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FIZIOLOSKI I BIOHEMIJSKI ASPEKTI REGENERACIJE KOSUTICE (Fritillaria
meleagris L.) IN VITRO

REZIME

Proucavana je in vitro regeneracijia kosutice (Fritillaria meleagris), visegodiSnje
lukovicaste geofite. Indukcija morfogeneze in vitro koSutice postignuta je u kulturi zrelih
zigotskih embriona, segmenata lukovica kao i bazalnih delova listova in vitro formiranih
lukovica. U kulturi zrelih zigotskih embriona regeneracija biljaka je postignuta procesom
somatske embriogeneze i organogeneze u isto vreme i na istom eksplalntatu na hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja ili hranljivoj podlozi obogacenoj sa TDZ. U kulturi
segmenata in vitro formiranih lukovica indukcija morfogeneze postignuta je na hranljivoj
podlozi sa 2,4-D ili TDZ na svetlosti ili u mraku. Regeneracija biljaka je bila postignuta na
obe hranljive podloge putem somatske embriogeneze i organogeneze, s tim da je
regeneracija putem organogeneze bila uspe$nija na hranljivoj podlozi obogacenoj sa TDZ.
U kulturi bazalnih delova listova indukovana je somatska embriogeneza na hranljivim
podlogama sa 2,4-D, KIN ili 2,4-D i KIN. Anatomska istrazivanja su pokazala da je
somatska embriogeneza direktna, a somatski embrioni imaju visecelijsko poreklo i nastaju
od epidermalnih i subepidermalnih slojeva Celija bazalnih delova lista. Ispitan je uticaj
niskih temperatura (15 1 4 °C), povecane koncentracije saharoze u hranljivoj podlozi kao i
predtretman sa GAj; na rastenje, razvi¢e i prevazilaZzenje dormancije in vitro formiranih
lukovica kosutice. Pokazano je da predhodno gajenje lukovica na sniZenim temperaturama i
hranljivoj podlozi sa 4,5 % saharoze pozitivno uti€e na rastenje i umnoZzavanje lukovica.
Pored toga, predtretman rastvorom GAj; pre izlaganja lukovica niskoj temperaturi (4 °C)
dovodi do stimulacije umnozavanja i klijanja lukovica. Izlaganjem in vitro formiranih
lukovica kosutice niskoj temperaturi dolazi do promena u sadrzaju Secera (saharoze,
glukoze 1 fruktoze), fotosintetickih pigmenata i poliola. Ispitana je aktivnost antioksidativnh
enzima (SOD, CAT, GR i1 POX) tokom prevazilazenja dormancije lukovica gajenjem na
niskoj temperaturi. Analize su pokazale da enzimi antioksidativnog stresa aktivno ucestvuju
u procesima prekidanja dormancije in vitro formiranih lukovica koSutice, kao i

aklimatizacije lukovica na ex vitro uslove. Enzimi antioksidativne zastite su aktivni i tokom



indukcije morfogeneze kosutice u kulturi segmenata lukovica, a njihova aktivnost zavisi od
sastava hranljive podloge i predtretmana kome su lukovice prethodno izloZene.
Zimogramskom detekcijom esteraza tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi
segmenata lukovica utvrdeno je prisustvo 6 izoformi i njihova aktivnost kao 1 zastupljenost
pojedinih izoformi zavise takode od predtretmana na kojima su lukovice predhodno gajene
kao 1 od regulatora rastenja u hranljivoj podlozi. Pra¢ena je promena sadrzaja
arabinogalaktanskih proteina (AGP) u eksplantatima tokom indukcije morfogeneze in vitro
u kulturi bazalnih delova listova 1 segmenata lukovica na dve hranljive podloge obogacene
sa 2,4-D 1 KIN ili TDZ. Koncentracija AGP u eksplantatima se povecava ve¢ posle 7 dana
gajenja bazalnih delova listova odnosno posle 21 dana gajenja segmenata lukovica na
hranljivim podlogama sa regulatorima rastenja. Koncentracija AGP je veca u bazalnim
segmentima lista gajenim na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN nego na hranljivoj podlozi
sa TDZ. Analizom profila AGP dobijenog ukr$tenom elektroforezom pokazano je prisustvo

samo jednog tipa AGP tokom indukcije morfogeneze in vitro.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ASPECTS OF SNAKE’HEAD
FRITILLARY (Fritillaria meleagris L.) REGENERATION IN VITRO
ABSTRACT

We have investigated in vitro regeneration of snake’head fritillary (Fritillaria
meleagris L.), a perennial bulbous geophyte. The induction of morphogenesis in vitro of
snake’head fritillary was achieved in mature zygotic embryo culture, scale segment and leaf
base culture of in vitro formed bulbs. Plant regeneration via somatic embryogenesis and
organogenesis was obtained in mature zygotic embryo culture on a growth regulator-free
medium or on medium supplemented with TDZ. The induction of morphogenesis in vitro
was achieved in scale segment culture of the in vitro formed bulbs on media supplemented
with 2,4-D or TDZ, grown either on light or in darkness, with more efficient regeneration
on media supplementned with TDZ. Somatic embryogenesis was induced in leaf base
culture of the in vitro formed plants on media with 2,4-D, KIN or 2,4-D and KIN.
Anatomical studies revealed that the somatic embryogenesis was direct, with somatic
embryos of multicellular origin formed from epidermal and subepidermal leaf base cells .
The effect of low temperature (4 and 15 °C), higher concentration of sucrose in the
nutritional media and GAj pretreatment on growth, differentiation and dormancy breaking
of the in vitro formed bulbs was investigated. It was shown that pre-cultivation of the in
vitro regenerated bulbs at lower temperatures and higher concentration of sucrose in the
nutrition media (4,5 %) have stimulatory effect on growth and multiplication of the bulbs.
Also, GA; pretretment followed by cultivation at low temperature (4 °C) had a stimulatory
effect on multiplication and germination of the bulbs. Cultivation at low temperature breaks
dormancy of the bulbs and causees changes in the sugar content (sucrose, glucose and
fructose), photosinthetic pigments and poliols. Activity of antioxidative enzymes (SOD,
CAT, GR i1 POX) during dormancy breaking was investigated. It was shown that these
enyzmes are actively involved in dormancy breaking of the in vitro formed bulbs, and in
the process of acclimatization of the bulbs to ex vifro conditions. Antioxidative enzymes
were active during the induction of morphogenesis in vitro in bulb segment culture and

their activity depended on the nutritional media and the pretreatment to which the bulbs



were exposed. During morphogenesis in vitro in the scale segment culture of snake’s head
fritillary, up to 6 esterase isoforms have been detected, depending on the pretreatment and
media composition. The content of arabinogalactan proteins (AGPs) in explants during the
induction of morphogenesis in vitro in leaf base and scale segment cultures at media
supplemented either with 2,4-D and KIN or with TDZ was determined. Concentration of
AGPs increased after seven days of cultivation of explants on media with growth regulators
in the leaf base culture and 21 days in the scale segment culture. In the leaf base culture,
concentration of AGPs in explants was higher on a medium with 2,4-D and KIN than on a
medium with TDZ. The AGP profile obtained by crossed electroforesis reveiled the

presence of one AGP type during induction of morphogenesis in vitro of F. meleagris.

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant Physiology
UDC number: 581.1(043.3)

Key words: Fritillaria meleagris, morphogenesis in vitro, bulb dormancy, organogenesis,
oxidative stress, somatic embryogenesis, antioxidative enzymes, esterases, arabinogalactan
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1. UVOD

1.1. Morfogeneza biljaka u uslovima in vitro

Vazna osobina biljaka koja ih bitno razlikuje od Zivotinja jeste sposobnost
vegetativnog razmnozavanja, tj. sposobnost izolovanih organa biljke da regenerisu ¢itavu
biljku. Moguénost vegetativnog razmnozavanja se Siroko koristi u praksi za razmnoZzavanje
putem reznica, krtola i lukovica, kao i u kulturi tkiva gde pocetni eksplantati mogu biti
mnogo manji delovi tkiva 1 organa, a broj dobijenih biljaka neuporedivo veci.

Permanentna kultura pupoljaka oznacena je kao mikropropagacija i zajedno sa
organogenezom u kulturama kalusa predstavlja nacin vegetativne propagacije in vitro.
Ostali morfogenetski putevi koji dovode do regeneracije cele biljke in vitro su somatska
embriogeneza, androgeneza, ginogeneza i somatska hibridizacija (Debergh 1 Zimmerman,
1990). U daljem tekstu bic¢e rec¢i samo o dva nacina vegetativnog razmnozavanja in vitro
koji su kori§¢eni u ovom radu, tj. o organogenezi i somatskoj embriogenezi.

Mnoge endemicne i ugrozene biljne vrste mogu se veoma uspe$no umnozavati in
vitro 1 na taj nacin se moze spreciti njihov nestanak (Mohammadi-Dehcheshmeh, 2007).
Zakonom zaSti¢ene biljne vrste mogu se umnozavati i reintrodukovati na svoja prirodna

staniSta bez ugrozavanja ve¢ postojec¢ih populacija (Kizil i sar., 2008).

1.1.1. Organogeneza i somatska embriogeneza

Organogenezom se formiraju unipolarni organi de novo. Taj proces podrazumeva
formiranje izdanaka i korenova za Sta su potrebna dva indukciona signala, dok je za
formiranje somatskog embriona potreban jedan indukcioni signal. Oba opisana
morfogenetska puta vode ka formiranju cele biljke, ali se joS uvek ne zna zasto neke Celije
formiraju somatske embrione, a neke podlezu procesu organogeneze (Karami i sar., 2009).
Organogeneza po nalinu postanka moze biti direktna 1 indirektna. Kod direktne
organogeneze zaceci novih organa obrazuju se od ¢elija trajnih tkiva koje se dediferenciraju
1 organizuju kao meristemi. Kod indirektne organogeneze, dediferencirane ¢elije se prvo

dele obrazujuéi kalus, a zatim lokalizovani meristemski centri sticu strukturu apikalnog



meristema. Regulatori rastenja koji utiCu na organogenezu su auksini i citokinini u
odredenom odnosu (Hofmann i sar., 2004). Ukoliko je odnos ova dva regulatora rastenja
usmeren u korist auksina indukuje se formiranje korenova, dok visoka koncentracija
citokinina u odnosu na auksine dovodi do formiranja izdanaka. Formiranju organa de novo
prethode tri procesa: su sticanje kompetencije, determinacija i morfoloska diferencijacija.
Kalusne ¢elije sticu kompetentnost za regeneraciju, ali nisu determinisane. Ukoliko se
kalusi gaje na induktivnoj hranljivoj podlozi postaju determinisani za odredeni
morfogenetski put.

Somatska embriogeneza kao proces formiranja embriona iz somatskih celija,
predstavlja vid umnozavanja biljaka za koji poslednjih godina postoji veliko interesovanje.

Kod visih biljaka, dvostruko oplodenje daje embrion i endosperm koji zajedno vode
formiranju semena. Ta vrsta embriogeneze naziva se zigotska embriogeneza i deSava se
unutar majke biljke (Dodeman i sar., 1997). Embriogeneza kod biljaka nije striktno
ogranicena na oplodenje jajne Celije, ve¢ se moze deSavati i u mnogim drugim ¢elijama kao
Sto su celije embrionove kesice (Slika 1). Moguc¢nost formiranja morfoloSki normalnog
embriona, i kasnije cele biljke, od somatskih celija naziva se somatska embriogeneza
(Zimmerman, 1993). Embrioni koji tom prilikom nastaju nazivaju se somatski embrioni.
Formiranje somatskih embriona iz kalusa prvi put je opisano kod Sargarepe (Steward i sar.,

1958).

Ermbri fn wifro
Jhosdicoidier embriogeneza
Vs Y \ - .
zigotska | [apomiksis| |somatska gametska
androgeneza i

= fertilizacija
1 |

. z neoplodenih _ _ N

iz oplodene | '] g iz somatskih b fuzijom

jajne telije -3 E:;?;fnwe teliga I gamela

Slika 1. Razli¢iti putevi razvi¢a embriona kod visih biljaka (modifikovano prema Fehér i
sar., 2005).



Od tada je proces somatske embriogeneze intenzivno proucavan kao metoda kojom
se moze regenerisati cela biljka in vitro i kao potencijalni model za izucavanje ranih
morfoloskih i fizioloskih promena u biljnoj embriogenezi.

U svim oblicima biljne embriogeneze, pa samim tim i somatske embriogeneze,
moraju biti zadovoljeni odredeni kriterijumi pre nego $to sam proces zapocne. Biljna vrsta
mora imati genetski potencijal da formira embrione iz somatskih ¢elija. Jedna ili vise Celija
u biljci ili eksplantatu koji se koristi za indukciju somatske embriogeneze postaje
kompetentna da primi odredeni signal (endogeno ili egzogeno) koji bi sluzio kao okidac ka
putu embriogenog razvica (Fehér, 2005). Somatska embriogeneza opisana je kod velikog
broja vrsta i eksplantata na kojima je ispitivan uticaj razliitih regulatora rastenja na ovaj
proces. Medutim, i pored velikog broja informacija, jo$ uvek nije rasvetljeno zasto odredeni
genotipovi imaju vedi ili manji embriogeni potencijal, na koji nacin odredene ¢elije postaju
kompetentne 1 koji signal sluzi kao okida¢ za pocetak procesa somatske embriogeneze
(Zavattieri i sar., 2010).

Kompetentne ¢elije su one celije koje su sposobne da prime signal za
dediferencijaciju i postaju celije koje ¢e dati somatske embrione (Halperin, 1969). Ove
dediferencirane cCelije poticu od meristemskih ili embriogenih ¢elija, a mogu nastati 1 od
¢elija koje su tretirane razli¢itim regulatorima rastenja ili pojedinim stresnim faktorima
(Kamada 1 sar., 1993; Nishiwaki 1 sar., 2000; Pasternak i sar., 2002; Ikeda-Iwai 1 sar.,
2003). Visoke koncentracije 2,4-dihlorofenoksi siréetne kiseline (2,4-D, 100 uM) ili nekog
drugog sintetickog auksina primenjene u kratkom periodu od nekoliko minuta pre pocetka
gajenja eksplantata na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, dovode do formiranja
somatskog embriona (Dudits i1 sar., 1991). Ovo zapazanje dokazuje da celije stiCu
kompetentnost u prisustvu auksina i da se dalji proces somatske embriogeneze moze
odvijati i bez auksina u hranljivoj podlozi (Samaj i sar., 2003; Fehér i sar., 2003). Auksini
su bitni za uspostavljanje auksinskog gradijenta tokom indukcione faze somatske
embriogeneze, odnosno za uspostaviljanje bilateralne simetrije tokom formiranja embriona
(Zimmerman, 1993). U vise od 65% protokola 2,4-D sam ili u kombinaciji s drugim

regulatorima rastenja dovodi do indukcije somatske embriogeneze i najverovatnije je



ukljucen u seriju reakcija koje ucestvuju u metilaciji DNK, koja sluzi kao okida¢ za pocetak
ovog procesa (Karami i Saidi, 2010).

Prisustvo stresnih faktora, poput jona gvozda, bakra, azotnih oksida (Pasternak i
sar., 2002; Otvds i sar., 2005) ili osmotski stres izazvan saharozom ili natrijum-hloridom
(Wetherell, 1984; Kamada i sar, 1989) takode dovode do povecanja kompetentnosti ¢elija u
odsustvu regulatora rastenja. Razlicite vrste stresa dovode do sinteze povecane
koncentracije abscisinske kiseline (ABA). ABA koja se sintetiSe u uslovima stresa kod
biljaka, moze indukovati somatsku embriogenezu (Nishiwaki i1 sar, 2000), kao Sto je
pokazano kod duvana (Senger i sar., 2001) i suncokreta (Charriére i sar., 1999). Smatra se
da kalcijum ima ulogu posrednika koji je ukljuc¢en u signalnu transdukciju ABA, a samim
tim 1 u proces somatske embriogeneze (Karami 1 Saidi, 2010).

Potencijal biljne celije za somatsku embriogenezu je na prvom mestu odreden
genotipom (Bowley 1 sar., 1993; Moltrasio i sar., 2004). Obi¢no je ograni¢en na odredena
biljna tkiva u okviru datog genotipa. Embriogeni potencijal je veéi u tkivima koja su
embriogenog porekla kao $to su nezreli embrioni, semena kao i osnove lista monokotila, a
opada ka hipokotilu, listovima i1 korenu (Neumann, 2000). Embriogene ¢elije se razvijaju u
somatske embrione spontano bez spoljasnjih stimulusa ili uz veoma malu koncentraciju
auksina, za razliku od ¢elija koje su tu sposobnost izgubile i koje moraju biti indukovane da
bi usle u proces somatske embriogeneze (Sharp i sar., 1980). Tokom ontogenetskog razvica
biljaka, embriogeni potencijal takode opada (Fehér i sar., 2003). Embriogeni potencijal
meristemskih ¢elija u eksplantatu moze se zadrzati ukoliko se eksplantati gaje na hranljivoj
podlozi koja sadrzi 2,4-D. U vecini slucajeva se na tim eksplantatima formira kalus, pa se
somatski embrioni formiraju posle daljeg gajenja na hranljivoj podlozi sa niZom
koncentracijom auksina ili na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Takav nacin
formiranja somatskih embriona, uz kalusnu interfazu, naziva se indirektna somatska
embriogeneza, za razliku od direktne gde se somatski embrioni formiraju direktno na
eksplantatu bez kalusne interfaze (Fehér i sar., 2005). Somatski embrioni mogu poticati od
jedne ili vise ¢elija. Kada somatski embrion nastaje od embriogenog tkiva u njegovom
formiranju obi¢no ucestvuje vise susednih ¢elija. Smatra se da tokom indukovane somatske

embriogeneze embrioni nastaju po pravilu od jedne Celije kao i zigotski embrioni (Haccius,



1978). Bez obzira da li su somatski embrioni nastali od jedne ili viSe ¢elija, somatska
embriogeneza moze biti direktna ili indirektna. Somatski embrioni su vezani za maticni
eksplantat svojim bazalnim delom, $to je u sluc¢aju somatske embriogeneze poreklom od
jedne ¢elije, struktura nalik suspenzoru (Faure i sar., 1996; Quiroy-Figueroa i sar., 2002).

Embriogene Celije su veoma slicne meristemskim ¢elijama. Imaju visok indeks
umnozavanja, izodijametri¢nog su oblika, sa gustom citoplazmom, velikim jedrom, malim
vakuolama 1 tankim celijskim zidovima (Halperin 1 Jensen, 1967; Williams 1 Maheswaran,
1986).

Razlozi zbog kojih se embriogeni potencijal gubi ili vremenom smanjuje nisu
poznati. Smatra se da je jedan od cinilaca koji utiu na embriogeni potencijal sinteza i
metabolizam endogenih regulatora rastenja kao §to je auksin (Chuck 1 Hake, 2005).

Razvi¢e somatskog embriona je veoma sli¢no razvicu zigotskog embriona u
pogledu morfologije, kao i u pogledu vremenski odredenih faza kroz koje somatski
embrion prolazi tokom svog razvi¢a (Zimmerman, 1993) (Slika 2). U oba slucaja
embriogeneze, jedna celija (zigot ili somatska celija) se razvija u embrion koji predstavlja

novu individuu s promenjenim (zigot) ili istim genomom (somatski embrion).
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Slika 2. Poredenje izmedu somatske 1 zigotske embriogeneze (modifikovano prema
Zimmermanu, 1993).



Prvi prepoznatljivi stadijum u razvi¢u embriona je globularni stadijum. Prva deoba
¢elija ne mora biti inekvalna, kao u slu¢aju zigotske embriogeneze, ali se posle nekoliko
deoba obrazuje globula koja moze obrazovati globularni embrion ili proembrionalnu masu
(Haccius, 1978). Tokom globularnog stadijuma se formira protoderm (Quiroz-Figueroa i
sar., 2006). Deobe ¢elija protoderma su antikline i prate unutrasnje deobe ¢elija formirajuci
sloj buduc¢eg epidermisa (West i Harada, 1993). Posle dva-tri dana tokom kojih globularni
embrion raste izodijametricno, dolazi do prelaza na rastenje kojim se formira bilateralna
simetrija embriona i taj stadijum se zove srcasti (Schiavone i Cooke, 1985). Tokom prelaza
sa globularnog na srcasti stadijum dolazi do pocetka rasta kotiledona, izduZzivanja
hipokotila i formiranja radikule, §to se nastavlja i tokom narednog torpedo-stadijuma.
Prokambijum se takode razvija tokom srcastog stadijuma (Schiavone i Cooke, 1985). Posle
tri nedelje, u sluaju somatske embriogeneze Sargarepe, formirana bilj¢ica ima razvijene
zelene kotiledone, hipokotil i koren (Halperin i Wetherell, 1964). Somatski embrioni vrlo
rano uspostavljaju bipolarnost i korenski kraj je ,,zatvoren* meristemom, tako da nema
vaskularne veze sa maticnom biljkom ili eksplantatom (Suboti¢ i sar., 2010). Za razliku od
zigotskog embriona, kod somatskog embriona se ne razvijaju endosperm i suspenzor
(Dodeman i sar., 1997). BiljCice, nastale od somatskog embriona, nastavljaju da rastu u
potpuno razvijenu biljku, za razliku od zigotskog embriona koji posle torpedo stadijuma
razvijaju kotiledone i dolazi do dehidratacije i pripreme za dormanciju koje kompletiraju
proces formiranja semena. Opisani procesi su pod uticajem abscisinske kiseline, tj. njene
poveéane koncentracije (Thomas, 1993). Cesta je pojava da se na veé formiranom,
primarnom embrionu, razvijaju sekundarni embrioni §to se zove sekundarna embriogeneza
(Quiroz-Figueroa i sar., 2006).

