakako, u literaturi su poznati primeri
auksinskog 1 giberelinskog delovanja na aktivnost gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog
ciklusa (Sauter i Kende, 1992; Sauter i sar., 1995; Stals i Inz¢, 2001; Achard i sar., 2009).
Casimiro 1 saradnici (2001) su ukazali da je regulacija Celijskog cilklusa u ksilemskim
¢elijama pericikla, koje predstavljaju mesto incijacije lateralnih primordija korena
arabidopsisa, posredovana auksinima, kao i da inhibitori auksinskog transporta efektivno
blokiraju prve C¢elijske deobe ukljuéene u inicijaciju lateralnih korenova. Takode je
utvrdeno da auksini promoviSu formiranje lateralnih primordija inicijacijom ¢elijskih deoba
preko G1—S kontrolne tacke, stimulacijom ekpresije CYCBI,;I gena. Koli¢ina i pravac
auksinskog toka u korenovima determiniSe ucestalost 1 poziciju inicijacije lateralnih
primordija (Himanen 1 sar., 2002). Roudier 1 saradnici (2003) su ukazali da je ekspresija
gena za ciklin CYCAZ2;2 bila stimulisana auksinom tokom inicijacije 1 elongacije lateralnih
primordija kod Medicago sativa. Giberelini reguliSu ekspresiju CDC20s-3 1 CYCAI gene
pirinca ¢iji se transkripti akumuliraju u G2 fazi ¢elijskog ciklusa, a ¢iji produkti formiraju

aktivan kompleks koji najverovatnije reguliSe G2—M progresiju (Fabian 1 sar., 2000).

Nivo ekpresije svih ispitivanih gena celijskog ciklusa u korenovima klijanaca
arabidopsisa se vratio na nivo blizak netretiranoj kontroli nakon deset dana tretmana
floretinom 1ili eksudatom korenova jabuke, Sto ukazuje da se njithovom produzenom
primenom celije korena navikavaju na delovanje ovih stimulusa, ne menjajuéi ekspresiju

pomenutih gena.

Za razliku od korenova, profil promena u ekspresiji CDKAI;1 1 CYCA3;1 gena u

izdancima klijanaca arabidopsisa je bio identican kod oba tretmana, floretina i eksudata
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korenova jabuke. CDKA ;1 gen je karakteriso blagi porast ekspresije, dok je kod CYCA3,1
gena bio zabelezen pad. Moguce je da kinaza CDKAI1;1 i ciklin CYCA3;1 ne formiraju
aktivan kompleks u izdancima s obzirom na izuzetno slozenu mrezu interakcija CDKAT;1
kinaze sa velikim brojem drugih ciklina klase A i D tokom c¢itavog ¢elijskog ciklusa (van
Leene i sar., 2010; Komaki i Sugimoto., 2012). Ekspresioni profili CDKB2;1 i CYCB2,;4
gena u izdancima tretiranih floretinom su identi¢ni, dok se kod tretmana eksudatom korena
jabuke razlikuju medusobno, kao i od profila dobijenih kod tretmana floretinom. To iznova
ukazuje na razlike u mehanizmu delovanja ovih tretmana u pogledu regulacije gena

¢elijskog ciklusa.

Generalno se moZze zakljuciti da je ekspresija gena celijskog ciklusa u izdancima
arabidopsisa u prvih 12 h od izlaganja klijanaca dejstvu testiranih alelohemikalija dosta
promenljiva. Medutim, produzeno dejstvo tretmanom eksudata dovodi do snizenja
ekspresije svih analiziranih gena celijskog ciklusa u odnosu na kontrolu, §to bi moglo
doprineti izraZenijem inhibitornom efektu eksudata korenova jabuke na rastenje izdanka
klijanaca (62,1%) u odnosu na tretman 500 uM floretinom (48,2%). Na osnovu dobijenih
rezultata, kao 1 znanja o izuzentoj kompleksnosti procesa regulacije celijskog ciklusa,
pracenje ekpresije gena ukljucenih u regulaciju celijskog ciklusa kod arabidopsisa bi se
moralo proSiriti, kako na druge gene za cikline i kinaze zavisne od ciklina, tako i1 na druge
klase proteina ukljucenih u regulaciju ¢elijskog ciklusa kao Sto su CDK-inhibitorni proteini
(ICK; eng. Kip-Related Proteins (KRP) 1 Siamese (SIM)/Siamese-Related (SMR)) 1 CDK-
aktiviraju¢e kinaze (eng. CDK Activating Kinases - CAKs) (Inzé 1 De Veylder, 2006; De
Veylder i sar., 2007).

5.8. Uticaj floretina na ultrastrukturu éelija mezofila listova klijanaca A. thaliana

Ultrastrukturna analiza celija mezofila listova klijanaca A. thaliana tretiranih
floretinom su ukazala na promene koje su se pre svega ogledale u morfologiji ¢elijskog

zida, ali 1 u strukturi i polozaju hloroplasta u ¢eliji.
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Ve¢ nakon tre¢eg dana tretmana floretinom primecena je blaga izuvijanost ¢elijskog
zida koja se povecavala rezultuju¢i desetog dana formiranjem izrazenih ulegnuca i
ispupcenja. Slicne promene u izgledu celijskog zida su primecene kod celija korena i
listova klijanaca pSenice nakon tretmana eksudatom korena C. murale (Miti¢ 1 sar., 2018),
kao 1 kod ¢elija korena pSenice izlozenih dejstvu olova (Kaur i sar., 2013). Moguce je da
izvesne alelohemikalije ili drugi stresni ¢inioci mogu da modifikuju celuloznu i hemi-
celuloznu mrezu degradacijom odredenih komponenti celijskog zida. Ovako izmenjena
struktura ¢elijskog zida moze da dovede do gubitka njegove Cvrstine i pojave izuvijanosti

(Chanliaud i sar., 2002).

Znacajne promene u strukturi hloroplasta ¢elija mezofila su primeéene kod klijanaca
arabidopsisa nakon 10 dana izloZenosti dejstvu floretina. Hloroplasti zadobijaju okrugao
oblik i izmestaju se ka unutrasnjosti ¢elije 1 grupisu, dok tilakoidi grana i tilakoidi strome
od pravilne linearne, zadobijaju kruznu formu i gube pravilnu orjentaciju. Poznato je da se
promene u organizaciji tilakoida mogu javiti kao posledica delovanja toplotnog stresa
(Gounaris 1 sar., 1984; Semenova, 2004), prisustva teskih metala (Angelov i sar., 1993),
salicilne kiseline (Uzunova 1 Popova, 2000) ili egzogenog tretmana regulatorima rastenja
(Wilhelmova 1 Kutik, 1995; Popova 1 Uzunova, 1996). Posto je ocigledno da razliciti
stresni faktori mogu uticati na strukturu hloroplasta i poremetiti njihovu funkciju, nije
iznenadujuce i da neke alelohemikalije mogu imati slicno dejstvo. Tako je npr. ekstrakt
kore biljke macija kandza (Urtica tomentosa) doveo do strukturnih promena na
hloroplastima tretiranih listova Capsicum anum (Tykarska 1 sar., 2003), dok je sekaloni¢na
kiselina, koju proizvodi Aspergilus japonicas, narusila strukturnu organizaciju hloroplasta
pirinca (Zeng i sar., 2001). Poznato je da alelohemikalije mogu da naruse proces fotosinteze
delujuci na tri glavne faze fotosintetickog procesa: snabdevanje ugljen-dioksidom na nivou
stoma, elektron-transport u tilakoidima 1 redukcioni ciklus ugljenika (Zhou 1 Yu, 2006) ili
razgradnjom hlorofila (Ervin i Wetzel, 2000; Oyerinde i sar., 2009). Najbolje okarakterisan
fitotoksi¢ni mehanizam indukovan alelohemikalijama jeste inhibicija fotosinteze preko
interakcija njegovih komponenti sa fotosistemom II (PSII) (Einhellig 1 sar., 1993; Einhellig,

1995; Rimando 1 sar., 1998). Sorgoleon, lipofilni benzikvinon izolovan iz eksudata korena
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Sorgum bicolor, je dobro proucen inhibitor PSII (Nimbal i sar., 1996; Gonzales i sar., 1997;
Czarnota 1 sar., 2001) koji specificno inhibira elektron-transportni lanac u hloroplastima,
delujuci sli¢no triazinskim herbicidima kao Sto je atrazin (Nimbal 1 sar., 1996). Nekoliko
jedinjenja srodnih sorgoleonu, kao i1 drugi fitotoksini izolovani iz akvati¢nih biljaka,

ispoljavali su sli¢ne efekte na PSII (Srivastava i sar., 1998; Keating, 1999; Leu i sar., 2002).