Visoka koncentracija regulatora rastenja koja je potrebna za indukciju somatske
embriogeneze, moze biti potencijalni uzrok poremecaja u organizaciji ili potpunom
odsustvu apikalnog meristema (Goebel-Tourand i sar., 1993). Meristem korena se takode
drugacije razvija kod somatskog embriona, a moguce su i abnormalnosti u samom razvicu
korena. Kao S$to je naglaseno, somatski embrioni nemaju suspenzor i njegov nedostatak se
ogleda u problemima vezanim za razvi¢e meristema korena i samog korena (Dodeman i

sar., 1997). Medutim, i pored morfoloskih nedostataka, somatski embrioni u veéini



slu¢ajeva normalno klijaju i razvijaju se u biljku (Gaj, 2001). Somatska embriogeneza se
koristi za umnoZzavanje komercijalno pozeljnih vrsta i sorti (Merkle 1 sar., 1990) i ima niz
prednosti u odnosu na organogenezu (Jiménez 2001):

1. Somatska emriogeneza pokazuje ve¢i morfogenetski potencijal tj. moze se
formirati ve¢i broj regeneranata.

2. Somatski embrioni su od samog pocetka bipolarni, pa nije potreban poseban
sistem za oziljavanje kao kod regenerisanih pupoljaka.

3. Somatski embrioni su najceS¢e jednocelijskog porekla tako da je moguce dobiti
sinhronizovane kulture embriona koji su na istom stadijumu razvica.

4. Biljke nastale od somatskih embriona su manje geneticki varijabilne od onih koje

su nastale putem organogeneze.

1.1.2. Biohemijski aspekti somatske embriogeneze

Molekularna osnova procesa somatske embriogeneze, odnosno prelazak somatskih
¢elija u embriogene, jo§S uvek nije dovoljno rasvetljena (Fehér i1 sar., 2003). Saznanja o
biohemijskim markerima somatske embriogeneze rasvetlili bi mehanizam sticanja
embriogenog potencijala biljnih ¢elija, Sto bi pruzilo dodatne informacije o molekularnim
mehanizmima procesa diferencijacije biljnih celija. Razliciti eksperimentalni pristupi
koris¢eni su za izolaciju 1 karakterizaciju markera somatske embriogeneze. U vecini
slucajeva radena je analiza ukupnih proteina iz embriogenih i neembriogenih Celija, pa je
njihovim uporedivanjem dobijena delimi¢na slika proteina koji su uklju€eni samo u proces
somatske embriogeneze (Tchorbadjieva, 2005). Na taj nacin dobija se ogroman broj
razli¢itih proteina koji se ne mogu svi nazvati markerima somatske embriogeneze (Hahne 1
sar., 1988; Hilbert 1 sar., 1992). Biohemijski aspekti somatske embriogeneze istrazivani su
na mnogim vrstama, a prva istrazivaja radena su na Sargarepi (Sung i Okimoto, 1981) gde
je pokazano prisustvo dva specifi¢na proteina od 77 1 43 kD. Tokom indukcije somatske
embriogeneze, 1 tokom samog procesa, deSavaju se specificne promene u pogledu sadrzaja
ukupnih proteina. Odredeni proteini 1 njihove izoforme se sintetiSu i mogu se detektovati,

dok neke druge nestaju (Tchorbadjieva, 2005).



Kao potencijalni, dobri markeri somatske embriogeneze oznaceni su ekstracelularni
proteini koji su neophodni za diferencijaciju biljnih ¢elija. Njihov broj je mnogo manji od
ukupnog broja izolovanih proteina koji se mogu detektovati tokom samog procesa
somatske embriogeneze (Sterk i sar., 1991; De Jong i sar., 1992; Kreuger i Van Holst,
1993; Domon i sar., 2000) i najbolje se mogu izuc€avati u ¢elijskim suspenzijama kod kojih
se nagomilavaju u hranljivoj podlozi. Najve¢im delom, ovi ekstracelularni proteini
predstavljaju derivate ¢elijskog zida koji ostaju u apoplastu, ili hranljivoj podlozi i na taj
nacin uti¢u na rast 1 razvice svih ¢elija u suspenziji (Mordhorst 1 sar., 1997).

Pokazano je da EP2 (,lipid-transfer protein), EP3 (,acidic endochitinase®) i1
peroksidaze igraju klju¢nu ulogu u procesu somatske embriogeneze Sargarepe (Cordewener
1 sar., 1991; Sterk i sar., 1991; De Jong i sar., 1995). Svi ovi proteini detektovani su tokom
najranijih stadijuma somatske embriogeneze 1 mogu sluziti kao rani markeri embriogenog
potencijala (Tchorbadijeva, 2005). Esqueda i sar. (1998) dokazali su prisustvo polipeptida
od 34 1 36 kD u embriogenoj suspenziji Se¢erne repe i potvrdili uc¢esée ovih polipeptida u
njenom embriogenom razvicu. Ekstracelularni protein povezan sa embriogenim
kapacitetom ovsa ima molekulsku masu od 46 kD (Stirn i sar., 1995). Ekstracelularni
proteini nalik germinima izolovani su iz embriogenih ¢elija bora (Domon i sar, 1995). Oni
su ve¢ dokazani kao markeri embriogenog potencijala zitarica (Lane i sar., 1993).
Normalno razvi¢e somatskih embriona povezano je sa prisustvom ovih ekstracelularnih
proteina u okolnoj hranljivoj podlozi, za razliku od somatskih embriona koji su prekinuli
razvi¢e posle nekog vremena i u ¢ijoj okolini ovi proteini nisu nadeni (Mo 1 sar., 1996).
Ekstracelularni proteini, oznaceni kao kisele esteraze, detektovani su u suspenziji ¢elija
Dactylis glomerata, 1 oni su specificni za embriogene celije koje imaju potencijal da
regeneriSu celu biljku dok odsustvuju iz suspenzije neembriogenih ¢elija (Tchorbadijeva 1
Odjakova, 2001). Od svih analiziranih esteraza u ovom slucaju izdvaja se kisela izoforma
molekulske tezine 36 kD koja se pojavljuje u svim ispitivanim linijama embriogenih ¢elija.

EP2 se javlja u embriogenim ¢elijama somatskih i zigotskih embriona Sargarepe
(Sterk i sar., 1991) 1 pripada familiji proteina, specifi¢nih za biljke, koji uti¢u na distribuciju
fosfolipida celijskih membrana i imaju moguénost da vezuju masne kiseline ukljucujuci i

kutikularne komponente koje su specificne samo za embriogene ¢elije, dok se ne mogu naci



u ve¢ zrelim somatskim embrionima (Karami 1 sar., 2009). Ove kutikularne komponente su
veoma lipofilne supstance koje obavijaju embriogene ¢elije i na taj nacin ih ograni¢avaju
od uticaja okolnih neembriogenih Celija praveci fiziolosku barijeru (Pedroso 1 Pais 1995).
PojaCana ekspresija gena za ,lipid transfer proteine karakteristicna je za rane faze
somatske embriogeneze (Sterk i sar., 1991).

Jedan od vaznih ekstracelularnih proteina koji ima pozitivan uticaj na somatsku
embriogenezu Sargarepe je kisela endohitinaza obelezena kao hitinaza IV (De Jong i sar.,
1992). Hitinaze hidrolizuju B-1,4 glikozidne veze hitina, koji je polimer N-acetil-D-
glukozamina. Javljaju se kod mnogih biljaka i primarno imaju ulogu u odbrani biljaka od
patogenih gljiva 1 drugih vrsta stresa (Kasprzewska, 2003). U C¢elijskoj suspenziji D.
glomerata endohitinaza, molekulske mase 32 kD, pospesuje razvi¢e somatskih embriona i

detektovana je u svim fazama somatske embriogeneze (Tchorbadijeva i Pantchev, 2006).

1.1.2.1. Arabinogalaktanski proteini (AGP)

Arabinogalaktanski proteini spadaju u grupu biljnih glikoproteina koji po strukturi
najvise odgovaraju zivotinjskim proteoglikanima. AGP su pronadeni kod svih biljaka, kao 1
kod jednocelijskih algi, a spadaju u grupu proteina veoma bogatih hidroksiprolinom i mogu
se naci u biljnim gumama koje su komercijalno vrlo interesantne. Jedna od najtrazenijih je
gumiarabika poreklom iz Acacia senegal, koja se koristi u industriji hrane (Showalter,
2001). Molekulska masa AGP je izmedu 60 1 300 kD (Majewska i Nothnagel, 2000). AGP
su izolovani iz listova, stabla, korena, cvetnih delova i semena i nalaze se na povrsini biljne
¢elije, u cCelijskom zidu i plazma membrani, a imaju vaznu ulogu u rastenju i razvicu
biljaka, dok je njihovo prisustvo veoma izrazeno u cCelijskim suspenzijama (Nothangel,
1997; Fincher 1 sar., 1983). Postoji specificnost u distribuciji razli¢itih familija AGP u
razli¢itim organima i tkivima (Showalter, 2001). Arabinogalaktanski proteini spadaju u
vaznu grupu ekstracelularnih proteina ukljuenih u proliferaciju i rastenje celija kao i
indukciju somatske embriogeneze 1 razvie somatskih embriona (Showalter, 2001).
Egzogeno dodati arabinogalaktanski proteini mogu delovati pozitivno na somatsku

embriogenezu Sargarepe (Kreuger i Van Holst, 1993; Toonen i sar., 1997).



Za proteinski deo AGP vezani su arabinozni i galaktozni polisaharidi i to najcesce
preko kiseonika na hidroksiprolinu (Gaspar i sar., 2001). Broj saharidnih jedinica veoma
varira, od slabo do visoko glikolizovanih AGP (Seifert i Roberts, 2007). Polisaharidni
lanci broje 30-150 jedinica i mogu biti vezani na razli¢itim mestima za protenski lanac. U
odnosu na polisaharidni deo AGP se dele na tip 11 tip II. Tip I AGP sadrzi galaktanski
lanac u kome je galaktoza povezana -(1—4) glikozidnim vezama. AGP ovog tipa mogu
biti povezani sa ostalim polisaharidima kao $to su pektini ili pojedini saharidi ¢elijskog
zida. Tip I AGP sadrzi galaktanski lanac sa B-(1—3) glikozidnim vezama i nisu povezani
sa drugim molekulima kao §to je tip I AGP. Polisaharidni lanac se moze granati i biti
supstituisan sa ramnozom, manozom, ksilozom, fukozom ili glukozaminom. Ovi spoljasnji
lanci ugljenih hidrata vezani su za osnovni B-(1—6) glikozidnim vezama (Hinz 1 sar.,
2005). AGP imaju transmembranski domen koji je supstituisan glikozil fosfatidil
inozitolom i smatra se da ovaj domen ima vaznu ulogu u meducelijskim interakcijama
(Filmus 1 sar., 2008; Lim i sar., 2008; Showalter i sar., 2010). Veoma velika raznovrsnost
AGP proisti¢e iz na¢ina na koji su vezani arabinozni i galaktozni polisaharidi, duzine

polisaharidnog lanca kao i od same strukture njihovog proteinskog lanca (Ellis i sar., 2010).

Tabela 1. Vrste kod kojih je dokazan uticaj arabinogalaktanskih proteina na indukciju

somatske embriogeneze

| Vrsta | Referenca |
Cichorium hybrid 474 Chapman i sar., 2000.
Cyclamen persicum Kreuger i sar., 1995.

Dactylis glomerata
Daucus carota

Picea abies
Pinus caribea

Zea mays

Zagorchev i sar., 2008.
Stacey i sar., 1990.
Kreuger i Van Holst, 1993.
Tonnen i sar., 1996.

Egertsdotter i Van Arnold, 1995.

Mollard i sar., 1997.
Domon i sar., 2000.
Samaj i sar., 1998
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Na ugljenohidratni deo AGP otpada veliki deo molekula. Proteinski deo ¢ini 2-10 %
kod najveceg broja AGP, iako je kod nekih konstatovan visok nivo proteina od 30-65 %
(Baldwin i sar., 1993).

Na osnovu sastava proteinskog dela molekula, AGP se mogu podeliti na klasi¢ne 1
neklasi¢ne (Mau i sar., 1995). Klasi¢ni AGP imaju proteinski deo bogat hidroksiprolinom,
alaninom, serinom, treoninom i glicinom. Neklasi¢ni su siromasni hidroksiprolinom, ali
zato u svom sastavu sadrze dosta cisteina i asparagina (Mau 1 sar., 1995; Du 1 sar., 1996).
Prema dve razlicite pretpostavke, AGP mogu biti globularnog ili kon¢astog oblika.

AGP su ukljuceni u brojne aspekte rastenja i razvica biljaka, mada njihova bioloska
uloga jo$ uvek nije dovoljno rasvetljena, kao ni mehanizmi delovanja na molekularnom
nivou. Postoje dokazi da ucestvuju u formiranju cCelijskog zida (Schindler 1 sar., 1995),
programiranoj ¢elijskoj smrti (Gao 1 Showalter, 1999; Mashiguchi i sar., 2008), deobi Celija
(Serpe 1 Nothangel, 1994; Coskun i sar., 2010), rastu polenove cevi (Jauh i sar., 1996; Roy i
sar., 1998; Lee i sar., 2008), diferencijaciji ¢elija (Pennel i Roberts, 1990), formiranju
polena (Coimbra i sar., 2009), deobi zigota (Qin i Zhao, 2006), androgenezi (Tang i sar.,
2006), sazrevanju kotiledona (Zhong 1 sar., 2011) 1 somatskoj embriogenezi (Egertsdotter i
Van Arnold, 1995; Kreuger i Van Holst, 1995; Wu i sar., 2000; Pan i sar., 2011).

Tokom somatske embriogeneze, razliciti AGP mogu biti aktivni u razi¢itim
stadijumima razvica (Kreuger i van Holst, 1995; Toonen i sar., 1997) i mogu se na¢i u
hranljivoj podlozi na kojoj je indukovana somatska embriogeneza (Chapman 1 sar., 2000).
Monoklonalna antitela, koja reaguju sa polisaharidnim delovima AGP, su veoma korisna za
izuCavanje organizacije i dinamike interakcija izmedu komponenti ¢elijskog zida i delova
sredi$nje lamele (Knox, 1997; Willats i sar., 2000). Medutim, veéina pomenutih antitela
reaguje sa ugljenim hidratima koji mogu biti vezani za razli¢ite proteinske delove AGP kao
1 za druge molekule kao §to su pektini. Epitopi AGP koji se nalaze na povrsSini ¢elija
suspenzije Sargarepe reaguju sa JIM8 antitelom Sto je dokaz da su ovi proteini markeri
veoma ranog stadijuma somatske embriogeneze neposredno posle indukcije (Pennel i sar.,
1992). Koncentracija AGP tokom razli¢itih stadijuma somatske embriogeneze takode varira
Sto je pokazano kod norveske jele gde su se sastav i koncentracija AGP razlikovali u

sluc¢aju dva tipa somatskih embriona, od kojih su jedni imali ve¢i embriogeni potencijal od
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drugih (Egertsdotter i Van Arnold, 1995). AGP iz hranljive podloge na kojoj je indukovana
somatska embriogeneza mogu pospesiti formiranje somatskih embriona (Egertsdotter i Van
Arnold, 1995; Tchorbadijeva, 2005).

Smatra se da su AGP proteini veoma vazni za meducelijsku komunikaciju (Schulz i
sar., 1998). Komunikacija se verovatno bazira na interakciji AGP sa pektinskim
molekulima ¢elijskog zida i to preko jonskih veza (Serpe i sar., 1995; Ovecka i Bobak M,
1999). AGP mogu reagovati medusobno i te interakcije su slicne onima koje imaju sa
pektinom (Kjellbom i sar., 1997). Polisaharidni deo AGP moze biti enzimski odvojen od
proteinskog dela i na taj nacin ucestvovati u morfogenetskim procesu kao signalni molekul
(Kawaguchi 1 sar., 1996). Postoje pretpostavke da polisaharidni deo AGP i endohitinaze
zajedno ucestvuju u procesu somatske embriogeneze. Pod uticajem hitinaza, oslobada se
ugljenohidratni deo molekula AGP koji reaguje sa receptorima na plazma membrani
indukujuéi na taj nacin somatsku embriogenezu (Van Hengel, 2002; Tchorbadijeva, 2005).
Proteinski deo, takode moze ucestvovati u meducelijskoj komunikaciji, ali prvo mora biti
odvojen deglikolizacijom (Showalter, 2001).

AGP mogu direktno ili indirektno reagovati s receptorima na plazma membrani.
Mogu se vezivati direktno na razliCitim mestima na plazma membrani, a u slucaju
indirektnog vezivanja posreduje ligand-receptor (Peles 1 sar., 1997).

AGP se vezuju i precipitiraju sa Yariv reagensom (Yariv i sar., 1962, 1967). Yariv
reagens je trovalentna fenilglikozidna tamnocrvena boja (1,3,5-tris(4-B-glukopiranozil
oksifenilazo) 2,4,6-trihidrobenzen ili skra¢eno B-D-glukozil Yariv. Kako je familija AGP
veoma brojna i razli¢itog aminokiselinskog i ugljenohidratnog sasatava, ne moze se
generalno re¢i da svi AGP reaguju sa pomenutim reagensom (Showalter, 2001). Yariv
reagens moze uci u ¢elijski zid, ali ne i u plazma membranu. Tacan nacin vezivanja AGP za
Yariv reagens se ne zna (Gao 1 Showalter, 1999; Pettolino i sar., 2006). Precipitacija AGP
Yariv reagensom se koristi za odredivanje njihove koncentracije, izolaciju i preci§¢avanje
(Van Holst i Clarke, 1985). Dodavanjem Yariv reagensa u suspenziju ¢elija ili hranljivu
podlogu mogu se inaktivirati AGP pa samim tim i njihova uloga, te se na posredan nacin
moze izuCavati bioloska funkcija AGP (Serpe 1 Nothangel, 1994; Willats 1 Knox, 1996;
Thompson i Knox, 1998).
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1.1.2.2. Opste odlike esteraza

Esteraze spadaju u grupu hidrolitickih enzima koji katalizuju reakciju cepanja estara
na kiselinu 1 alkohol u hemijskoj reakciji hidrolize u kojoj u€estvuje voda. Postoji veliki
broj esteraza koje se razlikuju po supstratnoj specifi¢nosti, proteinskoj strukturi i njihovoj
bioloskoj funkciji. Najc¢eS¢a podela esteraza bazira se na njihovoj osetljivosti na ta¢no
odredene koncentracije tri grupe inhibitora (sulthidril reagens, organofosfate 1 eserin
sulfate) (Holmes 1 Masters, 1967). KoriS¢enjem ovih inhibitora izdvajaju se Cetiri klase
biljnih esetraza:

1. Acetilesteraze (nisu osetljive ni na jedan inhibitor)

2. Arilesteraze (osetljive jedino na sulfihidril reagens)

3. Karboksilesteraze (inhibirane organofosfatima)

4. Holinesteraze (inhibirane organofosfatima i eserin sulfatom).

Acetilesteraze su generalno specificne za alifaticne supstrate ukljuujuéi estre
sircetne kiseline. SpecifiCnost arilesteraza se ograniCava na aromati¢ne estre, dok su
karboksilesteraze takode specificne za alifaticne supstrate, ali s duzim lancima 1 na kraju
holinesteraze koje su specifi¢ne za holin estre (De Carvalho i sar., 2003).

NajviSe podataka o ulozi esteraza u fizioloskim procesima ima kod Zivotinja i
mikroorganizama, dok su podaci kod biljaka veoma oskudni (De Carvalho i sar., 2003).
NajceS¢e izuCavane esteraze kod biljaka su aril i karboksilesteraze koje mogu biti
detektovane prema protokolu uspostavljenom od strane Burlina 1 Galzigna (1972) i koji je
baziran na supstratnoj specificnosti esteraza prema 1 i 2-naftil acetatu (Slika 3). Iako
arilesteraze i karboksilesteraze imaju razlic¢ite kataliticke centre, ukoliko im se kao supstrat
ponudi naftil acetat, davace isti proizvod ,napadaju¢i® estarsku vezu samo s razliitih

strana.
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Slika 3. Hemijska struktura a) 1-naftil acetata i b) 2-naftil acetata

Razlicite izoforme aril i karboksilesteraza ispoljavaju razli¢it afinitet prema 1- i 2-
naftil acetatu. Ova razli¢itost se ogleda u brzini katalize reakcije razlaganja supstrata, a
posledica je finih razlika u katalitickim centrima razli¢itih izoformi. Proizvodi reakcije su u
oba slucaja isti tj. naftil i acetat. Razlika je samo u afinitetu enzima za odredeno mesto na
supstratu, tj. da li ¢e enzim ,,napasti* supstrat sa strane aromati¢nog prstena (arilesteraze) ili
sa acetatne strane (karboksilesteraze).

Esteraze pokazuju pojacanu aktivnost tokom somatske i zigotske embriogeneze
(Egertsdotter, 1998). Njihova uloga u procesu somatske embriogeneze moze se pripisati
razlaganju pektina, procesom demetilacije i deacetilizacije, koji je sastavni deo Celijskog
zida. Na taj nacin esteraze indirektno pomazu proces proliferacije ¢elija (Van Engelen 1 De
Vries, 1993). Reakcija razlaganja ¢elijskog zida aktivnoscu esteraza uti¢e na pH apoplasta
Sto indirektno utie na regulaciju aktivnosti drugih enzima koji ucestvuju u razlaganju
¢elijskog zida (Micheli, 2001). Prilikom razlaganja ¢elijskog zida povecava se broj mesta
za koja se moze vezati aluminijum 1 na taj nain se povecava njegova koncentracija u ¢eliji
(Tamas 1 sar., 2005). Za razliku od pomenutih esteraza koje razlazu celijski zid,
acetilesteraze imaju vaznu ulogu u modifikacijama i rastenju ¢elijskog zida (Bordenave i
sar., 1995). Uc€estvuju i u razlaganju razlicitih ksenobiotika u biljnim ¢elijama i na taj nacin
sprecavaju mogucénost toksikacije prevelikim koli¢inama ovih supstanci (Sandermann,
1992; Cummins i sar., 2001).

Esteraze imaju pojacanu aktivnost i tokom regeneracije procesom organogeneze

kao $to je pokazano kod Mammilaria gracillis (Balen 1 sar., 2003). Veéi broj izoformi
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esteraza u embriogenom kalusu ove vrste u odnosu na izdanke govori u prilog hipotezi da
razli¢ite izoforme esteraza ucestvuju u morfogenetskom procesu. Sli¢ni rezultati koji
govore da se izoforme esteraza razlikuju u kalusu i regenerisanim izdancima pokazani su
kod indijske bokvice (Pramanik i sar., 1996). Kod vrsta iz ovog roda esteraze mogu sluziti 1
kao biohemijski marker za identifikaciju vrsta (Pramanik i sar., 1994).

Nezanemarljiva uloga esteraza koje funkcioniSu kao bioindikatori prisustva
toksi¢nih supstanci kao §to su insekticidi dokazana je kod Aspidosperma polyneuron (De
Carvalho 1 sar., 2003). Teski metali koji se nagomilavaju u biljnim c¢elijama uzrokuju
pojacanu aktivnost esteraza, $to je i pokazano u slucaju ¢elija duvana koje su tretirane
kadmijumom (Vitecek i sar., 2007).

Coppens 1 Dewitte (1990) su pokazali da su razliCite izoforme esteraza veoma
specificne za indukciju somatskih embriona u kalusu jeCma pre nego $to su somatski
embrioni formirani. Dve izoforme esteraza potvrdene su u embriogenom tkivu Sargarepe
(Chibbar i sar., 1988). Esteraze ucestvuju u procesu regeneracije kod nekih Zzitarica (Rao 1
sar., 1990; Bapat i sar., 1992). Ukljuene su u proces organogeneze, kao i u proces
tranformacije biljnih tkiva Ti plazmidom (Balen i sar., 2003).

Esteraze izolovane iz suspenzije Celija Dactylis glomerata jasno ukazuju da li se
radi o embriogenom ili neembriogenom tkivu (Tchorbadijeva i Odjakova, 2001). Posle
izoelektri¢nog fokusiranja utvrdeno je prisustvo esteraze pl vrednosti 3,8 koja se javlja u
svim stadijumima somatske embriogeneze. U kontrolnim neembriogenim linijjama enzim
nije prisutan. Molekulska masa ove specifine esteraze iznosi 36 kD 1 prisutna je u
embriogenom tkivu u najranijim stadijumima somatske embriogeneze kada morfoloske

promene jo$ nisu uocljive (Tchorbadijeva, 2005).
1.2. Oksidativni stres kod biljaka

Cinioci koji nepovoljno utiéu na rastenje i razviée biljaka, smajujuéi im
produktivnost na nivo nizi od njihovog genetickog potencijala predstavljaju stres (Bowler 1

sar., 1994). Svi tipovi stresa dovode do oslobadanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i

tako dovode do oksidativnog stresa (Inze 1 Montagu, 2002). Biljke su neprestano izlozene
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abiotickom 1 biotickom stresu i tokom evolucije su razvile brojne mehanizme adaptacije,
aklimatizacije 1 tolerancije. Abioticki stres predstavlja viSak ili manjak nekog ¢inioca u
fizickom ili hemijskom okruzenju biljke. Mogu ga izazvati visoke 1 niske temperature, susa,
visoke koncentracije soli u zemljiStu, osmotski stres, jonizujuce zracenje, mehanicki stres,
manjak hranljivih materija, herbicidi i prisustvo zagadivac¢a u zemljiStu i vazduhu (teski
metali, SO,, ozon). Bioticki stres izazivaju korovi, StetoCine (insekti, ptice, glodari,
nematode) i razliciti patogeni (bakterije, virusi, gljive).

Biljke poseduju veoma efikasan antioksidativni sistem koji omogucava uklanjanje
ROS 1 zastitu biljne celije od oSteéenja izazvanog oksidativnim stresom (Halliwell i
Gutteridge, 1989). Biljkama, kao aerobnim organizmima, potreban je kiseonik za efikasnu
proizvodnju energije tj. za disanje. Molekulski kiseonik nije reaktivan u svom osnovnom
stanju ve¢ samo u pobudenom, tj. aktiviranom. Tokom redukcije kiseonika do vode, nastaju
ROS u koje se svrstavaju superoksid anjon radikal (O2--), hidroksil radikal (OH-), peroksil
radikal (RO2-), vodonik peroksid (H,0,), singlet kiseonik ('O5) (Slika 4). Pored slobodnih
radikala kiseonika, stvaraju se josS i radikali ugljenika, tiol radikali i1 ostali. Fomiranje ROS
nastaje u procesu postepene redukcije kiseonika. Superoksid anjon radikal je umereno
reaktivan ROS, koji moze pro¢i kroz bioloSke membrane. Najces¢e dovodi do formiranja
H,0, 1 O; u reakciji koja se moze desiti spontano, ali je uglavnom katalizuje enzim
superoksid dismutaza. Ovaj reaktivni superoksidni anjon moze izazvati tranziciju metalnih
kompleksa Fe'™ i Cu®" te samim tim uti¢e na aktivnost metaloenzima. Najveéa oSteéenja
¢elija izazivaju ROS koji se kasnije formiraju, a to su vodonik peroksid 1 hidroksil radikal
(Halliwell i Gutteridge, 1989). Vodonik peroksid moze inaktivirati enzime oksidacijom
njihovih tio-grupa, a odgovoran je i za inaktivaciju enzima Kalvinovog ciklusa (Charles 1
Halliwell, 1980), Cu-Zn i Fe superoksid dismutaze. Najreaktivniji ROS je hidroksil radikal
koji nastaje od vodonik peroksida u tzv. Haber-Weissovoj ili Fentonovoj reakciji, uz
prisustvo slobodnog ili heliranog gvozda. Hidroksil radikal moze reagovati sa svim
bioloSkim molekulima i ¢elije nemaju efikasan enzimski mehanizam da eliminiSu ovaj
visoko reaktivni ROS. Njegova akumulacija dovodi do lipidne peroksidacije, denaturacije

proteina i mutacije DNK §to neminovno izaziva smrt ¢elije (Vranova i sar., 2002).
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Slika 4. Formiranje ROS dobijenih postepenom redukcijom kiseonika i antioksidativni
enzimi koji u€estvuju u njihovom uklanjanju (modifikovano prema Vranova i sar., 2002)

SOD - superoksid dismutaza.

ROS reaguju sa DNK molekulom, lipidima i proteinima i kao rezultat nastaju
ostecenja Celija. Ukoliko su negativni faktori sredine svedeni na minimum ili se nalaze u
granicama podnosljivim za vrstu, ROS eliminiSu enzimske i neenzimske komponente
antioksidativnog sistema biljke (Bowler i sar., 1992).

Mnoge Celijske organele mogu biti potencijalni izvor ROS. Glavni izvor ROS kod
biljaka su hloroplasti koji pigmentima u fotosistemu I i II apsorbuju svetlosnu energiju 1
transportuju je pomocu elektron transportnog lanca do krajnjeg akceptora elektrona
NADP". U ostale organele koje mogu proizvoditi ROS spadaju peroksizomi, mitohondrije,
citohromi 1 endoplazmatic¢ni retikulum (Mittler, 2002).

ROS funkcionisu 1 kao signalni molekuli u mnogim vaznim aspektima zivotnog
ciklusa biljaka kao $to su odbrana od patogena, Celijska smrt, rastenje, morfogeneza i
ekspresija odredenih gena. Dokazano je da je najmanje 80 gena kod biljaka indukovano
reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (Vranova i sar., 2002; Apel 1 Hirt, 2004).

Antioksidativni sistem biljaka kojim se ukljanjaju ROS moze biti enzimski 1
neenzimski. U prvi deo sistema spadaju enzimi kao Sto su katalaze, peroksidaze, superoksid

dismutaza, askorbat peroksidaze, glutation reduktaze, monodehidroaskorbat reduktaze i

17



dehidroaskorbat reduktaze. U neenzimski deo antioksidativnog sistema spadaju metaboliti
kao Sto su B-karoten, askorbinska kiselina, vitamin E, glutation, zeaksantin i polifenolna

jedinjenja (Apel 1 Hirt, 2004).

1.2.1. Antioksidativni enzimi biljaka

1.2.1.1. Superoksid dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaze (SOD) su metaloenzimi koji katalizuju dismutaciju

superoksid anjon radikala (O2 ") do kiseonika i vodonik peroksida:

202" +2H" — H,0, + O,

Aktivnost ovog enzima odreduje koncentracija superoksid anjon radikala i vodonik
peroksida, dve komponente Haber-Weissove reakcije kojom nastaje veoma reaktivan i
nepozeljan hidroksil radikal, 1 stoga spada u prvu liniju odbrane ¢elije od nagomilanih ROS
(Bowler i sar., 1992). Superoksid anjon radikal moZe nastati na bilo kom mestu u ¢eliji gde
postoji elektron transportni lanac, i stoga nije neobi¢no S§to se razliCite izoforme SOD
nalaze u skoro svim celijskim organelama (Elstner, 1991; Alscher i sar., 2002). Elektron
transportni lanac u mitohondrijama je veoma osteljiv na razne vrste bioti¢kih i abiotickih
stresova 1 usled toga formira veliki broj superoksidnih anjona (Vandlerberghe i MclIntosh,
1992). Superoksid dismutaza direktno utice na koncentraciju superoksidnog anjona u
biljnoj ¢eliji 1 njena aktivnost se povecava ukoliko je biljka izlozena osmotskom stresu,
susi, patogenima, ultraljubi¢astom zracenju itd.

U zavisnosti od metalnog kofaktora, enzim je klasifikovan na: Fe-SOD, Mn-
SOD,Cu/Zn-SOD 1 Ni-SOD (Bannister i sar., 1987).

Fe-SOD je najstarija izoforma superoksid dismutaze koja kao metalni kofaktor na
aktivnom mestu sadrzi gvozde. Ta izoforma SOD je prisutna je u obliku dimera sa po
jednim atomom metala u svakoj subjedinici (Asada i sar., 1980) i javlja se kod prokariota 1

eukariota najces¢e u hloroplastima (Gomez i sar., 1999). Aktivnost Fe-SOD inhibirana je
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vodonik peroksidom. Prisustvo ove izoforme enzima nije detektovano kod Zivotinja Sto
moze biti potvrda teorije da je nastao u plastidima (Bowler i sar., 1994).

Mn-SOD je takode veoma stara izoforma enzima, prisutna kod prokariota i
eukariota 1 vrlo sliéna Fe-SOD izoformi. Aktivno mesto Fe 1 Mn-SOD sadrzi istu
aminokiselinsku sekvencu (Michalski, 1996). Ova izoforma SOD uglavnom je zastupljena
u mitohondrijama i peroksizomima (Bowler i sar., 1992), a na aktivnom mestu sadrzi jedan
Mn®" po subjedinici. Mn-SOD nije osetljiva na vodonik peroksid i KCN.

Cu/Zn SOD je zastupljena ve¢inom kod eukariota i prvobitno je pronadena u
citoplazmi (Hernandez i sar., 2000), ali je njena aktivnost potvrdena i u hloroplastima
(Gomez i sar., 1999). Aktivnost ove izoforme se moze inhibirati i cijanidom i vodonik
peroksidom. Cu/Zn SOD je sastavljena od dve subjedinice od kojih svaka sadrzi jedan
Cu’"ijedan Zn*" na aktivnom mestu (Michalski, 1996).

Ni-SOD je homoheksamer, naden kod nekih prokariota (Miller, 2004).

1.2.1.2. Katalaze (CAT)

Katalaze su metaloenzimi, sa hem prosteticnom grupom, koji ukljanjaju vodonik

peroksid razlazu¢i ga do vode i kiseonika:

2H202 — 2H20 + 02

Ovi enzimi nadeni su i kod biljaka 1 kod Zzivotinja, kao i kod svih aerobnih
mikroorganizama (Abassi 1 Kushad, 1998; Bailly i sar., 2004). Postoje tri tipa katalaza, od
kojih su najbolje proucene tzv. ,tipicne* katalaze sa Cetiri prosteticne grupe. Katalaze se u
najve¢em procentu nalaze u peroksizomima (Dat 1 sar., 2000), ali je njihovo prisustvo
dokazano i u drugim organelama. Katalaze imaju ulogu u odbrani biljaka od Stetnog
delovanja vodonik peroksida. Velike koli¢ine vodonik peroksida sintetiSu se u
fotosintetiCkim tkivima, narocito kada je fotosinteza pojacana, i katalaze predstavljaju prvu

liniju odbrane ¢elije od ovog Stetnog molekula (Auh i1 Scandalios, 1997). Smatra se da su
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katalaze glavni enzimi koji eliminiSu vodonik peroksid iz biljnih ¢elija (Mizuno i sar.,

1998).

1.2.1.3. Peroksidaze (POX)

Peroksidaze ¢ine grupu monomernih glikoproteina sa veoma Sirokim spektrom
supstratne specificnosti (Huystee 1 Cairns, 1982). Uloga peroksidaza je kataliza oksidacije

supstrata (donora elektrona) u prisustvu peroksida. Na taj nacin nastaju voda i kiseonik:

ROOR’ (H,0,) + donor elektrona (2 ¢)) + 2H" — ROH (H,0) + R’OH (H,0)

Peroksidaze se nalaze u citoplazmi, vakuolama, peroksizomima i ¢elijskom zidu
(Gaspar 1 sar., 1982) i ukljucene su u veliki broj reakcija u ¢eliji kao Sto su oksidacija
fenolnih jedinjenja, lignifikacija i umreZavanje polisaharida celijskog zida (Passardi i sar.,
2004), a imaju 1 ulogu u rastenju i razvic¢u biljaka (Huystee, 1987). Postoje podaci da su
peroksidaze ukljuene u katabolizam auksina (Passardi i sar., 2005) i da wucestvuju u
odbrani biljaka od patogena i oksidativnog stresa (Sgherri i sar., 2004; Veljovi¢-Jovanovic,
2006). Potvrdena je njihova uloga u odbrani pojedinih biljnih vrsta od stresa izazvanog
velikom koli¢inom teSkih metala. Smatra se da peroksidaze ucestvuju u akumulaciji teSkih
metala 1 njihovom izolovanju od ostalih delova biljke (Lavid 1 sar., 2001a; Lavid 1 sar.,
2001b). Postoje POX koje koriste kao supstrat viSe donora elektrona i one koje koriste
samo jedan. Dele se na tri grupe:
klasa I, unutarcelijski enzimi kod biljaka, bakterija i kvasca;
klasa II, ekstracelularni enzimi kod gljiva;
klasa III, enzimi koji su prvi put opisani kao peroksidaze. Ova klasa peroksidaza se
transportuje iz ¢elije ili u vakuolu (Rahnama i Ebrahimzadeh, 2006), a jo$ se zovu i biljne
peroksidaze (Passardi i sar., 2005).

Klasa III, odnosno biljne peroksidaze, redukuju vodonik peroksid uzimajuci
elektron sa razli¢itih donora kao $to su fenolne komponente, prekursori lignina, auksin ili

sekundarni metaboliti (Hiraga i sar., 2001). Ove peroksidaze su se pojavile verovatno u
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vreme kad i prve kopnene biljke i od tada se broj gena koji ih kodira konstantno uvecavao,
pa se samim tim povecao i broj reakcija u kojima ucestvuju, a koje su deo velikog broja
fizioloSkih procesa kod biljaka (Penel 1 sar., 1992; Hiraga i sar., 2001). Peroksidaze klase
IIT imaju ulogu u klijanju semena i tokom prvih dana Stite biljku od patogena (Scialabba i
sar., 2002), a mogu se aktivirati i u slucaju fizicke povrede biljke (Reymond 1 sar., 2000),
senescencije (Jimenez i sar., 1998) i tokom rastenja i sazrevanja plodova (Alexander i

Grierson, 2002).

1.2.1.4. Glutation reduktaza (GR)

Glutation reduktaza je homodimer sa FAD molekulom u aktivnom centru.
Katalizuje reakciju redukcije glutation disulfida (GSSG) u glutation (GSH) koji je vazan
antioksidant u ¢eliji (Inzé i Montagu, 1995). Za svaki mol redukovanog GSSG, potreban je
jedan mol NADPH:

GSSG +NADPH — GSH + NADP"

Glutation reduktaza se nalazi i kod biljaka i kod Zivotinja i deo je antioksidativnog

sistema u okviru askorbat-glutation ciklusa i glutation peroksidaznog ciklusa.

Askorbat-glutation ciklus:

1. H,O, + askorbat — H,O + monodehidroaskorbat (MDA)
2. MDA + NADPH — askorbat + NADP"

3. dehidroaskorbat + GSH — askorbat + GSSG

4. GSSG + NADPH — GSH + NADP"

Prva reakcija ciklusa katalizovana je pomocu enzima askorbat peroksidaze (APX)
koja redukuje askorbat do MDH. MDH je redukovan od strane monodehidroaskorbat
reduktaze (MDAR) do askorbata. Dehidroaskorbat nastaje spontano od MDH i redukovan
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je do askorbata enzimom dehidroaskorbat reduktazom (DHAR) uz pomo¢ glutationa koji se
oksiduje do glutation disulfida. Ciklus se zavrSava glutation reduktazom (GR) koja

konvertuje GSSG ponovo do GSH (Apel 1 Hirt, 2004).