Intaktnost strukture i membrane mitohondrija u ¢elijama listova arabidopsisa
izlozenim floretinu ukazuje na njegovo selektivno dejstvo, koje je prvenstveno usmereno na
hloroplaste i proces fotosinteze. Moglo bi se pretpostaviti da se narusena struktura
hloroplasta ¢elija mezofila odrazila i na njihovu funkciju, §to je nagovesteno smanjenjem
rezervi skroba u hloroplastima nakon desetog dana izlaganja floretinu, kao i potpunim
odsustvom skrobnih granula 1 granula sa nutrijentima u citoplazmi takvih ¢elija. Smanjen
broj skrobnih granula u citoplazmi je primecen ve¢ nakon tre¢eg dana primene floretina, Sto
bi moglo da ukaze na smanjenje funkcije hloroplasta koje je verovatno nastupilo veoma
rano i prethodilo kasnijim, vidljivim promenama u obliku i organizaciji tilakoida. Moguce
je da ¢elija nije bila u moguénosti da nadomesti utrosene rezerve skroba i drugih nutrijenata
usled narusene strukture 1 funkcije hloroplasta, ali da je prezivela zahvaljujuci
heterotrofnim procesima koji su se odvijajali na ra¢un saharoze i mineralnih soli prisutnih u
podlozi na kojoj su klijanci uzgajani. Ova pretpostavka moze biti potkrepljena rezultatima
Gleason-a (1990) da cijanobakterin, prirodni produkt modrozelene alge Scytonema
hofmanni, moze da inhibira elektronski transport u fotosistemu II 1 selektivno narusi
tilakoidni sistem membrana hloroplasta, ne uzrokujuéi oste¢enja na drugim membranama u

¢eliji 1 ne naruSavajuci njen heterotrofni rast.

koksk

Narusena strukturna organizacija Celije, prvenstveno ¢elijskog zida i hloroplasta, se
direktno odrazava na njeno funkcionisanje, a moze biti povezana sa disbalansom u sintezi i
transportu auksina 1 giberelina kao kljucnih regulatora esencijalnih procesa u biljnom
organizmu. NaruSavanje bilo koje komponente slozenog sistema interakcija, neizostavno

rezultuje promenama koje se odraZavaju na nivou morfologije kao najviSe instance.
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Izrazeno fitotoksi¢no dejstvo floretina, objedinjeno sa florizinom, hlorogenom i kafeinskom
kiselinom u eksudatu korena jabuke, svrstava ga u grupu znacajnih alelohemikalija i otvara
vrata daljim istrazivanjima u cilju saznanja molekularnih 1 fizioloSkih mehanizma njegovog
dejstva. Dalja istrazivanja bi mogla doprineti rasvetljavanju uloge florizina 1 floretina u
razvoju simptoma bolesti SARD jabuke, ali i utrti put primeni ovih dihidrohalkona kao
novih ekolosko-bezbednih herbicida u skladu sa sve vefim svetskim potrebama za

organskom proizvodnjom.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovu rezultata istraZivanja realizovanih u ovoj disertaciji mogu se izvesti slede¢i

zakljucci:

X/
L X4

X/
L X4

Razvijen je pouzdan i efikasan protokol za regeneraciju izdanaka jabuke iz
odsecaka listova sorti Melrouz i Zlatni DeliSes putem de novo organogeneze.
Tronedeljni predtretman eksplantata u mraku 1 gajenje na hranljivoj podlozi koja
pored auksina sadrzi i visoku koncentraciju TDZ-a su klju¢ni faktori za efikasnu

regeneraciju izdanaka.

Ukljucivanje B-laktamskog antibiotika cefotaksima u podlogu za regeneraciju
doprinosi povecanju regenerativnog odgovora sorte Zlatni DeliSes, dok s druge

strane antibiotik meropenem favorizuje rastenje i razvice izdanaka.

Uspostavljeni su efikasni protokoli za indukciju transformisanih korenova pomocu
Agrobacterium rhizogenes 15834 kod sorti jabuka Melrouz, Zlatni Delises, Cadel i
Gloster.

Permanentna in vitro kultura izolovanih transformisanih korenova jabuke je uspesno

uspostavljena po prvi put smenom hranljivih podloga sa i bez auksina.

Sve linije transformisanih korenova eksprimiraju rol gene, dok je ekspresija aux
gena sporadi¢na. Ne postoji korelacija izmedu ekspresije aux gena i morfoloskih

karakteristika, kao 1 stope rastenja pojedinacnih linija.

Geneticka transformacija ne dovodi do promena u sadrzaju glavnih sekundarnih
metabolita jabuke, glikozilovanih flavonoida i fenolnih kiselina. Prema tome,
kultura transformisanih korenova se moze koristiti kao pogodan model sistem za

izuCavanje alelopatskog potencijala jabuke.