Glutation peroksidazni ciklus:

5. H,0, + GSH — H,0 + GSSG
6. GSSG + NADPH — GSH + NADP*

Glutation peroksidaza prevodi vodonik peroksid do vode koriste¢ci GSH kao
reduktant. Oksidovani GSSG se ponovo prevodi do GSH pomocu glutation reduktaze i
NADPH (Apel i Hirt, 2004). Glutation reduktaza je glavni izvor glutationa u ¢eliji koji je
vazan antioksidant, a samim tim i vazan deo antioksidativnog sistema biljaka. Glutation se
nalazi u citoplazmi, endoplazmati¢cnom retikulumu, vakuolama i mitohondijama (Jimenez i
sar., 1998) i1 zajedno sa oksidovanim oblikom glutation disulfidom odrzava redoks
potencijal Celije (Blokhina 1 sar., 2003). Uloga GSH u redoks regulaciji gena je dokazana
(Wignate i sar., 1988; Alscher, 1989) kao i uloga GSH/GSSG redoks para koji takode utice
na regulaciju Ccelijskog ciklusa (Sanchez-Fernandez i sar.,, 1997). GSH ucestvuje
neenzimski u antioksidativnom sistemu zajedno sa drugim ROS (Larson, 1988)
zahvaljujuc¢i svom visokom reduktivnhom potencijalu. GSH takode regeneriSe druge veoma
vazne antioksidante kao §to je askorbinska kiselina u askorbat glutation ciklusu (Noctor 1
Foyer, 1998), a udestvuje i u proizvodnji NADP" koji je neophodan u elektron
transportnom lancu fotosistema I i na taj nacin ima direktno uces¢e u procesu fotosinteze

(Steffen 1 Palta, 1987).
1.2.2. Oksidativni stres kod biljaka tokom morfogeneze in vitro
Oksidativni stres in vitro je dosta proucavan, ali su mehanizmi njegovog delovanja,

kao 1 nacin na koji se biljke bore protiv njega, jo§ uvek nedovoljno objasnjeni (Ziv, 1991;

Jain i sar., 1998).
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Povrede tkiva biljaka prilikom uvodenja u kulturu in vitro, kao i prilikom svake
subkulture dovode do oksidativnog stresa (Yahraus i sar., 1995). Povrede biljnih tkiva
mogu biti okida¢ za Celijske deobe (Sangwan 1 sar., 1992), a postoje podaci koji govore da
bi trebalo biljku donora povrediti neposredno pre seCenja eksplantata da bi ona vec
pripremila svoju liniju odbrane. Povredom tkiva prilikom izolacije materijala aktivira se
proces oksidacije IAA §to je veoma Cesta pojava koja se deSava in vitro (Barciszewski i
sar., 1997). Koncentracija etilena se znatno povecava prilikom povredivanja biljke, a ovaj
regulator rastenja je ukljucen u proces somatske embriogeneze i u interakciju s drugim
hormonima (Karami i Saidi, 2010). PovrSinska sterilizacija poc¢etnog materijala natrijum
hipohloritom (Wiseman i Halliwell, 1996) ili Zivinim hloridom (Patra i sar., 1997) takode
dovodi do produkcije velike koli¢ine ROS.

ROS koji se formiraju prilikom oksidativnog stresa dovode do oStecenja cCelija 1
mogu dovesti do oSte¢enja membrana, peroksidacije lipida, oSte¢enja nukleinskih kiselina,
agregacije i fragmentacije proteina. Ova oStecenja biljne ¢elije mogu dovesti do gubitka
¢elijske kompetencije (Lambe i1 sar., 1997), hiperhidri¢nosti (Olmos 1 sar., 1997),
somaklonalnog variranja (Jain 1 sar., 1998) i1 formiranja somatskih embriona (Cassells i
Curry, 2001). Oksidativni stres moZze uticati na promenu odnosa citokinina i auksina (Jia 1
sar., 1996) kao i na metabolizam etilena (Pell i sar., 1997).

U mnogim radovima je pokazano da je metilacija DNK povezana sa formiranjem
embriogenih c¢elija. Visok stepen metilacije DNK primeéen je kod ranih stadijuma
somatske embriogeneze bundeve i to na hranljivoj podlozi koja sadrzi 2,4-D. Razli¢itim
analizama koje opisuju stepen DNK metilacije potvrdeno je da postoje veoma velike
razlike, koje su nastale delovanjem oksidativnog stresa, izmedu biljaka regenerisanih in
vitro. Razlike se uo€avaju u okviru same biljke, populacije biljaka kao i medu populacijama
(Karp 1 sar., 1998). Stepen metilacije DNK snizava se tokom sazrevanja somatskih
embriona. Pored uticaja na metilaciju DNK, 2,4-D kao stresni faktor deluje i na
modifikaciju metabolizma endogene indol siréetne kiseline i1 kao sinteticki auksin ima veci
efekat na indukciju somatske embriogeneze od IAA, jer se ne moZze metabolizovati u

biljnim tkivima (Karami 1 Saidi, 2010).
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Oksidativni stres u kulturi dovodi i do promene u broju hromozoma i to ¢es¢e u
kulturama kalusa nego u kulturama izdanaka, §to govori o veoma velikom stepenu gubitka
kompetencije Celija kalusa za dalju regeneraciju (Valente i sar., 1998). Usled pomenutih
genetickih varijabilnosti nastalih delovanjem ROS, najbolje je za pocetni materijal odabrati
mladu biljku ¢ije ¢elije joS uvek imaju isti genetski materijal (Curry i Cassels, 1998).

Veoma cesta morfoloSka anomalija koja nastaje usled oksidativnog stresa in vitro
moze se uociti na izdancima u vidu hiperhidriranosti (vitrifikacija) (Debergh 1 sar., 1992).
Ta pojava je Cesto povezana sa nekrozom listova i1 pupoljaka, gubljenjem apikalne
dominacije i kalusiranjem donjeg dela stabla (Ziv, 1991; Preece i Sutter, 1991). Smanjenje
oksidativnog stresa in vitro moze se posti¢i menjanjem sastava hranljive podloge,
dodavanjem neenzimskih komponenti antioksidativnog sistema biljaka u hranljivu podlogu
(npr. askorbinska kiselina) kao i promenom oblika i1 veli¢ine suda u kojem se biljka gaji da

bi se poboljsala aeracija (Cassels i sar., 2001).

1.3. Opste karakteristike roda Fritillaria

Rod Fritillaria pripada familiji Liliaceae 1 broji oko 100 vrsta geofita,
rasprostranjenih u umerenom regionu severne polulopte. Izvesni autori tvrde da je broj
vrsta roda Fritillaria daleko ve¢i od 100 1 da dostize 160 opisanih vrsta, razdvojenih po
anatomskim (Coroneanu i1 Popescu, 1981; Naohiro i Kenji, 2006; Zhou 1 sar., 2007) i
genetskim (Tsoi i sar., 2003; Li i sar., 2009) karakteristikama. Najveci broj vrsta nalazi se u
Turskoj, Kini, SAD (Kaliforniji) i Grckoj, ali se za centar nastanka najceS¢e navodi Iran
(Kamari 1 Phitos, 2006). U Evropi, vrste roda Fritillaria zastupljene su pre svega u juznom
1 jugoistocnom delu.

Ukrasne vrste roda Fritillaria su veoma atraktivne basStenske biljke usled veoma
neobinog viseéeg, zvonastog oblika cveta koji moze biti razli¢ito upadljivo obojen i
neretko sa Sarom u vidu Sahovskog polja. Neobi¢na boja cveta zasluzna je za to Sto su
pojedine vrste izabrane za zaStitni znak na zastavama i grbovima nekih zemalja, kao §to su
Velika Britanija, Svedska i Hrvatska. Izuzetan napor u kultivaciji pojedinih vrsta, kao §to je

F. imperialis, nacinjen je jo$ u XVI veku u Istocnoj Evropi (Alp i sar., 2009).

24



Mnoge vrste roda Fritillaria su endemi¢ne 1 veoma retko se nalaze u prirodi, te su
Cesto zaSti¢ene zakonom. F. persica 1 F. imperialis zakonom su zasti¢ene u Turskoj gde je i
pokrenut projekat za njihovo oCuvanje i1 pospesSivanje kultivacije u prirodi, kao 1 zakonom
utvdena kazna za nedozvoljeno prikupljanje biljaka i1 lukovica (Kizil 1 sar., 2008).

U flori Republike Srbije zastupljeno je pet vrsta: F. meleagris L. (koSutica), F.
degeniana J., F. montana Hoppe, F. gracillis Ebel i F. graeca, koja je endemit Balkanskog
poluostrva. Znaclajna karakeristika roda je visoka koncentracija razli¢itih alkaloida,
najcesce izolovanih iz lukovica, §to vrste ovog roda svrstava u sam vrh biljaka koje se
vekovima uspesno koriste u narodnoj medicini Turske (Rahman 1 sar., 2002), Kine (Li i
sar., 2006) 1 Japana (Sho i sar., 1963, Kaneko i sar., 1981). Lekovito dejstvo ovih biljaka
dokazano je kod oboljenja disajnih organa kao S$to su kasalj, astma i nakupljanje sluzi u
plu¢ima (Li 1 sar., 2006). Pojedini lekovi koji se i danas koriste u modernoj medicini za
lecenje disajnih tegoba i poviSenog krvnog pritiska imaju u svom sastavu sekudarne
metabolite izolovane iz vrste roda Fritillaria (Nalawade i sar., 2003). Aktivne supstance iz
ovih biljaka smanjuju sintezu histamina, dok ujedno povecavaju akumulaciju gama
inerferona. Od svih supstanci, analiziranih iz lukovica, najve¢i procenat pripada
izosteroidnim alkaloidima (72,7%). Ostatak ¢ine steroidni alkaloidi (11,5%) i nealkaloidne
supstance (15,8%) (Lin i sar., 2001). Izosteroidni alkaloidi Fritillaria svrstani su u tri
grupe: cevanin, jervinin i varatramin tip alkaloida. Alkaloid 50 — cevanin je dominantan
izosteroidni alkaloid roda Fritillaria (Rahman 1 sar., 1993, Rahman i sar., 1997). Neki
autori navode da izvesne hemijske varijacije u cevanin tipu alkaloida mogu biti
karakteristika geografskog polozaja na kom su biljke rasprostranjene (Yu i Xiao, 1992).

Pored visokog sadrzaja pomenutih alkaloida, vrste ovog roda odlikuju se i veoma
visokim sadrzajem skroba, §to neke autore navodi da biljke roda Fritillaria posmatraju kao
jedan od potencijalnih izvora hrane u buducnosti (Wang i sar.. 2005 a, b, c). Oblik i

veli¢ina skrobnih zrna moze biti znacajna karakteristika vrste (Liu i sar.,1997).
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1.3.1. OpSte karakteristike koSutice (F. meleagris L.)

Kosutica, Fritillaria meleagris (Slika 5) je viSegodisnja, lukoviCasta geofita koja je
uglavnom rasprostranjena u umerenom regionu severne hemisfere. Cvetovi su u obliku
zvona, ljubicasti do beli sa Sarom u obliku Sahovskog polja. Cveta u periodu od marta do
maja da bi nepovoljan vegetativni period provela u obliku lukovice pod zemljom, ¢ekajuci
naredno prolece. Rasprostranjena je najces¢e na zabarenim livadama 1 plavljenom zemljistu
do 800 metara nadmorske visine. RazliCita narodna imena vezuju se za ovu vrstu kao $to su

kosutica (Srbija), kockavica (Hrvatska) i Snake’Head (Engleska).

Slika 5. Fritillaria meleagris L. gajena u uslovima staklenika.

Francuska, Slovenija i Rumunija proglasile su koSuticu za zakonom zaSti¢enu vrstu.
Iako je Siroko rasprostranjena u Evropi, retko se nalazi u prirodi, ali je veoma Cesto videna
po bastama. IsuSivanje moc¢varnog zemljista i zasejavanje livada dovelo je do smanjenja

brojnosti koSutice u Evropi (Zhang 1 Hytteborn, 1985).
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1.4. RazmnoZavanje biljaka vrsta roda Fritillaria

1.4.1.Vegetativno i generativno razmnozavanje biljaka vrsta roda Fritillaria

Lukovicaste vrste se u prirodnim uslovima razmnozavaju vegetativno ili semenom.
Vegetativno razmnozavanje podrazumeva regeneraciju novih lukovica na mati¢noj
lukovici. Tokom nepovoljnih perioda godine, biljke prezivljavaju u formi lukovice, koja
postaje dormantna. Kod ovih biljnih vrsta se razvila dormancija da bi prezivele duge
periode nepovoljnih uslova za rastenje i razvice kao Sto su susa ili hladni zimski period
(Vegis, 1964). Dormancija se deSava tokom Zzivotnog ciklusa geofita i neophodna je za
njihovo normalno razvice (Kamenetsky i1 sar., 2003). Visoke temperature dovode do
dormancije, dok je niske temperature prekidaju. Ukoliko tokom duzeg perioda nema niske
temperature, rast biljaka je veoma spor, dok se cvetovi ne razvijaju ili su deformisani (De
Hertogh i Le Nard, 1993). U dormantnim semenima i organima je zaustavljeno klijanje 1
rastenje na nacin koji jo§ uvek nije razjasnjen (Bewley, 1997). Spoljasnji uslovi tokom
perioda dormancije su zasluzni za njen prekid u odredenom trenutku. Na dormantnim
lukovicama ne mogu se primetiti spoljasnje morfoloske promene ili rast, ali unutar lukovice
deSavaju se razne fizioloske i morfoloske promene kao S§to su diferencijacija cvetnog
pupoljka ili korena (Le Nard, 1983).

Mnoge vrste roda Fritillaria zapoCinju dormanciju pocCetkom leta da bi niske
temperature tokom zimskih meseci dovele do prekida dormancije i ponovnog klijanja u
prolece, te cvetanja u leto naredne godine (Zhu, 1980; Sun i Wang, 1991).

Posle prekida perioda dormancije duzim periodom niskih temperatura, lukovica se
dalje razvija. Nekoliko faktora diktira trajanje odnosno prekid dormancije u lukovicama:
smanjeno prisustvo odredenih proteina (Higuchi 1 Sisa, 1967), promene u nivou giberelina i
abscisinske kiseline (Rakhimbaev i sar., 1978; Aung i De Nortogh, 1979; Gorin i Heidema,
1985; Rebers i sar., 1995), amilazno zavisna degradacija skroba (Nowak i sar., 1974;
Hobson 1 Davies, 1977; Banasik 1 sar., 1980) i1 vezivanje vode sa velikim molekulima

odnosno njeno oslobadanje iz hidratisanih molekula (Yamazaki i sar., 1995; Okubo 1 sar.,

27



1997; Zemah i sar., 1999). U velikom broju slu¢ajeva, nakon prekidanja dormancije, dolazi
do pojacanih ¢elijskih deoba (Okagami, 2003; Rohde i Bhalerao, 2007).

Vegetativnim na¢inom razmnozavanja lukovicastih vrsta, jedna lukovica moze
proizvesti dve-tri nove lukovice u zavisnosti od uslova sredine i tehnika koje se primenjuju
(Paek 1 Murthy, 2002; Langens-Gerrits i sar., 2003; Ulug i sar., 2010).

Razmnozavanje semenom je sporije od vegetativnog nacina razmnoZavanja i
zahteva puno vremena, pa samim tim i nema prakti¢nu primenu. Klijanci se sporo razvijaju,
potrebno im je nekoliko godina da dostignu zrelost i komercijalno prihvatljivu veli¢inu
(Paek i sar., 1996; Witomska i Lukaszewska, 1997; Gao i sar., 1999). Hladenje tokom
odredenog vremena je takode neophodno za semena vecine vrsta Fritillaria (Chen i sar.,

1993).

1.4.2. Regeneracija biljaka vrsta roda Fritillaria in vitro

Istrazivanja na primeni metoda kulture tkiva za vegetativno razmnoZzavanje biljaka
vrsta roda Fritillaria otpocCeta su pre 35 godina u Kini na vrstama koje su imale dokazan
medicinski znacaj, kao §to su F. thunbergii (Sun i sar., 1977), F. pallidiflora (Hao 1 sar.,
1982) 1 F. ussuirensis (Zhao i sar., 1983). UspesSnost in vitro razmnozavanja zavisi od
razvojnog stadijuma biljke, izbora eksplantata, sastava hranljive podloge, kombinacije
regultora rastenja 1 in vitro tehnika koje se koriste. Do danas je zabeleZen veliki broj radova

o uspes$noj indukciji morfogeneze in vitro kod vrsta roda Fritillaria u kulturi tkiva.

1.4.2.1 Regeneracija biljaka vrsta roda Fritillaria putem organogeneze

Proces organogeneze i formiranje lukovica u kulturi tkiva do sada je opisan kod 17
vrsta roda Fritillaria (Tabela 2).

U vecini opisanih protokola kao pocetni eksplantati za uspostavljanje asepti¢nih
kultura koriS¢ene su cele lukovice (Kukulezanka i1 sar., 1989; Gao i sar., 1999), kao i
vertikalno (Paek 1 Murthy, 2002) ili horizontalno seceni segmenti lukovice (Joshi i sar.,

2007). Sterilizacija lukovica je obi¢no jednostavna (15-20 min NaOCl, 70% alkohol 1
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sterilna voda), a Cesta bakterijska kontaminacija do koje obi¢no dolazi prilikom uvodenja
lukovica u kulturu moze se izbe¢i dodavanjem antibiotika u hranljivu podlogu (Paek i sar.,
1996; Seon i sar., 1999).

Pored lukovice kao pocetni eksplantati za uspostavljanje in vitro kultura, mogu se
koristiti i drugi delovi biljke. Nekada je potrebno, narocito kada se radi o ugrozenoj vrsti,
traziti nove izvore eksplantata (Lukaszewska 1 sar., 1997; 1998; Mohammadi-
Dehcheshmeh 1 sar.. 2007). Ostali biljni organi koji mogu sluziti kao eksplantati su listovi
(Sun i sar., 1977; Wu 1 Tang, 1992; Paek i sar., 1996; Otani i Shimada, 1997; Witomska i
Lukaszewska, 1997), stablo (Hao i sar., 1995; Paek i sar., 1996; Witomska i Lukaszewska,
1997; Shiau i sar., 2000; Paek i Murthy, 2002), delovi stabla (Seon i sar., 1999) i kruni¢ni
listi¢i (Mohammadi-Dehcheshmeh 1 sar., 2008). Koris¢enjem delova stabla kao eksplantata,
dobija se veci broj novoformiranih lukovica F. thunbergii u odnosu na broj lukovica koje se
dobijaju iz segmenta lukovice na istoj hraljivoj podlozi (Seon i sar., 1999). Regeneracija
lukovica iz delova stabla zavisi od fizioloSkog stanja i starosti eksplantata. Mlada stabla
imaju daleko veci regenerativni kapacitet (stabla niza od 10 cm) (Peak i sar., 1996). Listovi
F. camtschatensis gajeni na LS (Linsmaier i Skoog, 1964) hranljivoj podlozi uz dodatak
NAA i piklorama regenerisali su mnogo manje lukovica (26%) od segmenata stabla
stavljenog na istu hranljivu podlogu (97%) (Otani and Shimada,1997).

Segmenti stabla F' imperialis takode pokazuju veci regenerativni kapacitet od
segmenata lukovice pod istim eksperimentalnim uslovima (Witomska and Lukaszewska
1997). U kulturi segmenata stabla na MS (Murashige i Skoog, 1962) hranljivoj podlozi sa
NAA 1 BAP regneriSe se 95% lukovica po eksplantatu. Pored delova stabla, efikasan
eksplantat za regeneraciju velikog broja lukovica F. imperialis su kruni¢ni listovi
(Mohamadi-Dehcheshmeh i sar., 2008). Kruni¢ni listovi su gajeni na B5 hranljivoj podlozi
obogacenoj sa IAA, NAA 1 BAP. U prisustvu nizih koncentracija BAP postignuta je
najbolja regeneracija. Zreli kruni¢ni listovi imali su veéi regenerativni kapacitet u
poredenju sa nezrelim.

Mineralni rastvor u vecini protokola za regeneraciju lukovica bio je MS (Murashige
1 Skoog, 1962), ali je uspeSna regeneracija postignuta i sa N6 (Ozcan 1 sar., 2007), LS

(Otani i Shimada, 1997) i FA mineralnim rastvorom (Kukulezanka i sar., 1989).
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Tabela 2. Spisak vrsta roda Fritillaria kod kojih je postignuta regeneracija procesom organogeneze.

Vrsta Eksplantat Hranljiva podloga Reference
(regulatori rastenja u mg/l)
F. alburyana segment lukovice MS + BAP 4+NAA 0,25; N6+2,4-D 2 Ozcan i sar., 2007.

F. anhuinensis
F. camtschatcensis

F. cirrhosa
F. hupehensis

F. imperialis

F. meleagris
F. pallidiflora

F. przewalskii
F. roylei Hook
F. sichuanica

F. sinica

F. taipaiensis

F. thunbergii

F. unibractetata
F. ussuirensis

F. whittallii

lukovica

segment lukovice, list

segment lukovice
segment lukovice
lukovica

segment lukovice
segment lukovice
delovi stabla
segment lukovice,

delovi stabla ili cveta

kruni¢ni listovi
lukovice
segment lukovice
lukovica
lukovica
lukovica

segment lukovice
segment lukovice
stablo

segment lukovice
list

segment lukovice,
cvet i stablo
segment lukovice
lukovica
lukovica

segment lukovice
stablo, list
lukovica

segment lukovice

MS + NAA 2 + KIN 2

LS + NAA 0,1 ili pikloram 0,1
MS + NAA 0,1+EB 0,1

MS + NAA 1,0+KIN 0,1+0,01 EB
MS +NAA 0,1+KIN 0,1

MS + NAA 1,0+BAP 2

MS + NAA 4,0+BAP 0,5

MS + NAA 0,5+ BAP 1

MS+ NAA 0,6 +TAA 0,4 + BAP 1

MS ili FA +NAA 1 + BAP 0,5-2

MS +TAA 1 +NAA 0,2 +KIN 0,1

MS + 2,4-D +KIN; MS + NAA 1 +KIN 0,1

MS +TAA 1+ NAA 0,2 +KIN 0,1

MS (ili MS/2) + NAA 2 +2,4-D2 + BAP 0,5 +1IBA 0,5+ KT 0,2
MS +KIN 1,1 + NAA 1

MS +2,4-D 1 +KIN 0,1;MS + NAA 0,2 +TAA 0,1 +KIN 0,1
MS + NAA 1 + BAP 0,5

MS +NAA 1 +BAP3

MS + NAA 2 +KIN 1

MS + NAA 0,3 +KIN 1

MS + NAA 0,1 + KIN 1

MS +NAA 1+ ZEA?2

MS +BAP 1 +IAA 1

MS + NAA 0,5 + KIN 1

MS+ IBA1+ZEA 1;MS+IAA 0,5+BAP 2; MS+IAA 2+KT 0,5
MS+NAA 4; MS+NAA 2+BAP 0,5; MS+2,4-D 2+BAP 0,5

MS+BAP 4+NAA 0,25; N6+2,4-D 2

Xue i sar., 2008.

Otani i Shimada, 1997.

Ohkawa i Kitajima, 1998.

Ohkawa i sar., 1999.

Okawa i Kei, 2000.

Wang i sar., 2002.

Chen i sar., 2000;Yang i sar., 2001.
Shiau i sar., 2000.

Witomska i Lukaszewska, 1997;1998.
Lukaszewska i sar., 1998.

Mohammadi-Dehcheshmeh i sar., 2008.

Kukulezanka i sar., 1989.
Hao i sar., 1982.

Wang i sar., 1987.

Sun i Wang, 1991.
Wang i sar., 2009.

Joshi i sar., 2007.

Qiao i sar., 1986.

Hao i sar., 1995.

Liu i sar., 1996.
Sunisar., 1977.

Peak i sar., 1996.

Seon i sar., 1999.

Pack i Murthy, 2002.
Yuan i sar., 2005.

Gao i sar., 1999.

Zhao i sar., 1983; Sun i Wang, 1991.
Wu i Tang, 1992.

Sun i sar., 2008.

Ozcan i sar., 2007.
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Nacesce koriS¢eni regulatori rastenja, Sto se tiCe auksina, bili su NAA, u opsegu
koncentracije od 0,1 do 4 mg/l ili IAA koriS¢en u koncentraciji od 0,1 do 1 mg/l. U
kombinaciji sa auksinima najzastupljeniji citokinini bili su BAP koncentracije od 0,5 do 4
mg/l ili KIN dodavan u koncentraciji od 0,1 do 2 mg/I.

Gao 1 sar. (1999) objavili su da je najefikasnija kombinacija za regeneraciju
najveceg broja lukovica F. unibracteata MS hranljiva podloga sa dodatkom IAA i BAP.
Posle 50-60 dana u kulturi broj lukovica dostize maksimum. Autori navode da je broj
lukovica regenerisanih in vitro daleko veci od broja lukovica koje se mogu dobiti u
prirodnim uslovima.

Male koncentracije NAA 1 piklorama imaju snazan uticaj na regeneraciju lukovica
F. camtschatensis (Otani and Shimada, 1997). Lukovice ove vrste mogu se regenerisati u
kulturi segmenta lukovica i na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, ali se najbolji
rezultati dobijaju kombinacijom oba regulatora rastenja..

Kukulezanka 1 sar. (1989) opisali su proces regeneracije lukovica F. meleagris na
MS ili FA hranljivoj podlozi koja sadrzi samo BAP ili kombinaciju NAA i BAP. Pokazano
je da je kombinacija ova dva regulatora rastenja najbolja i da dovodi do regeneracije do
lukovica po eksplantatu.

Pozitivno delovanje zeatina uoceno je u kulturi korenova i stabla kod F. ussuriensis
(Wu and Tang, 1992). Povoljan uticaj na regeneraciju lukovica F. camtschatensis je imao
24-epibrasidinolid (EB) (Ohkawa i Kitajima, 1998; Ohkawa i sar., 1999).

Glavni faktori koji uticu na rastenje i klijanje novoformiranih lukovica in vitro su
dormancija, veli¢ina lukovice 1 njena zrelost kao $to je pokazano kod Lilium (Langens-
Gerrits 1 sar., 2003). Lukovice regenerisane u uslovima in vitro postaju dormantne u
velikom procentu prestaju da rastu i formiraju listove (Li i Qin, 1987; Gao 1 sar., 1999;
Paek 1 Murthy, 2002; Langens-Gerrits i sar., 2003; Nikoli¢ 1 sar., 2008). U cilju
prevazilazenja dormancije Cesto je potreban period od nekoliko nedelja izlaganja niskim
temperaturama (oko 4 °C) da bi dormancija bila prekinuta. Kod F. camtshatcensis (Otani i
Shimada, 1997) 1 F. imperialis (Lukaszewska i sar., 1998) nije potreban period niskih
temperatura za potpuno razvijanje lukovica regenerisanih u uslovima in vitro, dok je kod

ostalih vrsta period izlaganja niskim temperturama neophodan.
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Lukovice Lilium speciosum and F. thunbergii regenerisane in Vvitro na
temperaturama nizim od 15 °C pokazuju mnogo manji procenat dormancije od lukovica
regenerisanih na 24 °C (Aguettaz i sar., 1990; Sun i Wang, 1991; De Klerk, 2009).

Tokom perioda dormancije lukovice se pripremaju za klijanje i kompletno razvice
biljke. PoboljSanje klijanja lukovica Lilium speciosum moze biti postignuto kratkim
tretmanom giberelinima (Niimi 1 sar., 1988) koji mogu biti primenjeni sa ili bez izlaganja
niskim temperaturama. Gerriits 1 sar. (1992) dokazali su stimulativhu ulogu giberelina u
procesu klijanja dormantnih lukovica, ali dalje razvi¢e biljaka nije bilo uspesno. Tretman
niskim temperaturama u trajanju od nekoliko nedelja pre gajenja lukovica F. thunbergii na
hranljivim podlogama sa razli¢itim regulatorima rastenja moZze uticati na povecanje
procenta regeneracije novih lukovica (Paek, 1996). Razliiti pretretmani kao Sto je
povecana koncentracija saharoze u hranljivoj podlozi mogu manje ili viSe uticati na
sposobnost regeneracije 1 prevazilazenje dormancije lukovica (Langens-Gerrits, 2003b).
Tokom perioda dormancije menja se sadrzaj ugljenih hidrata u lukovicama tj. dolazi do
njihove akumulacije. Akumulirani ugljeni hidrati se koriste tokom narednog vegetativnog
perioda za pocetak procesa klijanja (Miller 1 Langhans, 1990). Na niskim temperaturama
dolazi do razlaganja skroba u lukovicama 1 skladiStenja vece koli¢ine saharoze (Shin i sar.,
2002) 1 Se¢era manje molekulske mase (Miller 1 Langhans, 1990; De Hertogh i Le Nard,
1993) koji su dobijeni hidrolizom skroba. Nakupljena saharoza koristi se za klijanje
lukovica posle dormancije, rast listova i1 razviée fotosintetiCkog aparata. Fenomen
razlaganja skroba i skladiStenja Se¢era tokom dormancije lukovice veoma je dobro opisan,
ali ipak ne postoji zadovoljavaju¢e objasnjenje o mehanizmima koji pokre¢u pomenuti
proces (Shin i sar., 2002).

Povecana koncentracija saharoze u hranljivoj podlozi moze dovesti do povecanja
mase lukovice kod Lilium speciosum 1 povecanog procenta klijanja posle perioda

dormancije (Yamagishi, 1995; Langens-Gerrits 1 sar., 2003).
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1.4.2.2. Regeneracija biljaka vrsta roda Fritillaria somatskom embriogenezom

Regeneracija putem somatske embriogeneze postignuta je kod osam vrsta roda
Fritillaria (Tabela 3). NajceS¢e koriS¢eni eksplantati za indukciju ovog procesa kod
Fritillaria sp. su lukovice, segmenti lukovica, osnove listova, delovi stabla ili zigotski
embrioni. Somatska embriogeneza se Cesto odvija paralelno sa organogenezom tj.
formiranjem lukovica na istom eksplantatu i pod istim eksperimentalnim uslovima (Hao i
sar., 1995; Ozcan i sar., 2007). Somatski embrioni mogu se formirati direktno na
eksplantatu ili indirektno.

Prvi podaci vezani za indukciju somatske embriogeneze opisani su u kulturi
segmenta lukovice kod F. pallidiflora (Hao 1 sar., 1982). Pocetni eksplantati gajeni na
hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN formirali su embriogeni kalus sa somatskim embrionima.
Hao 1 sar. (1982) su opisali da je pored procesa indukcije somatske embriogeneze u kulturi
segmenta lukovice mogucée indukovati paralelno 1 organogenezu. Anatomska istrazivanja
pokazuju da se lukovice regenerisu od kalusa koji je poreklom od specijalizovanih ¢elija
epidermalnog sloja pocetnog eksplantata. Embriogeni kalus F. pallidiflora koji je tretiran
niskim temperaturamatokom mesec dana, formira somatske embrione na MS hranljivoj
podlozi sa IAA 1 KIN (Wang i sar., 1989).

U kulturi segmenta lukovice F. ussuriensis na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN
takode je uspesSno indukovana somatska embriogeneza. Daljim gajenjem embriogenog
kalusa na N6 hranljivoj podlozi sa KIN regenerisu se 1 lukovice (Wu i Tang, 1992).

Direktna somatska embriogeneza uspesno je indukovana u kulturi bazalnih
segmenata lista F. meleagris L. na MS hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama 2,4-
D ili KIN (Suboti¢ 1 sar., 2010). Anatomska istrazivanja ovog procesa pokazala su da se
globularni somatski embrioni formiraju ve¢ nakon sedam dana gajenja u kulturi, a potpuno
diferenciran somatski embrion formira se posle 28 dana od trenutka indukcije somatske

embriogeneze.
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Tabela 3.Vrste roda Fritillaria kod kojih je postignuta regeneracija procesom somatske embriogeneze.

Vrsta Eksplantat Hranljiva podloga Reference
(regulatori rastenja u mg/l)
F. alburyana zigotski embrion MS + BAP 4 + NAA 0,25; N6 +2,4-D 2 Ozcan i sar., 2007.

F. hupehensis

F. imperialis
F. meleagris

F. palidiflora
F. sinica

F. thunbergii
F. ussuriensis

segment lukovice,
osnova stabla
kruni¢ni listovi
zigotski embrion
osnova lista
lukovica
lukovica

segment lukovice
stablo

lukovica

stablo

lukovica

vrh korena

MS + NAA 4+ BAP 0,5

B5 +1AA 0,4 NAA 0,6 + BAP 0,1
MS+24-D1iliTDZ 1

MS + 2,4-D ili KIN

MS +1AA 0,1 +KIN 0,5

MS +2,4-D + KIN

MS +2,4-D 1 +KIN 0,1

MS +NAA 1 +BAPO0.5

MS +2,4-D 1,0 + KIN 2,0

MN +2,4-D 2,5+ KIN 1; N6 + KIN 1
MS + NAA + KIN + BAP

ER + BAP 1+IAA 2+2,4-D 0,1; ER+BAP 1 TAA 0,1

Shiau i sar., 2000.

Mohammadi-Dehcheshmeh i sar., 2007.

Petri¢ i sar., 2011.

Suboti¢ i sar., 2010.

Wang i sar., 1989.
Xu i Zhu, 1998.
Hao i sar., 1982.
Hao i sar., 1995.
Yuan i sar., 2005.
Wui Tang, 1992.
Xu i Zhu, 1998.
Feng i sar., 2009.
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Somatski embrioni i lukovica istovremeno su formirani u kulturi segmenata stabla
F. sinica. Embriogeni kalus je indukovan na hranljivoj podlozi oboga¢enoj sa NAA i BAP.
Njegovim daljim gajenjem na hranljivoj podlozi sa NAA 1 BAP diferenciraju se somatski
embrioni na razliitim stadijumima razvica i lukovice (Hao 1 sar., 1995). Segmenti stabla
koriS¢eni su za indukciju somatske embriogeneze kod F. ussuriensis na MS ili N6
hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN. Gajenjem eksplantata na N6 hranljivoj podlozi formiran
je veci broj somatskih embriona po eksplantatu u odnosu na MS hranljivu podlogu (Wu i
Tang, 1992).

Delovi cveta su koris¢eni za indukciju somatske embriogeneze kod F. imperialis
(Mohammadi-Dehcheshmeh 1 sar., 2007). U kulturi kruni¢nih listi¢a na B5 hranljivoj
podlozi sa IAA, NAA i malom koncentracijom BAP uspesno je indukovana indirektna
somatska embriogenza. Embriogeni kalus je uspesno indukovan i kod F. ussuriensis u
kulturi vrhova korenova na ER hranljivoj podlozi obogacenoj sa 2,4-D, IAA i BAP. Daljim
gajenjem embriogenog kalusa na ER hranljivoj podlozi sa IAA i BAP diferenciraju se
somatski embrioni koji u velikom procentu klijaju (Feng i sar., 2009).

Somatska embriogeneza u kulturi zigotskih embriona F. meleagris dobijena je na
hranljivoj podlozi sa 2,4-D ili TDZ. Direktna somatska embriogeneza se odvija u prisustvu
TDZ, dok 2,4-D indukuje indirektnu somatsku embriogenezu (Suboti¢ i sar., 2010; Petri¢ 1
sar., 2011).
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2. CILJ RADA
Osnovni cilj ove doktorske disertacije je proSirivanje znanja o regeneraciji geofita u
uslovima kulture tkiva, na model sistemu koSutice (Fritillaria meleagris L.). Radi

ostvarivanja cilja postavljeni su slede¢i zadaci:

1. Uspostavljanje efikasnog protokola za regeneraciju biljaka F. meleagris u uslovima

in vitro

2. Ispitivanje uloge 1 =znacaja antioksidativnih enzima tokom prevazilazenja

dormancije i klijanja lukovica in vitro 1 ex vitro

3. Utvrdivanje uloge antioksidativnih enzima, esteraza i arabinogalaktanskih proteina

tokom indukcije morfogeneze in vitro.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Biljni materijal

Za uspostavljanje in vitro kultura kao polazni materijal koriS¢ena su semena
Fritillaria meleagris L. Aussaat/Sow. No. 8 (Jelitto Staudensamen GmbH, Schwarmstedt,

Germany).

3.2. Priprema biljnog materijala za eksperiment

Semena su ispirana 60 minuta u tekucoj vodi u koju je dodato nekoliko kapi
deterdZenta. Posle toga, tretirana su 30 % rastvorom komercijalnog preparata NaOCl 2 puta
u trajanju od po 10 minuta. Semena su na kraju ispirana u sterilnoj destilovanoj vodi (3 x
10 minuta) i postavljana na MS (Murashige i Skoog, 1962) hranljivu podlogu sa
standardnim rastvorom soli i vitamina (Tabela 4). Nakon imbibicije od 3 dana, uklanjana je
semenjaca 1 izolovani su zreli zigotski embrioni koji su dalje gajeni na MS hranljivoj
podlozi uz dodatak razlic¢itih regulatora rastenja.

In vitro formirane lukovice bile su pocetni materijal za ispitivanje procesa indukcije
morfogeneze in vitro. Lukovice su seCene na odsecke (segmenti lukovice) dimenzija = 5 x
3 mm.

Odsecci lista, formirani iz in vitro regenerisanih lukovica dimenzija do 1 cm duzine
(baze lista), gajeni su u Petri kutijma na MS hranljivoj podlozi obogacenoj razli¢itim
regulatorima rastenja u cilju indukcije morfogeneze in vitro. Procenat indukcije somatske
embriogeneze i broj somatskih embriona odredivan je posle mesec dana.

U cilju ispitivanja rastenja i razvi¢a lukovica koris¢ene su lukovice koje su
regenerisane na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja.

Za anatomska istrazivanja svetlosnom i elektronskom scanning mikroskopijom
koris¢eni su delovi lista veli¢ine 1x1 cm koji su gajeni na hranljivoj podlozi koja je

sadrzala 0,1 mg/I 2,4-D u cilju indukcije procesa somatske embriogeneze.
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Tabela 4. Sastav MS rastvora soli i vitamina (Murashige i Skoog, 1962).

MS makro elementi Koncentracija (mg/l)
NH,NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, x 2H,0O 440
MgSO4 X 7H20 370
KH,PO, 170
MS mikro elementi
MnSO, x 7H,0O 22,3
ZnSO, x 4H,0 8,6
H;BO; 6,2
KJ 0,83
N32M004 X 2H20 0,25
CuSO, x 5H,0 0,025
CaCl, x 6H,O 0,025
Kompleks gvozda
Na,EDTA 37,2
FeSO, x 7H,0 27,8
Vitaminski kompleks
vitamin B, 0,1
vitamin Bg 0,5
nikotinska kiselina 0,5
glicin 0,5

Za izolaciju hlorofila, karotenoida, SeCera i poliola koriS¢ene su in vitro
regenerisane lukovice koje su gajene na standardnoj (24 °C) i snizenoj temperaturi (4 °C)
tokom 6 nedelja.

Kao polazni materijal za pracenje aktivnosti antioksidativnih enzima in vitro
koriS¢ene su lukovice F. meleagris L. gajene na MS hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja. Aktivnost antioksidativnih enzima pracena je kod lukovica regenerisanih in vitro i
gajenih na tri temperature (24, 15 1 4 °C) u trajanju od 8 nedelja, na pocetku izlaganja
niskoj temperaturi (4 °C) u trajanju od 3 dana i 7 dana nakon zavrSenog izlaganja ovoj
temperaturi.

Tokom zimskog perioda (novembar — maj) lukovice su gajene u prirodnim uslovima
(ex vitro) da bi bile izlozene periodu niskih temperatura u cilju ispitivanja aktivnosti
antioksidativnih enzima. Analiza aktivnosti antioksidativnih enzima radena je kod lukovica

gajenih 1, 51 7 meseci u prirodnim uslovima tj. krajem novembra, marta i maja.
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U cilju ispitivanja aktivnosti antioksidativnih enzima tokom morfogeneze in vitro
kao pocetni materijal koriS¢ene su lukovice koje su predhodno gajene mesec dana na

razli¢itim hranljivim podlogama i pri razli¢itim uslovima gajenja:

1. MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja na 24 °C i 3% saharoze
2. MS hranljivoj polozi bez regulatora rastenja na 4 °C i 3% saharoze

3. MS hranljivoj polozi bez regulatora rastenja na 24 °C 1 4,5% saharoze

Posle 4 nedelje dana gajenja na ovim hranljivim podlogama, segmenti lukovica
dalje su gajeni na MS hranljivim podlogama za indukciju morfogeneze in vitro koje su
sadrzale (u mg/l) TDZ 1 odnosno 2,4-D 1 1 kinetin 1. Promena aktivnosti antioksidativnih
enzima pracena je posle 7, 14, 21 1 28 dana.

Kao pocetni materijal koriS¢eni su segmenti lukovice i1 baza lista koji su gajeni na
MS hranljivim pologama za indukciju morfogeneze koje su sadrzale (u mg/l) TDZ 1
odnosno 2,4-D 1 1 KIN 1. Jedan deo kultura je gajen u hladnoj komori na 4 °C mesec dana
pre nego Sto su subkultivisane na hranljive podloge za indukciju morfogeneze, dok su
ostale kulture kontinuirano gajene na temperaturi od 24 °C. Uzorci su sakupljani posle 7,

14, 21 1 28 dana od pocetka indukcije.
3. 3. Osnovna hranljiva podloga

Osnovna hranljiva podloga koriS¢ena u ovom radu sadrzala je MS mineralni rastvor
(Tabela 4). Osim ovih elemenata hranljiva podloga je sadrzala 3 % saharoze, 0,7 % agar

(Torlak, Beograd) i 100 mg/l mioinozitola (Sigma). pH podloge je podesavan na 5,8 pre

autoklaviranja.
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3.3.1. Hranljive podloge za indukciju morfogeneze in vitro u kulturi zrelih zigotskih

embriona
Izolovani zigotski embrioni gajeni su na 6 hranljivih podloga obogacenih
regulatorima rastenja koji su prikazani u Tabeli 5 u cilju regeneracije lukovica i biljaka in

vitro.

Tabela 5. Sastav hranljivih podloga za indukciju morfogeneze u kulturi zrelih zigotskih

embriona.
Hranljiva podloga | Komponenta (mg/l)
osnovna hranljiva .
bez regulatora rastenja

podloga

osnovna hranljiva 2,4-D 1+ prolin 250 + CH 250
podloga

osnovna hranljiva 2,4-D 1 +KIN 1 + prolin 250 + CH 250
podloga

osnovna hranljiva TDZ 1
podloga

osnovna hranljiva BAP 1
podloga

osnovna hranljiva BAP 1 + IAA 1
podloga

3.3.2 Indukcija morfogeneze in vitro u kulturi segmenata lukovica

Segmenti lukovice dimenzija 5%3 mm gajeni su u Petri kutijama na osnovnoj
hranljivoj podlozi obogacenoj sa 2,4-D (0,1, 0,5, 1, 2 ili 10 mg/1) ili TDZ (0,05, 0,1, 0,2,
0,5, 1 ili 2 mg/1) na svetlosti ili u mraku.