Florizin je detektovan, kako u samim transformisanim korenovima kao dominantan
sekundarni metabolit, tako 1 u njihovom eksudatu. Floretin je zastupljen samo u

eksudatu transformisanih korenova.
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% Eksudat transformisanih korenova jabuke, kao i ¢iste substance florizin i floretin, ne
uticu na klijanje semena, ali deluju inhibitorno na rastenje i razvi¢e korenova i

izdanaka klijanaca Arabidopsis thaliana.

¢ Tretman floretinom uti¢e na gubitak normalnog gravitropskog odgovora klijanaca
arabidopsisa, dok tretman florizinom izaziva pojavu specifi¢nog sinusoidnog oblika

korena.

* Veoma slican obrazac promene ekspresije gena uklju¢enih u polarni transport
auksina (PINI, PIN2, PIN3, PIN7, AUXI, LAX3), biosintezu auksina (YUC4 i
YUC®6), biosintezu giberelina (GA3ox1 i GA200x2), i gena za transkripcioni faktor
WOX7 u korenovima klijanaca arabidopsisa tretiranih floretinom, ukazuje na
mogucnost da se alelopatski efekat floretina zasniva na promenama nivoa auksina i

giberelina, kao i interakciji ove dve grupe hormona.

¢ Sli¢nost u promenama nivoa ekspresije veéine analiziranih gena uklju¢enih u
polarni transport auksina (PINI, PIN3 i AUXI), kao i gena ukljucenih u sintezu
auksina (YUC3) 1 giberelina (GA20ox2) u korenovima klijanaca arabidopsisa
tretiranih eksudatom transformisanih korenova jabuke sa onim koje su izazvane
tretmanom floretinom, ukazuje da b1 floretin iz eksudata mogao biti odgovoran za

alelopatsko delovanje korenova jabuke.

¢ Alelopatski efekat floretina se odrazava 1 na strukturu celija mezofila listova
klijanaca arabidopsisa, izazivaju¢i znacajne ultrastrukturne promene, pre svega na

¢elijskom zidu 1 hloroplastima.

¢ Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju polaznu osnovu za dalja izu¢avanja
mehanizama alelopatskog dejstva sekundarnih metabolita jabuke, floretina 1
florizina, koja bi mogla doprineti rasvetljavanju njihove potencijalne uloge u
razvoju simptoma bolesti SARD, ali i razmatranju njihove moguée primene kao

novih ekolosko-bezbednih herbicida.
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UsjaBa o ayTopcTBy

Mme 1 npesmme aytopa _Mapuada CtaHuwunh

Bpoj nHoekca B3018, 2011

UzjaBrbyjem

[a je QoKTopCcKa AncepTaumja nof HacrnoBoMm

AnenonaTckn NoTeHUMjan cekyHaapHux metabonvra TpaHchopMmcaHmx KOpeHosa

[abyke — ecdbekaT hnopeTnHa n hnopusnHa y KynTypw in vitro

® pe3ynTaTt CONCTBEHOr UCTpaXXKnBa4vKor paja,

e [a gucepTauvja y UenuHW HU Y AenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa 3a ctularme
Apyre aunnomMe npema CTyaujCkuM nporpamuma ApYrvx BWCOKOLLKONCKUX
yCTaHOoBa,

* [a Cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBeaeHn U

* [1a HACaM KpLUMO/ma ayTopcka npaBa W KOPUCTUO/NA WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MNoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 13.11.2018.

Namouc& étﬂﬁlrﬂu o t
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U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU WITAMMAHE U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paaa

Wme 1 npesvme aytopa Mapwana CtaHuwuh

Bbpoj nHgekca B3018, 2011

Cryaunjckn nporpam  $usnonoruja n monekynapHa duonorunja Gurbaka

Hacnoe paga AnenonaTcku NoTeHUWjan cekyHaapHUx metabonura
TpaHcopMUCaHUX  KOpeHoBa jabyke — ehekaT pnopeTuHa n
dnopr3nHa y KynTypw in vitro

MenTop ap HeseHa Baray

WsjaBreyjem Aa je wramnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOr paga WCTOBETHA €MeKTPOHCKO)
BEpP3Wju KOJy cam npepgao/na paaw noxpareHa y OUrutanHoMm peno3uTopujymy
YHuBep3uTteTta y Beorpaay.

[Jo3sorbaeam fa ce objaBe Moju NUYHW nojaun BesaHW 3a Aobujake akagemcKor
HasWBa [QOKTOpa Hayka, Kao LTO cy MMe U npe3ume, rogumHa n mecto pofjersa n gatym
oabpaHe paga.

OBv nuyHn nogaum wmory ce o6jaBuTu Ha MPEXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM kaTanory u y nybnukauvjama YHusepauTteTa y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 13.11.2018.