3.3.3. Indukcija morfogeneze in vitro u kulturi baze lista

Baze lista gajene su u Petri kutijma na hranljivim podlogama koje su sadrzale 2,4-D

(0,1, 0,5, 1, 2, 5 ili 10 mg/l) odnosno KIN (0,1, 0,5, 1, 2, 5 ili 10 mg/I) kao 1 na razli¢itim
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kombinacijama 2,4-D i KIN (0,1, 0,5, 1, 2, 5 ili 10 mg/1) u cilju indukcije morfogeneze in

vitro.

3.3.4. Ispitivanje rastenja i razvi¢a lukovica

Lukovice regenerisane in vitro su dalje gajene u Petri kutijama, u mraku na
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja na standardnoj (24 °C ) ili na sniZenim
temperaturama (4 1 15 °C), tokom 4, 6, 8 1 10 nedelja.

Uticaj povecane koncentracije saharoze na rastenje i razvice in vitro formiranih
lukovica ispitivan je na MS hranljivoj podlozi koja je pored standardne koncentracije
saharoze od 3% sadrzala 1 povecane koncentracije od 4,5 1li 6 % .

U cilju ispitivanja uticaja giberelne kiseline (GA3) na proces dormancije lukovica
koriS¢ene su lukovice koje su tretirane tokom 24 sata rastvorom GAj koncentracije 1,213

mg/l. Uzorci su analizirani posle 3, 4 i 5 nedelja hladenja na 4 °C.

3.4. Gajenje u ex vitro uslovima

In vitro kulture su gajene u klimatizovanoj prostoriji, na temperaturi od 24 °C 1 pri
fotoperiodu od 16 h svetlosti i 8 h mraka. Kao izvor svetlosti koriS¢ene su fluorescentne
lampe jacine 65 W 1 intenziteta svetlosti od 47 pumols-1m-2. Pored toga lukovice su gajene
u hladnoj sobi na 4 °C kao i na 15 °C u komori za gajenje u periodu od 0 do 10 nedelja.

Regenerisane biljke sadene su u mesavinu humusa i peska (3:1) i1 gajene u uslovima

staklenika.
3.5. Anatomska istrazivanja indukcije somatske embriogeneze

Odsecci delova lista sa somatskim embrionima su fiksirani 24 h na 4 °C u FAA
fiksativu koji sadrzi 5 ml 40 % formalina, 5 ml glacijalne siréetne kiseline 1 90 ml 70 %

etanola (Jensen, 1962). Fiksiran materijal je ispiran, dehidriran 1 ukalupljen u parafin.

Poprecni preseci debljine 5-7 pum, seCeni su na rotacionom mikrotomu, obojeni su
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rastvorom hematoksilina i fotografisani na Litz DMRB svetlosnom mikroskopu (Lieca,
Wetzlar, Germany).

Baze lista sa somatskim embrionima su bez predhodne fiksacije snimani na
elektronskom scanning mikroskopu (JOEL. JSM — 6460LV, Institut za biologiju, Prirodno-
matematicki fakultet, Novi Sad).

3.6. Analiza Secera i poliola

Rastvorljivi Seceri su identifikovani i kvantifikovani upotrebom metode tecne
hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC). Lukovice su zamrznute u tecnom azotu,
rastvoreni u 80% etanolu 1 podeljeni na tri frakcije u cilju razdvajanja Secera rastvorljivih u
etanolu. Supernatant je uzet posle centrifugiranja od 15 min na 8000 g. Analiza Secera je
uradena na Waters Breeze hromatografskom sistemu (Waters, Milford, MA) povezanom sa
Waters 2465 elektrohemijskim detektorom. Razdvajanje Secera vrSeno je na CarboPac PA1
koloni (250 x 4 mm, Dionex, Sannzvale, CA) opremljene odgovaraju¢om CarboPac PA1
kolonom sa 0.2 M rastvorom NaOH kao mobilnom fazom. Seéeri su podvrgnuti izokratskoj
eluciji tokom 20 min brzinom od 1.0 ml min "' na konstantnoj temperaturi od 30 °C. Signali
su detektovani prema slede¢im talasnim oblicima: E; = +0,05 V za 400 ms; E, = +0,75 V
za 200 ms; E; = -0,15 V za 300 ms sa 180 ms vremena integracije. Svi standardi Secera

dobijeni su od Sigma-e (Sigma Co., St. Louis, MO).

3.7. Odredivanje sadrZaja hlorofila i karotenoida u lukovicama

Za izolaciju hlorofila i1 karotenoida koris¢eno je 20 mg biljnog materijala. Kao
ekstrakciono sredstvo koriS¢en je 96 % etanol (2ml). Epruvete sa biljnim materijalom 1
etanolom zagrevane su u vodenom kupatilu na 70 °C tokom 10 minuta. Sadrzaj hlorofila i
karotenoida odredivan je spektrofotometrijski na tri talasne duzine i belezena je vrednost
absorbance (A): 470 nm, 648 nm, 664 nm prema Lichtenhaler (1987). Ukupna sadrzaj

hlorofila 1 karotenoida izraCunavan je prema formuli i izraZzavan u mg/g sveze mase:
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Clatb) = 5,24A664 + 22,24 Agas

Sadrzaj hlorofila a: C, = 13,36Ases — 5,19A648

Sadrzaj hlorofila b: C, = 27,43 A¢as — 8,12A464

Sadrzaj karotenoida: C = (1000A479 — 2,13C, — 97,64Cy) / 209
Odnos hlorofila a i b izracunavan je prema formuli: C, / C,,

Sve ekstrakcije ponovljene su po tri puta.

3.8. Analiza antioksidativnih enzima

Kvantifikacija aktivnosti SOD, CAT, POX i GR odredena je spektrofotometrijski.

Razdvajanje izoenzima superoksid dismutaze radeno je u poliakrilamidnom gelu
nedenaturiSu¢om elektroforezom (Native PAGE). Gelovi su fotografisani na
transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer-u, Exton, PA). Svi uzorci su analizirani tri

puta. Analiza gelova graficki je obradena primenom paketa TotalLab 120.

3.8.1. Izolacija i kvantifikacija ukupnih proteina

Ukupni rastvorljivi proteini izolovani su iz lukovica prose¢ne mase 500 mg, koje
su homogenizovane u avanu sa te¢nim azotom. U uzorke je dodat po 1 ml pufera za
ekstrakciju proteina 0,1 M kalijum fosftani pufer (K-P pufer), pH 7, polivinilpirolidon
(PVPP) 1,5%, 10 mM ditriotreitol (DTT), 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF). Nakon
toga uzorci su prebaceni u ependorf tubice koje su stajale na ledu i centrifugirani na 12000
g 5 min na 4 °C. To je ,,crude extract“ koji sadrzi rastvorljive Celijske proteine. Izolati su
¢uvani na —80°C 1 dalje koris¢eni za kvantifikaciju ukupnih proteina i enzimske testove. Za
izolaciju esteraza koriS¢en je 0,2 M Tris-HCI pufer, pH 8. Kvantifikacija koncentracije
proteina vrSena je primenom Bradford metode (Bradford, 1976). Za ovu analizu
pripremljena je smeSa od 10 pl uzorka i 200 pl Bradfordovog reagensa. Merenje je radeno
spektrofotometru pri talasnoj duzini od 620 nm. Na osnovu standardne krive napravljene
uz koriS¢enje BSA rastvora izraCunata je koncentracija ukupnih proteina. Koncentracija

ukupnih proteina u uzorku izraZena je u odnosu na mg tkiva.
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Bradfordov reagens:
1. Koncentrovana boja Comassie brilliant blue G-250 (CBB G-250)
komazi plavo (CBB) G-250 100 mg

95% etanol 50 ml
85% H3PO,4 100 ml
Voda do 200 ml

2. Bradfordov reagens
CBB G-250 100 ml
Voda do 500 ml

Standardni rastvor BSA: Pripremiti BSA rastvor sa vodom 10 mg/ml a zatim ga razblaziti
do koncentracije od 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,7, 0,9, 1 mg/ml.

Uzorci proteina poznate (izmerene) koncentracije razblazeni su sa ,,Loading
buffer“-om (za 10 ml pufera: 3 ml glicerola, 0,25% bromfenol plavo, 2,4 ml 1 M Tris Cl pH
6,8, 10 ul 1 M DTT 14,59 ml vode) u odnosu 2:1 i nanoSeni na poliakrilamidni gel.

3.8.2. Kvantifikacija aktivnosti superoksid dismutaze
Aktivnost superoksid dismutaze odredivana je po modifikovanoj metodi Beyer 1
Fridovich-a (1987). Reakciona smesa (1 ml) sadrzala je 100 mM K-P pufer (pH 7,8), 2 mM

EDTA, 260 mM metionin, 1.5 mM nitroblu tetrazolium hlorid (NBT), 0,04 mM riboflavin
(Tabela 6).
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Tabela 6. Zapremine rastvora (ul) potrebne za pripremu 1 ml reakcione smese.

K-P pufer 2 mM 260 mM uzorak 1.5 mM 0.04 mM

(pH 7.8) EDTA metionin NBT riboflavin
800 50 50 0 50 50
795 50 50 5 50 50
790 50 50 10 50 50
785 50 50 15 50 50
780 50 50 20 50 50
775 50 50 25 50 50

Za svaki uzorak pripremljeno je 6 razblazenja koja su naneta na mikrotitar plocu.
Reakciona smesa je zatim osvetljavana tokom 30 min — 1 h na temperaturi od 25 °C u
mikrotitar plo¢i. Merenje je vrSeno na 540 nm. Aktivnost SOD odredivana je kao koli¢ina
uzorka potrebna za redukciju 50% supstrata (NBT) i izrazava se kao U/mg. Sva merenja

ponovljena su po tri puta

3.8.2.1. Detekcija aktivnosti superoksid dismutaze

Za razdvajanje izoformi SOD nedeneturiSu¢om elektroforezom koriS¢en je
poliakrilamidni gel koji sadrzi ,,Separating gel” 7% (za 10 ml gela: 2,35 ml akrilamida 30%
1 bisakrilamida 0,8%, 4,8 ml vode, 2,8 ml 1,5 M Tris-a pH 8,8, 2,5 ul tetrametiletilendiamin
(TEMED) 1 50 pl amonijum persulfata (APS) 10%) 1 ,,Stracking gel” 5% (za 4,5 ml gela:
0,75 ml mix-a akrilamida 30% i bisakrilamida 0,8%, 2,83 ml vode, 0,875 ml 1 M Tris-a pH
8,2 ul TEMED-a i 45 ul APS-a 10%). Debljina gela bila je 1,5 mm. Prilikom elektroforeze
koris¢en je ,,Running buffer* (25 mM Tris, 192 mM glicin) pH 8,3. Detekcija aktivnosti
enzima radena je u tri ponavljanja. Metoda Beauchamp-a i Fridovich-a (1971) primenjivana
je za razdvajanje izoenzima superoksid dizmutaze elektroforezom na 200 V, u trajanju od
6,5 h. Gelovi su ispirani vodom, pa inkubirani 30 min 1 to: prvi u 1 mM kalijum cijanida

(KCN) u K-P puferu (inhibitor Cu/Zn-SOD izoformi), drugi u 5 mM H;0; u K-P puferu
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(inhibitor Cu/Zn-SOD i Fe-SOD izoformi), tre¢i u K-P puferu (u kome su Cu/Zn-SOD, Fe-
SOD i Mn-SOD izoforme aktivne). Nakon svi gelovi inkubirani su u reagensu (za 20 ml
reagensa koris¢eno 4,4 mg NBT, 0,6 mg riboflavina, 80 pul 250 mM
etilendiamintetrasiréetna kiselina (EDTA), 4 ul TEMED-a i dopunjeno do 20 ml 100 mM
K-P puferom pH 7,8 jedinica) 30 min, u mraku. Nakon ove inkubacije, gelovi su isprani
vodom 1 osvetljavani su svetlo§¢u neonske lampe do purpurno-ljubicaste boje. Na mestima
aktivnosti SOD uocavale su se bezbojne trake. Pojava razli¢itih SOD izoformi (Mn-SOD,
Fe-SOD i1 Cu/Zn-SOD) konstatovana je poredenjem bezbojnih traka na ova tri gela. Gelovi

su ¢uvani u rastvoru 50% glicerola.

3.8.3. Kvantifikacija aktivnosti ukupnih katalaza

Aktivnost katalaza odredivana je spektrofotometrijskim pracenjem kinetike
nestajanja H,O,, prema metodi Aebi-a (1984). Koris¢eni su 50 mM K-Na-P pufer pH 7,0 i
30% H,0, sa apsorbancom od 0,85 + 0,02. Aktivnost CAT je merena 3 min, na temperaturi
od 20°C, na svakih 20 s. Jedinica (U) aktivnosti katalaza se definiSe kao koli¢ina enzima
koja razgradi 1 pmol H,O; za 1 min. Aktivnost CAT (A) je izrazena u U/ml (umol H,0,

min"'ml™") ira¢unavana je prema formuli (Aebi, 1984):

Vmax = (AA - AAO) * Vk / 0.0436 * Ve

AA — promena apsorbance u minutu

AA( — promena apsorbance blank rastvora u minutu

Vi — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

V. — zapremina uzorka u kiveti (ml)

0,0436 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent H;O, na 240 nm izraZzen u mMem™!

Sva merenja ponovljena su po tri puta
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3.8.4. Kvantifikacija aktivnosti ukupnih peroksidaza

Aktivnost ukupnih peroksidaza cCelijskih proteina pracena je spektrofotometrijski
merenjem promene apsorbance na 430 nm. Reakciona smesa je sadrzala 2,9 ml 0,05 M K-
P pufera, pH 6,5, 60 pul 1 M pirogalola (Sigma) kao supstrata za enzim i 10 pl uzorka, uz
dodatak 30 pul 1 M H,0; posle prvih 20 s reakcije. Aktivnost peroksidaza je merena 3 min,
na svakih 20 s, a izrazavana je u U/ml. Reakcija se deSava izmedu supstrata pirogalola 1
H,0,, a katalizovana je peroksidazama i vodi do oksidacije pirogalola do purpurogalina
koji je zu¢kasto-smede boje. Purpurogalin ima maksimum apsorpcije na 430 nm. Aktivnost

enzima izracunavana je prema formuli (Kukavica i Veljovi¢, 2004):

Vmax = (AA - AAO) * Vk /2.47 * Ve

AA — promena apsorbance u minutu,

AA( — promena apsorbance blank rastvora u minutu,

Vi — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

V. — zapremina uzorka u kiveti (ml),

2,47 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent pirogalola na 430 nm i izrazava se u mM'cm™.

Sva merenja ponovljena su po tri puta.

3.8.4.1. Zimografska detekcija peroksidaza

Za razdvajanje izoformi peroksidaza na gelu kori$¢en je poliakrilamidni gel koji
sadrzi 3,75 ml akril amida, 0,75 ml amfolita pH opsega 3-10, 4 ml glicerola, 6,5 ml vode,
12 ul TEMED-a, 75 ul APS. Izoforme peroksidaza su odredene inkubiranjem gela 30 min u
50 mM M K-P puferu (pH 5,8) koji je sadrzao gvajakol (10 ul gvajakola je
resuspendovano u 10 ml 20 mM Tris pH 7,0) i 10 ul H,O, (Siegel i Galston, 1967).
Izoelektricno fokusiranje vrSeno je na 10 °C na poliakrilamidnom gelu na koji je naneto 15
ul uzorka i 10 pl pl markera. Izoelektricno fokusiranje trajalo je tri sata na 1200 V, a
koris¢eni pH opseg bio je od 3-10. Analiza gelova radena je primenom grafickog paketa

TotalLab TL 120.
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3.8.5. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Spektofotometrijska analiza aktivnosti glutation reduktaze radena je po
modifikovanoj metodi Carlberg i Mannervik-a (1985) pra¢enjem opadanja apsorbance na
340 nm zahvaljujuéi oksidaciji NADPH. Reakciona smeSa sadrzala je 1,5 ml, 0,1 M K-P
pufera pH 7, 150 pl 20 mM glutation disulfida (GSSH), 1 ml vode 1 150 ul 2 mM NADPH
(rastvorenog u Tris-HCI puferu, pH 7). Finalna zapremina reakcione smese u kiveti je bila 3
ml. Aktivnost se odreduje kao koli¢ina enzima koji oksiduje 1 umol NADPH u minutu na

25 °C. Aktivnost enzima je izraCunavana prema formuli:

Vmax = (AA - AAO) * Vk / 6.2 * Ve

AA — promena apsorbance u min,

AA,— promena apsorbance blank rastvora u min,

Vi — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

V. — zapremina uzorka u kiveti (ml),

6,2 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent NADPH na 340 nm izrazen u mM'em™.

Sva merenja ponovljena su po tri puta.

3.9. Zimografska detekcija esteraza

Za razdvajanje izoformi esteraza na gelu koriS¢en je poliakrilamidni gel koji sadrzi
3,75 ml akril amida, 0,75 ml amfolita pH opsega 3-10, 4 ml glicerola, 6,5 ml vode, 12 pl
TEMED-a, 75 pl APS. Za detekciju esteraza pripremljeni su supstrati za enzimsku
aktivnost na slede¢i nacin: 20 mg 1-naftil-acetata ili 2-naftil-acetata rastvoreno je u 2 ml
50% acetona i pomeSano sa 100 ml 50 mM K-P pufera (pH 7,2). Za izoelektricno
fokusiranje (IEF) koriS¢eno je 15 ul uzorka. Gel je inkubiran 30 min na sobnoj temperaturi,
a posle toga ispran vodom. 50 mg Fast Blue RR soli (Sigma) je rastvoreno u 10 ml vode 1

dodato u gel. Gel je inkubiran 25 min na 37 °C (Cheliak i Pitel, 1985). Ukoliko je gel
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inkubiran sa samo jednim supstratom dobija se braon boja u slucaju 1-naftil-acetata, dok se

u sluc¢aju 2-naftil-acetata dobija roze boja.

3.10. Analiza arabinogalaktanskih proteina
3.10.1. Izolacija AGP

Arabinogalaktanski proteini izolovani su prema metodi van Holst-a 1 Clarke-a
(1985; 1986). Eksplantati (300 mg) su spraseni u tecnom azotu, a zatim je dodat pufer za

ekstrakciju (1 ml) (Tabela 7)

Tabela 7. Ekstrakcioni pufer za izolaciju arabinogalaktanskih proteina (Holst i Clarke,

1985; 1986).

Komponenta Kolicina
50 mM Tris — HCI, pH 8 100 ml
10 mM EDTA 0,2¢g
I MDTT 100 pl
1 % Triton X-100 1 ml

Posle ekstrakcije uzorci su sonifikovani tokom 1 min. Uzorci su posle sonifikacije
inkubirani u frizideru tokom 24 h na temperaturi od 4-8 °C, a zatim centrifugirani 10 min

na 4000 g, na 4 °C.

3.10.2. Odredivanje koncentracije AGP

Koncentracija AGP u tkivu (segmenti lukovice 1 baze lista) je odredivana radijalnom
difuzijom prema metodi Popper-a (2011). Rastvor sa 1% agaroze, 0,15 M NaCl, 0,02 M Na
N3 i 10 pg/ml Yariv reagensa je zagrevan do kljucanja i razlivan na dve staklene plocice
povrsine 5 x 7 cm (5 ml gela). U gelu debljine 1 mm prave se udubljenja precnika 8 mm
pomocu Sireg dela Pasterove pipete. Udubljenja se ispunjavaju test-rastvorom (30 ul)

serijskog razblazenja standardnog rastvora gumiarabike u opsegu od 0,0 do 1,0 mg/ml kako
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bi se dobila standardna kriva. Plocice se ostavljaju preko noc¢i u vlaznoj komori na sobnoj
temperaturi. Formirani crveni krugovi (Slika 6) su mereni pomoc¢u milimetarskog papira i
izraCunavan im je kvadrat precnika. Na osnovu standardne krive dobijene merenjem
precnika precipitacije gumiarabike kao standarda, odredivana je koncentracija AGP u

uzorku. Sva merenja ponovljena su po tri puta.

Slika 6. Odredivanje koncentracije arabinogalaktanskih proteina radijalnom difuzijom sa

standardnim rastu¢im koncentracijama gumiarabike

3.10.3. Odredivanje kvalitativnih osobina AGP

AGP iz uzoraka analizirani su ukrStenom elektroforezom prema modifikovanoj
metodi van Holst-a i Clarke-a (1986). Izolavani AGP su razvuceni na prvom gelu, a zatim
prenoseni na drugi gel koji sadrzi B-glukozil Yariv reagens. Osnovni rastvor za oba gela je
isti 1 sadrzi 1 % agarozu, 0,025 M Tris, 0,2 M glicin, pH 8,3. Prvi gel (30 ml) je zagrejan do
klju¢anja i razliven u kadicu za elektroforezu (10 x 7 cm), sa ,,Cesljem* (7 x 1,5 mm) da bi
se formirala udubljenja. Jedno udubljenje ispunjeno je sa 0,2 mg/l bromfenol plavog (45
ul), a drugi sa 100 ul uzorka. Gelovi su izloZeni naponu od 100 V tokom 1 h dok se boja ne
pomeri 7 cm. Pufer koji je koriS¢en sadrzao je 0,025 M Tris, 0,2 M glicin, pH 8,3. Posle
prve elektroforeze isecan je segment gela dimenzija 1,5 x 7 cm i postavljan pod pravim
uglom u odnosu na pravac prve elektroforeze.

Drugi gel sadrzi 30 ml osnovnog rastvora sa dodatkom 30 pg/ml Yariv reagensa.

Zagrevan je do kljucanja, a zatim razlivan do ivice prvog gela. Drugi gel izloZen je naponu
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od 40 V tokom 5 sati. Gel je ostavljan tokom no¢i u 1 % rastvoru NaCl, a posle ispiran
destilovanom vodom u cilju uklanjanja neprecipitiranog Yariv reagensa.

Prvi gel potapan je u 0,1 % B-glikozil Yariv reagens tokom 24 h u cilju dobijanja
profila AGP koji su tokom prve elektroforeze razvuceni na gelu (Slika 7). AGP koji su na
taj nacin rasporedeni na prvom gelu tokom druge elektroforeze prelaze na drugi gel pod
uglom od 90°. Na mestima najvece koncentracije AGP na prvom gelu postiZze se najveca
precipitacija B-glikozil Yariv reagens na drugom gelu .

Analiza gelova i1 raCunanje Rf vrednosti radeno je pomocu grafickog paketa TotalLab

TL120.

g

Slika 7. Profil gumiarabike dobijen na prvom agaroznom gelu potopljenom u 1% B-glikozil

Yariv reagens tokom 24 h.

3.11. Statisticka obrada podataka

Numericki podaci su obradeni primenom racunarskog programa Statgraphics verzija
4.2 (STSC Inc. and Statistical Graphics Corporation, 1985-1989, USA). Za odredivanje
statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti koriS¢ena je analiza varijanse
(ANOVA), kao i LSD (,least significant difference®) test za utvrdivanje statisticki
znacajnih razlika na nivou p < 0.05. Graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomocu

racunarskog programa Microsoft Office Excel.
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4. REZULTATI
4.1. Kultura zrelih zigotskih embriona Fritillaria meleagris L.
4.1.1. Indukcija morfogeneze in vitro u kulturi zrelih zigotskih embriona
Izolovani zigotski embrioni F' . meleagris L. gajeni su na MS hranljivoj podlozi bez
regulatora rastenja 1 pet MS hranljivih podloga obogacenih regulatorima rastenja (2,4-D,

2,4-D+KIN, BAP, IAA+BAP ili TDZ, 1 mg/l svaki) u cilju indukcije morfogeneze in vitro
(Slika 8).

Slika 8. Indukcija morfogeneze in vitro u kulturi zrelih zigotskih embriona F. meleagris L.
a, b) embriogeni kalus (ek) sa globularnim somatskim embrionom (se) formiran na
zigotskom embrionu na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja c¢) diferencijacija
somatskih embriona na hranljivoj podlozi sa TDZ 1 mg/l (ze-zigotski embrion) d) bledo
zeleni ne-embriogeni kalus formiran posle mesec dana gajenja na hranljivoj podlozi sa 2,4-

D 1 KIN 1 mg/l, svaki.
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Posle dve nedelje gajenja u kulturi uocavaju se prve morfogenetske promene na
zigotskim embrionima. Eksplantati se izduzuju, uvecavaju i dolazi do pojave kalusa.

Posle mesec dana gajenja, na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja u
proksimalnom delu zigotskih embriona formira se embriogeni kalus na kome se
diferenciraju somatski embrioni (Slika 8 a i b). Indukcija somatske embriogeneze na ovoj
podlozi iznosila je 23,32 %. Somatska embriogeneza indukovana je i kod zigotskih
embriona gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ 1 mg/l (Tabela 8). Posle mesec dana
gajenja, na ovoj hranljivoj podlozi formiran je embriogeni kalus (46 %) sa somatskim
embrionima (Slika 8 ¢). Zigotski embrioni koji su gajeni na ostalim hranljivim podlogama
kalusiraju celom duzinom. Formirani kalus je neembriogeni, rastresit, zelene do braon boje
1 nekrozira posle dve do tri nedelje gajenja u kulturi (Slika 8 d).

Zigotski embrioni kod kojih je indukovana morfogeneza in vitro dalje su gajeni na
hranljivim podlogama bez regulatora rastenja ili sa TDZ (1 mg/l) slede¢ih mesec dana.
Pored indukcije somatske embriogeneze, na obe hranljive podloge indukovana je i
organogeneza i1 formiran je veliki broj adventivnih izdanaka (Slika 9 a, b). Daljim gajenjem
na istoj hranljivoj podlozi izdanci se umnozavaju i razvijaju lukovice (Slika 9, ¢, d; Tabela
8).

Na hranljivoj podlozi obogacenoj sa TDZ formira se statisticki ve¢i broj lukovica
(oko 4) wu odnosu na hranljivu podlogu bez regulatora rastenja, na kojoj dolazi do

spontanog formiranja malog broja lukovica (Tabela 8).

Tabela 8 . Uticaj razlicitih hranljivih podloga na indukciju morfogeneze F. meleagris L.

Hranljiva podloga Indukcija Prosecan broj
(%) somatski embrioni lukovice
MS 23,32 6,22 +0,98" 1,05+0,12°
MS+TDZ 46,00 4,73 £ 0,95 3,70 + 0,90

vrednosti su izrazene kao proseCna vrednost + standardna greska, ista slova u eksponentu
oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti na osnovu

LSD testa.
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Slika 9. Indukcija adventivnih izdanaka i formiranje lukovica u kulturi zrelih zigotskih
embriona F. meleagris. a) i b) formiranje izdanaka na kalusu gajenom na MS hranljivoj

podlozi sa TDZ (1 mg/l); c¢) i d) formiranje lukovica na istoj hranljivoj podlozi.

4.1.2. Uticaj niske temperature (4 °C) na rastenje i razvi¢e in vitro formiranih

lukovica
Lukovice formirane na hranljivoj podlozi sa TDZ 1 mg/l (Slika 10 a) su dalje

pojedinacno gajene na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja radi ispitivanja njihovog

daljeg rastenja i razvi¢a. Pojedinacne lukovice (Slika 10 b) su gajene na standardnoj
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temperaturi gajenja u uslovima in vitro (24 °C) ili niskoj temperaturi (4 °C) u trajanju od 6

nedelja.

Slika 10. Uticaj niske temperature na oziljavanje i umozavanje lukovica: a) lukovice
formirane na hranljivoj podlozi sa TDZ; b), c), d) lukovice na razli¢itom stadijumu razvica
tokom hladenja na 4 °C; e) i f) umnozavanje lukovica (e) i dalje razvice (f) lukovica posle 4

nedelje gajenja u standardnim uslovima; g) kompletno formirana bilj¢ica F. meleagris iz

lukovice

Nakon 6 nedelja, 60,4 % lukovica gajenih na 4 °C se ozililo (Slika 10 b, ¢, d), dok
je 32,4 % lukovica gajenih na standardnoj temperaturi formiralo korenove (Tabela 9). Kod
lukovica gajenih na 4 °C, broj formiranih korenova i duzina najduzeg korena su statistic¢ki

znacajno veci u odnosu na lukovice gajene na temperaturi od 24 °C. Nije uocena statisticki
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znacajna razlika u duzini nadzemnog dela biljke na razliCitim temperaturnim tretmanima

(Tabela 9).

Tabela 9. Uticaj niske temperature (4 °C) u trajanju od 6 nedelja na rastenje i oziljavanje

lukovica F.meleagris L.

Tretman Oziljavanje Duzina biljke Korenovi
°O) (%) (mm) Broj Duzina (mm)
24 324 20,31 +1,41* 1,49+0,10° 4,96 +0,42°
4 60.4 24,54+ 1,61° 2,01+0,14° 8,49+0,75°

vrednosti su izrazene kao proseCna vrednost + standardna greska, ista slova u eksponentu
oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti na osnovu

LSD testa.

Produzenim gajenjem lukovica u trajanju od 4 nedelje na standardnoj temperaturi, bez
obzira na to kojoj su temperaturi u predhodnoj subkulturi gajene, doslo je do potpunog
razvica biljaka (Slika 10 g). Kompletno razvijene biljke koje su kontinuirano gajene 10
nedelja na 24 °C su pokazale statisticki znacajne razlike u pogledu duzine biljka u odnosu
na biljke koje su dobijene od lukovica gajenih 6 nedelja na 4 °C (Tabela 10). Prosec¢na
duzina biljaka dobijenih posle tretmana hladenja je bila za 42,92 % veca (Slika 10 e,f) u

odnosu na duzinu biljaka koje su kontinualno gajene na 24 °C.

Tabela 10. Efekat pretretmana niskom temperaturom (4 °C) na rastenje i razvice lukovica

F. meleagris L. in vitro.

Tretman DuzZina biljke Korenovi
(°cO) (mm) Broj DuZina (mm)
24 (10 nedelja) 39,93 +5,45° 2,740, 62° 15,81 +2,68"

4 (6 nedelja) + 24 (4 nedelje) 57,07 + 6,16° 3,03 £0,94" 20,11 + 4,12

vrednosti su izrazene kao proseCna vrednost + standardna greska, ista slova u eksponentu
oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti na osnovu

LSD testa.
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Znacajna razlika je uocena i u prosecnoj duzini korena. Prose¢na duzina najduzeg

korena je bila ve¢a za 27,19 % u odnosu na biljke koje nisu gajene na niskoj temperaturi.

4.1.3. Uticaj niske temperature (4 °C) na sadrZaj vode, rastvorljivih Secera, poliola i

fotosintetickih pigmenata u lukovicama F. meleagris formiranim in vitro

Kod oziljenih lukovica koje su gajene na dve temperature (24 1 4 °C) odreden je
sadrzaj vode, Secera, poliola i fotosintetickih pigmenata. Nakon 6 nedelja u kulturi, na
temperaturi od 4 °C uocen je za 13 % povecéan sadrzaj vode u odnosu na lukovice koje su
gajene na standardnoj temperaturi. Pored toga, zapazeno je povecanje koncentracije
glukoze i fruktoze (Tabela 11). U lukovicama koje su gajene na 4 °C uocena je znacajna
akumulacija fruktoze Cija je koncentracija 3,5 puta veca u odnosu na one lukovice koje su
gajene na 24 °C. Sadrzaj poliola u lukovicama gajenim na 4 °C je takode bio povecan 2,2

puta.

Tabela 11. Sadrzaj vode, ugljenih hidrata i poliola u lukovicama F. meleagris L. gajenim

na 4124 °C in vitro.

Tretman Voda Ugljeni hidrati (mmol/100 g suve mase) o
(°C) (%) saharoza glukoza fruktoza poliol
24 77,64 30,42 + 1,47 3,54+0,39 2,18+0,18 0,64+0,17
4 90,67 32,01 £2,11 4,78+0,77 7,73+£1,17 1,46+0,16

vrednosti su izrazene kao prosecna vrednost + standardna greska

Analiza fotosintetiCkih pigmenta pokazala je da kod lukovica gajenih 6 nedelja na
temperaturi od 4 °C dolazi do smanjenja koncentracije hlorofila, dok je koncentracija
karotenoida povecana u odnosu na lukovice gajene konstantno na 24 °C. Sadrzaj ukupnih
pigmenata kao i relativni odnos hlorofila a i b znacajno se smanjuju tokom perioda hladenja

(Tabela 12).
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Uporedo je odreden sadrzaj fotosintetickih pigmenata kod lukovica koje su posle
tretmana niskom temperaturom nedelju dana gajene na standardnoj temperaturi. Kod njih se
povecava koli¢ina hlorofila, a smanjuje koli¢ina karotenoida u odnosu na lukovice koje su

izlagane niskoj temperaturi tokom 6 nedelja.

Tabela 12. Uticaj niske temperature (4 °C) u trajanju od 6 nedelja na sadrzaj hlorofila i

karotenoida F. meleagris (vrednosti izrazene u mg/g sveze mase).

Hlorofili (Chl) Ukupni
Tretman
Karotenoidi fotosinteticki
°O) Chla Chilb Chla/Chlb . .
pigmenti
24 0,218+0,01° 0,418+0,03° 0,535b 0,034+0,01° 0,677+0,04°

4 (6 nedelja)  0,029+0,02° 0,067+0,03" 0,339° 0,072+0,01°  0,169+0,05
4 (6 nedelja) +

©0,140£0,01°  0,264+£0,03°  0,535°  0,036£0,01°°  0,444+0,04°
24 (1 nedelja)

vrednosti su izrazene kao proseCna vrednost + standardna greska, ista slova u eksponentu
oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti na osnovu

LSD testa.

4.1.4. Uticaj povecane koncetracije saharoze na rastenje lukovica formiranih in vitro

Proucavan je uticaj razliCitih koncetracija saharoze (3, 4,5 i 6 %) na rastenje
lukovica formiranih in vitro na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Lukovice su
gajene na standardnoj (24 °C) ili niskoj temperaturi (4 °C) tokom prve 4 nedelje, a zatim su
sve gajene joS 4 nedelje na standardnoj temperaturi. Promene prirasta mase pracene su
posle 4 (Slika 11 a) 1 posle 8 nedelja (Slika 11 b).

Najveci prirast mase biljka uocava se gajenjem lukovica na podlozi sa 4,5 %
saharoze. Na ovoj koncentraciji saharoze lukovice gajene na temperaturi od 4 °C su imale
prirast mase od 21,04%, dok je kod onih koje su gajene na standardnoj temperaturi prirast

mase bio 40,96% (Slika 11 a).
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Prirast mase lukovica posle joS 4 nedelje gajenja na standardnoj temperaturi
(ukupno 8 nedelja u kulturi) prikazan je na Slici 11 b. Najveci prirast mase primecen je kod
lukovica koje su gajene na hranljivoj podlozi sa 4,5% saharoze i koje su prethodno mesec

dana gajene na temperaturi od 4 °C (60,16%).

L a
] o
= m
E - E —
£ FE
£ £
a a
koncentraciia koncentracija
a saharoze (%) b saharoze (%)

Slika 11. Uticaj povecane koncentracije saharoze na prirast mase (%) lukovica F. meleagris
L. a) prirast mase lukovica posle 4 nedelje gajenja na 4 odnosno 24 °C; b) prirast mase

lukovica koje su gajene jos 4 nedelje na 24 °C (ukupno 8 nedelja u kulturi).

Iz ovih rezultata moze se videti da blago povecana koncentracija saharoze u
hranljivoj podlozi (4,5%) u kombinaciji sa gajenjem lukovica na sniZzenoj temperaturi
pozitivno uti¢e na povecanje prirasta mase lukovica F. meleagris. Koncentracija saharoze

od 6% u hranljivoj podlozi dovodi do smanjenog prirasta mase na obe temperature.

4.1.5 Uticaj temperature i duZine gajenja na umnoZavanje i rastenje lukovica

U daljim eksperimentima pracen je uticaj dve temperature (4 1 15 °C) na
umnozavanje i rastenje lukovica tokom perioda od 4, 6, 8 i 10 nedelja gajenja u mraku.
Kontrolne lukovice gajene su na standarnoj temperaturi (24 °C) u kulturi. Broj i prirast
mase novoformiranih lukovica prikazani su na Slici 12 (a i b). Lukovice gajene na

temperaturi od 4 °C nisu se umnoZzavale, dok na temperatiri od 15 i 24 °C dolazi do
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Slika 12. Uticaj temperature (4 i 15 °C) i1 duzine gajenja (4-10 nedelja) na umnozavanje
lukovica (a) i prirast mase lukovica (b) tokom tretmana niskim temperaturama i posle Cetiri

nedelje (+ 4) gajenja na standardnoj temperaturi (c 1 d).
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povecanja broja novoformiranih lukovica (Slika 12 a). Najveéi prosecan broj lukovica (4,8)
dobijen je kada su one gajene 10 nedelja na 15 °C. Tokom istog perioda gajenja u kulturi na
4 °C regenerisan je znatno manji (1,5) prosecan broj lukovica (Slika 12 a).

Temperatura 1 duzina gajenja uticali su 1 na prirast mase novoformiranih lukovica u
kulturi (Slika 12 b). Kod lukovica koje su gajene na nizim (4 i 15°C) temperaturama u
periodu od 6 nedelja uocava se povecanje procenta prirasta mase u odnosu na kontrolne
kulture gajene na 24 °C. Najveci prirast mase lukovica (104,6%) uocen je u kulturama koje
su gajene 6 nedelja na 4 °C. Kod lukovica gajenih na 15 °C zabeleZen je trend znacajnog
smanjenja prirasta mase njihovim produzenim gajenjem na ovoj temperaturi. Najveci
prirast mase lukoviva gajenih na 15 °C je zabelezen posle 4 nedelje gajenja i iznosi 80 %,
dok je najmanji bio 45% i to posle 10 nedelja gajenja (Slika 12 b).

Sve lukovice dalje su gajene in vitro joS 4 nedelje na standardnoj temperaturi (24
°C). Posle ovog perioda praéeni su sledeci parametri: prosecan broj lukovica (Slika 12 c¢),
prirast mase lukovica (Slika 12 d) i procenat klijanja lukovica (Slika 13). Gajenje lukovica
na niskim temperaturama dovelo je do povecanja broja novoformiranih lukovica (Slika 10
e). Iz rezultata prikazanih na Slici 12 ¢ moze se videti da se prethodnim gajenjem na nizim
temperaturama (4 i 15 °C) podstice umnozavanje lukovica. Najve¢i broj lukovica
prethodno gajenih na 4 °C tokom 8 nedelja iznosio je 8,7 §to je skoro 8 puta viSe od broja
lukovica regenerisanih tokom perioda hladenja. Period hladenja od 10 nedelja na 4 °C,
nepovoljno utic¢e na prosecan broj lukovica.

Lukovice koje su gajene 10 nedelja na 15 °C su pokazale najvec¢i morfogenetski potencijal
tako da je broj novoformiranih iznosio 10,3 lukovica.

Pored toga, gajenje lukovica na niskim temperaturama utice i na prirast mase (Slika
12 d). Najveci prirast mase (87,42%) zabeleZen je posle 6 nedelja gajenja lukovica na 4 °C.

Tretman od 10 nedelja gajenja lukovica na 4 °C, nepovoljno uti¢e na prirast mase lukovica

(Slika 12 d).
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Slika 13. Uticaj temperature i duzine gajenja (4-10 nedelja) na klijanje in vitro lukovica F.

meleagris posle Cetiri nedelje (+ 4) gajenja na standardnoj temperaturi.

Gajenje lukovica na nizim temperaturama (4 i 15 °C) imalo je pozitivan uticaj i na
njihovo klijanje u odnosu na one koje su konstantno gajene na standardnoj temperaturi
(Slika 13). Pretretman gajenja lukovica na 4 °C dovodi do smanjenja procenta klijanja
lukovica. Tako gajenje lukovica 10 nedelja na 4 °C dovodi do smanjenja procenta klijanja

za 20 % u odnosu na one koje su gajene na toj temperaturi 4 nedelje.

4.1.6. Uticaj GA3 na rastenje i razvice lukovica gajenih na 4 °C

Lukovice formirane in vitro na 24 °C su gajene na temperaturi od 4 °C, tokom 3, 4
ili 5 nedelja u mraku. Pred pocetak subkulture one su bile tretirane rastvorom GAj;
koncentracije 1, 2 ili 3 mg/l tokom 24 h. U ovim eksperimantima praceni su sledeci

parametri: broj novoformiranih lukovica i prirast mase (Slika 14 aib).
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Slika 14. Uticaj pretretmana giberelnom kiselinom na umnozavanje lukovica (a) i prirast
mase lukovica (b) tokom tretmana niskim temperaturama (3-5 nedelja) i posle Cetiri nedelje

gajenja na standardnoj temperaturi (c i d).
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Pretretmanom sa GAj; formira se manji broj lukovica u odnosu na kontrolne (Slika
14 a). Pored efekta na umnoZzavanje lukovica, GAj negativno uti¢e na prirast mase (Slika 14
b).

Sve lukovice koje su gajene na 4 °C i tretirane razli¢itim koncentracijama GAj dalje
su gajene na standardnoj temperaturi naredne 4 nedelje. Posle tog perioda odredivani su im
slede¢i parametri: prosean broj lukovica (Slika 14 c), prirast mase (Slika 14 d) 1 procenat
klijanja lukovica (Slika 15).