Mapuaua &Um,.wcuuh
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M3jaBa o kopnwhemwy

Osnawhyjem Yuusepautetcky Bubnuoteky ,CseTtozap Mapkosuh® ga y [durutantHu
peno3nTopujym YHueepsuteTa y Beorpaay yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtauujy noa
Hacrnosom:

Anenonartcky noTeHuvjan cekyngapHux metabonura TpaHchopMUCaHNX KOPeHoBa

jabyke — ecpekaT hnopeTvHa 1 nopusnHa y KynTypw in vitro

KOja je MOje ayTOpCKO Aerno.

[vicepTaumjy ca CBUM NpMio3vMa npegao/na cam y eneKTpoHCKOM hopMaTy norogHom
3a TpajHoO apxvMBupamwe.

Mojy [AOKTOpCcKy AMcepTauujy noxpateeHy y  [UrnTanHom — penosuTopujymy
YHusepsuteta y beorpagy u JOCTYynNHY y OTBOPEHOM MPWUCTYMY MOry Ja KOpUCTe CBW
koju nowTyjy oapenbe cagpxkaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuvLe
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

@AyTOpCTBO (CC BY)
2. AyTopcTeo — HekomepuwjanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HekomepuwmjanHo — 6es npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPUMjanHo — fenuTu nog uctum yecnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — Bes npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBo — genuTu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(MonumMo Oa 3a0KpyKWTe camo jeHY Of WECT NOoHYReHWX nuueHuw.
KpaTak onvc NULEHUM je cacTaBHU Leo OBE WU3jaBe).

MoTnwuc aytopa

Y beorpaay, 13.11.2018.

M]puoma aumwwu/ﬂ
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1. AyTtopcTtBO. [losBorbaBate ymHOXaBare, AUCTpUMOYLMjY M jaBHO caorluTaBame
Aena, u npepage, ako ce HaBege MMme ayTopa Ha HadvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
unu gasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobodHuja o4 CBUX
NALIEHLA.

2. AytopcTBO — HekomepuwmjanHo. [lo3sorbasaTe yMHOXaBarse, AUCTPUOYLMjY W
jaBHO caonwiTaBake Aena, v npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HaqvH ogpeheH
0f cTpaHe ayTopa wnu fasaola nuueHue. OBa NuLEHLa He [03BOSbaBa KoMepLWjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKkoMmepuujanHo — 6e3 npepaga. [osBorbasarte yMHOXaBae,
AncTpubyumnjy 1 jaBHO caonwTaeare gena, Ges npomeHa, npeobnukoeara wnw
ynotpebe fgena y cBoM [Jerny, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha HauuH ofpeReH of
CTpaHe aytopa wnu gasaolia nuueHue. OBa nuueHUa He 003BOMbaBa KOMepLujanHy
ynoTtpeBy nena. Y ofHOCY Ha CBe ocTane NuLeHLe, 0BOM fINMLUEHLIOM Ce orpaHv4asa
Hajeehun obum Npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMepLUMjanHo — AenUTH NoA UCTUM ycnoBuma. [lossorbasare
ymHOXaBamwe, AncTpubyunjy 1 jaBHO caonwTaBaie Oena, U npepage, ako ce Hasefe
vMme ayTopa Ha HayuH opapefeH of cTpaHe aytopa Unu gasaoua NULeHUe U ako ce
npepaga auctpubyvpa nog WCTOM wMnWM CNWYHOM fvueHuoMm. Osa NuUeHUa He
[o3Borbasa kKomepuujanyy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtBOo — 6e3 npepapa. [lo3BosbaBaTte ymHOXasare, AMCTpBYLM)Y W jaBHO
caonwiTaeawe fena, 6es npomena, npeobnukoeara unu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBefe UMme aytopa Ha HauvH ofdpefleH off cTpaHe ayTopa wunu gasaoua
nuueHue. Osa nuueHUa [o3Boreaea komepumjandy ynotpeby aena.

6. AyTOpPCTBO — OenuTU noa WMCTUM ycrnoBuma. [1o3sorbasaTe yMHOXaBake,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBake Aena, U Npepaje, ako ce Haseae uMme aytopa Ha
HaunH oapefleH of cTpaHe ayTopa Wnu gaBaoua nMUeHUe U ako ce npepaga
Avctpubyvpa nog WCToM WMNM  cnudHom nuvueHuom. OBa nuueHua [fo3Borbaea
KomepuwjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnudHa je codTBepckMM nuueHuama,
OAHOCHO NuueHUuama OTBOpeHOor Koga.
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