Pretretman sa GAj3 pozitivno uti¢e na broj novoformiranih lukovica u odnosu na
kontrolne lukovice koje nisu tretirane pomenutim regulatorom rastenja (Slika 14 c). Gajenje
lukovica na temperaturi od 4 °C uz pretretman svim koncentracijama GAj ima pozitivan
uticaj na njithovo umnoZzavanje. Najve¢i broj regenerisanih lukovica (~7) formirao se
perioda posle gajenja od 5 nedelja i pretretmana sa 1 mg/l GAj; (Slika 14 c).

Pretretman sa GAj; nema uticaja na prirast mase lukovica gajenih pri standardnim
uslovima (Slika 14 d), medutim ima efekat kod onih gajenih na 4 °C. Sa povecanjem
koncentracije GA; u pretretmanu povecava se prirast mase lukovica gajenih na 4 °C (Slika
14 d). U odnosu na lukovice koje nisu tretirane giberelinom, efekat GA; na prirast mase

zavisi od duZine gajenja na 4 °C.
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Slika 15. Uticaj pretretmana giberelnom kiselinom na klijanje lukovica F. meleagris in

vitro
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GA; ima pozitivan efekat na klijanje lukovica koje predhodno nisu gajene na
temperaturi od 4 °C (Slika 15). Postoji zavisnost efekta pretretmana sa GAj i duzine gajenja
lukovica na niskoj temperaturi na klijanje lukovica. Lukovice koje su isklijale u
standardnim uslovima gajenja u kulturi ne nastavljaju sa daljim rastom u odnosu na one

koje su gajene na temperaturi od 4 °C .

4.1.7. Aklimatizacija biljaka

Kompletno formirane biljke F. meleagris (Slika 16 a) gajene su u uslovima
staklenika u cilju aklimatizacije na ex vitro uslove. Ukupno je posadeno 64 biljke od kojih
je 30 uspeSno aklimatizovano tako da je ukupan procenat aklimatizacije iznosio 46,8 %

(Slika b-d).

Slika 16. Aklimatizacija in vitro regenerisanih biljka F. meleagris L. na ex vitro uslove a)
komplentno formirana biljka iz kulture in vitro pre sadenja; b), c), d) biljke aklimatizovane

na ex vitro uslove.
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Od ukupnog broja biljaka koje su gajene na 4 °C, uspesno je aklimatizovano 50,9 %
dok je taj broj kod biljaka gajenih na standardnim uslovima iznosio 30,7 %. Ovi rezultati
ukazuju da in vitro gajenje lukovica na niskoj temperaturi (4 °C) povoljno uti¢e na proces

njihove aklimatizacije.

4.2. Biohemijski aspekti razvic¢a lukovica F. meleagris L. .

Aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT, GR i POX) pradena je u
lukovicama F. meleagris koje su gajene in vitro na razliitim temperaturama, kao i onih

koje su gajene u uslovima spoljaSnje sredine (ex vitro).

4.2.1. Aktivnost antioksidativnih enzima kod lukovica gajenih in vitro

Aktivnost antioksidativnih enzima odredena je kod lukovica gajenih na 3
temperature (24, 15 1 4 °C) tokom 8 nedelja. Pored toga, prac¢ena je njihova aktivnost na
pocetku izlaganja najniZzoj temperaturi, u trajanju od 3 dana, kao 1 7 dana posle zavrSenog
izlaganja ovoj temperaturi. Rezultati su prikazani na Slici 17.

Aktivnost SOD kod lukovica koje su kontinualno gajene in vitro na 24 °C iznosila
je 46,92 + 0,55 pmolmin™. Kada su lukovice gajene na 15 °C zabeleZena je najmanja
aktivnost enzima i iznosila je 15,70 + 0,14 pmolmin™. Kod lukovica gajenih na 4 °C tokom
istog vremenskog perioda uocena je povecana aktivnosti SOD, i to 7 puta ve¢a nego kod
lukovica gajenih na 15 °C. Povecanje aktivnosti SOD se uocava ve¢ posle 3 dana gajenja
na 4 °C i iznosi 50,030 + 0,009 umolmin™. Pad aktivnosti SOD uocava se kod lukovica 7
dana posle prestanka izlaganja niskoj temperaturi, gajenih na 24 °C posle predhodnog

izlaganja niskoj temperaturi u trajanju od 8 nedelja (Slika 17 a).
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Slika 17. Aktivnost antioksidativnih enzima u lukovicama tokom gajenja in vitro a)

superoksid dismutaze b) katalaze c) glutation reduktaze d) peroksidaza.

67



Aktivnost katalaza smanjuje se sa sniZzavanjem temperature na kojoj se gaje
lukovice (Slika 17 b). Lukovice konstantno gajene na 24 °C imale su relativno visoku
aktivnost katalaza koja iznosi 208,97 + 44,69 pmolmin™, dok su lukovice gajene na 15 °C
pokazivale najmanju aktivnost (3,52 + 0,88 pmolmin™). Najveca aktivnost katalaza
zabelezena je kod lukovica nedelju dana posle prestanka gajenja na 4 °C i iznosila je
412,45 + 26,75 pmolmin™.

Aktivnost glutation reduktaze se smanjuje kada se lukovice gaje na nizim
temperaturama i to proporcionalno sa snizenjem temperature. Najveca aktivnost glutation
reduktaze zabeleZena je kod lukovica gajenih na 24 °C (263,69 + 21,20 umolmin™), dok je
nesto manja kod lukovica gajenih na 15 °C (236,15 + 14,37 pmolmin™). Najmanja
aktivnost glutation reduktaze zabelezena je 7 dana posle prestanka izlaganja temperaturi od
4 °Ciiznosi 146,82 + 32,42 pmolmin’1 (Slika 17 c).

Lukovice F. meleagris gajene in vitro pri standardnoj temperaturi (24 °C) pokazuju
namanju aktivnost ukupnih peroksidaza (2,12 + 0,69 umolmin™). Mnogo veéa aktivnost
peroksidaza izmerena je u lukovicama gajenim na 15 °C (37,43 + 2,17 pumolmin™).
Povecana aktivnost peroksidaza je uocena posle 3 dana gajenja lukovica na 4 °C (vise od
20 puta), dok je njihova aktivnost niska posle 8 nedelja gajenja na ovoj temperaturi, kao 1 7

dana posle zavrSenog perioda gajenja na niskoj temperaturi (Slika 17 d).
4.2.2. Aktivnost antioksidativnih enzima kod lukovica gajenih ex vitro

Aktivnost antioksidativnih enzima odredena je kod lukovica gajenih 1, 5 1 7 meseci
u uslovima spoljasnje sredine. Analiza antioksidativnih enzima uradena je krajem
novembra, marta i maja (Slika 18).

Porast aktivnosti SOD primecuje se ve¢ posle mesec dana gajenja u prirodnim
uslovima, krajem novembra, kada iznosila 108,53 + 3,17 pmolmin™ Najveéa aktivnost
SOD (340,05 + 15,11 umolmin™) bila je kod lukovica koje su tokom 5 zimskih meseci

gajene ex vitro (Slika 18 a).
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Slika 18. Aktivnost antioksidativnih enzima u lukovicama tokom gajenja ex vitro a)

superoksid dismutaze b) katalaze c) glutation reduktaze d) peroksidaza.
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Aktivnost katalaza je relativno konstantna u martu 1 iznosi od 60,15 u odnosu na
novembar mesec kada je bila 89,52 pmolmin™.Tokom aprila meseca aktivnost katalaza u
lukovicama se povecava 14 puta i iznosi 841,805 + 23,390 pmolmin™ (Slika 18 b).

Aktivnost glutation reduktaze pokazuje manje oscilacije u odnosu na druge enzime
koji su mereni kod lukovica gajenih u prirodnim uslovima kao i kod lukovica gajenih in
vitro (Slika 18 c).

Lukovice gajene u prirodnim uslovima pokazivale su najvecu aktivnost peroksidaza
(632,12 + 22,54 umolmin™) tokom prvog meseca gajenja ex vitro. Aktivnost peroksidaza
opada i dostiZe najmanju vrednost (109,301 + 9,081 pumolmin™) posle 5 meseci gajenja
lukovica ex vitro da bi krajem apila porasla i iznosila 325,72 + 29,23 pmolmin™ (Slika 18

d).
4.3. Indukcija morfogeneze u kulturi segmenata lukovica formiranih in vitro
Ispitivan je uticaj dva regulatora rastenja: 2,4-D (0,1 do 10 mg/l) i TDZ (0,05 do 2

mg/l) na indukciju morfogeneze u kulturi segmenata lukovica formiranih in vitro (Slika

19).

Slika 19. Indukcija somatske embriogeneze u kulturi segmenta lukovica F. meleagris L.
formiranih in vitro a), b), ¢) gajenih na svetlosti i1 d), e), f) u mraku posle mesec dana na

razli¢itim koncentracijama 2,4-D.
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Na ispitivanim hranljivim podlogama uspesno je indukovana morfogeneza in vitro, i
to procesima somatske embriogeneze i organogeneze.

Na hranljivim podlogama koje su sadrzale 2,4-D u svim ispitivanim koncetracijama
indukovana je somatska embriogeneza i organogeneza na svetlosti 1 u mraku.

Segmenti lukovice retko kalusiraju, a somatski embrioni se diferenciraju na
eksplantatu, ve¢ posle deset dana gajenja na svim koncetracijama auksina. Posle mesec
dana uocavaju se potpuno formirani somatski embrioni (Slika 19). Somatski embrioni
najcesce se diferenciraju na bazalnom delu eksplantata (Slika 19 a) 1 uglavnom su bele do
svetlo zelene boje. Somatski embrioni formirani u mraku (Slika 19 b) su sitniji od
somatskih embriona formiranih na svetlosti i obi¢no su bele do svetlo zute boje. Na kraju
subkulture = somatski embrioni se mogu odvojiti od pocetnog ekplantata. Visoke
koncentracije 2,4-D (preko 1 mg/l) dovode do smanjenja broja somatskih embriona,
kalusiranja eksplantata, smanjenja veli¢ine somatskog embriona i zaustavljanja njihovog
daljeg rastenja. Somatska embriogeneza je asinhrona tj. na poc¢etnom eksplantatu se mogu
uociti somatski embrioni na razli¢itim stupnjevima razvica.

U kulturama segmenta lukovice koje su gajene na hranljivoj podlozi sa 1 mg/l 2,4-
D, na svetlosti formiralo se najviSe 5,36 somatskih embriona (Slika 20 a). Neznatno manji
broj somatskih embriona (4,21) formirao se na segmentima lukovica gajenim u mraku na
istoj hranljivoj podlozi (Slika 20 a). Sa povecanjem koncentracije 2,4-D u hranljivoj
podlozi dolazi do smanjenja broja somatskih embriona kod svih kultura, bez obzira na to da
li se gaje na svetlosti ili u mraku.

Pored procesa somatske embriogeneze u kulturama segmenta lukovice gajenim na
hranljivim podlogama obogac¢enim sa 2,4-D indukuje se proces organogeneze tj. dolazi do
formiranja lukovica (Slika 20 b).

Organogeneza je indukovana pri koncentraciji 2,4-D od 0-1 mg/I na svetlosti i od 0-
0,5 mg/l u mraku. Koncentracije 2,4-D vise od 1 mg/l dovode do smanjenja regeneracije
lukovica. Najve¢i broj lukovica (2,0) regenerisan je na hranljivoj podlozi sa 0,1 mg/12,4-D
(Slika 20 b) gajenih na svetlosti. Na visSim koncentracijama 2,4-D dolazi do potpune

inhibicije regeneracije lukovica.
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Slika 20. Uticaj 2,4-D na indukciju somatske embrigeneze (a) i organogeneze (b) u kulturi

segmenata lukovica F. meleagris L. formiranih in vitro

U kulturama segmenata lukovica na hranljivim podlogama koje su sadrzale TDZ u
svim ispitivanim koncentracijama indukovana je direktna somatska embriogeneza i
organogeneza (Slika 21). Somatski embrioni su bele do svetlo zelene boje 1 ve¢i su od
somatskih embriona formiranih na hranljivoj podlozi sa 2,4-D (Slika 21 a-d). Somatski
embrioni diferencirani u mraku (Slika 21 e-h) su bele boje i1 slabije su razvijeni od
somatskih embriona regenerisanih na svetlosti. Lukovice se najc¢es¢e razvijaju u bazalnom
delu pocetnog eksplantata i obi¢no su bele boje sa svetlo zelenim vrhom (Slika 21 c).

Lukovice formirane u mraku pocinju da klijaju tek kada se gaje na svetlosti.
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Slika 21. Indukcija somatske embriogeneze u kulturi segmenta lukovica F. meleagris L.
formiranih in vitro a), b), c), d) gajenih na svetlosti i e), f), g), h) mraku posle mesec dana

na hranljivim podlogama sa razli¢itim koncentracijama TDZ.

ProseCan broj somatskih embriona raste sa povecanjem koncentracije TDZ u
hranljivoj podlozi od 0,05 do 0,2 mg/1 (Slika 22 a). Najveci broj somatskih embriona (7,31)
formirao se na hranljivoj podlozi sa 0,2 mg/l TDZ na svetlu. Nasuprot tome, u mraku,
najveci broj somatskih embriona formirao se na hranljivoj podlozi sa 0,1 i 0,2 mg/l TDZ.
Prosecan broj somatskih embriona se postepeno smanjuje sa povecanjem koncentracije
TDZ u hranljivoj podlozi (Slika 22 a).

Indukcija organogeneze na hranljivim podlogama obogac¢enim sa TDZ postignuta je
na svim koncentracijama pri gajenju segmenata lukovica na svetlosti, dok je u uslovima
mraka indukcija postignuta jedino na koncentraciji TDZ od 0,5 i 1 mg/l. Najveci broj
lukovica (2,76) regenerisan je na hranljivoj podlozi koja je sadrzala 1 mg/l TDZ na

svetlosti (Slika 22 b).
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Slika 22. Uticaj TDZ na indukciju somatske embrigeneze (a) i organogeneze (b) u kulturi

segmenata lukovica F. meleagris formiranih in vitro

Somatska embriogeneza i organogeneza u kulturi segmenata lukovica F. meleagris
indukovana je i1 na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja (Slika 23). Prosecan broj
somatskih embriona formiranih na lukovicama gajenim na svetlosti iznosio je 2,95 odnosno
2,62 kod lukovica gajenih u mraku (Slika 20 a i 22 a). Pored toga, na istoj hranljivoj

podlozi formirale su se i lukovice kako na svetlosti tako i u mraku (Slika 20 b 1 22 b).
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Slika 23. Indukcija somatske embriogeneze u kulturi segmenata lukovica F. meleagris

gajenim na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. a) na svetlosti b) u mraku

4.4. Indukcija morfogeneze u kulturi baze lista biljaka F. meleagris L. gajenih in vitro

U kulturi baza listova ispitivan je uticaj 2,4-D i KIN pojedinac¢no ili u kombinaciji
(0,1 do 10 mg/1, svaki) na indukciju morfogeneze in vitro. Na svim ispitivanim hranljivim
podlogama uspesno je indukovana somatska embriogeneza.

Na bazama listova koje su gajene na hranljivim podlogama sa razliitim
koncentracijama 2,4-D, ve¢ posle deset dana dolazi do pojave morfoloskih promena u vidu
zelenih, staklastih somatskih embriona na globularnom stadijumu razvi¢a (Slika 24 a).

Daljim razvojem, formiraju se somatski embrioni na razli¢itim stadijumima embriogeneze.

Slika 24. Indukcija somatske embriogeneze u kulturi baze lista F. meleagris na hranljivoj
podlozi obogacenoj sa 0,1 mg/l 2,4-D: a) rani globularni embrion formiran na povrsini lista;
b) somatski embrion na srcastom stadijumu razvi¢a; c) somatski embrion na

kotiledonarnom stadijumu razvi¢a posle 14 dana od indukcije somatske embriogeneze.
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Ovaj proces je asinhron jer se na istom eksplantatu posle dve nedelje u kulturi
uocavaju somatski embrioni na srcastom (Slika 24 b) i kotiledonarnom stadijumu (Slika 24
¢). Somatski embrioni na srcastom stadijumu razvica su svetlo zelene boje, dok su embrioni
na kotiledonarnom stadijumu svetlo Zuti sa zelenim vrhovima.

Najveci procenat indukcije (93 %) kao 1 statisticki znacajno, najveci broj somatskih
embriona po eksplantatu (9,74) dobijen je na MS hranljivoj podlozi sa najnizom
koncentracijom 2,4-D (0,1 mg/l). Sa povecanjem koncentracije 2,4-D od 0,5 do 2 mg/l
dolazi do smanjenja broja somatskih embriona po eksplantatu. U prisustvu najvisih
koncetracija 2,4-D (5 i 10 mg/l), prosecan broj somatskih embriona nije statisticki
znacajano veci od broja onih koji se formiraju na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja.
(Slika 25 a).

U prisustvu kinetina u opsegu koncetracija od 0,1 do 2,0 mg/l procenat indukcije
somatske embriogeneze je priblizno isti i kre¢e se od 82 do 87 %. U prisustvu najnizih
koncentracija kinetina, 0,1 1 0,5 mg/l, formira se najve¢i broj somatskih embriona (4,75
odnosno 4,91 somatskih embriona po eksplantatu). Sa povecanjem koncentracije kinetina u

hranljivoj podlozi smanjuje se broj formiranih somatskih embriona (Slika 25 b).
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Slika 25 . Indukcija somatske embriogeneze u kulturi baze lista biljaka gajenih in vitro na

hranljivoj podlozi sa a) 2,4-D b) KIN ¢) 2,4-D i KIN

Indukcija somatske embriogeneze postignuta je i na svim hranljivim podlogama sa
2,4-D 1 KIN (Slika 25 c). Najve¢i procenat indukcije somatske embriogeneze (89 %) kao i
najveci broj somatskih embriona po eksplantatu (9,81) zabeleZen je na hranljivoj podlozi sa

1 mg/12,4-D i1 mg/l KIN. Sve kombinacije 2,4-D i KIN (0,1, 0,5, 1, 2, 1 5 mg/l) osim one
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u kojoj su kombinovane najviSe koncentracije ova dva regulatora rastenja stimuliSu
somatsku embriogenezu (Slika 25 c).

Prve morfoloske promene vidljive su ve¢ posle 7 dana od pocetka indukcije
somatske embriogeneze na svim ispitivanim hranljivim podlogama. Globularni somatski
embrioni formiraju se na povrsini baze lista direktno, tj. bez kalusne interfaze (Slika 26 a).
Njihov broj varira u zavisnosti od koncentracije regulatora rastenja i raste sa poveéanjem
koncentracije 2,4-D i1 KIN do 1 mg/l. Globularni somatski embrioni su beli do providni 1
tokom razvoja menjaju boju od zute do svetlo zelene (Slika 26 b-d). Formiranje somatskih
embriona je asinhrono tako da se u jednom trenutku na eksplantatu mogu naci embrioni u

razli¢itim stadijumima razvi¢a kao $to je srcasti (Slika 26 b) i1 kotiledonarni (Slika 26 c).

Slika 26. Indukcija somatske embriogeneze u kulturi baze lista F. meleagris na hranljivoj
podlozi sa 2,4-D i KIN (1 mg/l, svaki). a) embrion na ranom globularnom stadijumu na
povrsini eksplantata b) somatski embrion na srcastom stadijumu c) somatski embrion na
kotiledonarnom stadijumu d) baza lista sa somatskim embrionima na razli¢itim

stadijumima razvica.
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4.4.1. Anatomska istraZivanja somatske embriogeneze u kulturi baze lista

U cilju odredivanja porekla somatskih embriona i rasvetljavanja procesa somatske
embriogeneze na bazi lista biljaka gajenih in vitro uradena su anatomska istrazivanja
primenom tehnika ,,scanning® elektronske i svetlosne mikroskopije.

Prve vidljive promene uocavaju se posle 7 dana od pocetka indukcije somatske
embriogeneze u vidu dobro razvijenih embriogenih nodula na povrsini lista (Slika 27 a).
Globularni somatski embrioni formiraju se posle 10 do 14 dana (Slika 27 b). Posle mesec
dana u kulturi mogu se videti potpuno razvijeni somatski embrioni na kotiledonarnom
stadijumu razvica (Slika 27 c). Somatska embriogeneza F. meleagris je asinhrona, $to je

potvrdeno pojavom velikog broja somatskih embriona na razli€itim stadijumima razvica
(Slika 27 d).
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Slika 27. “Scanning* elektronske mikrografije somatske embriogeneze u kulturi baze lista
F. meleagris na hranljivoj podlozi sa 2,4-D. a) proembriogene nodule na povrsini lista b)
globularni somatski embrion c) rani kotiledonarni stadijum razvi¢a somatskog embriona; d)

potpuno razvijen somatski embrion na kotiledonarnom stadijumu razvica.

Histoloske promene u bazi lista na uzduznom preseku pocetnog eksplantata, koji je
gajen 8 dana na MS hranljivoj podlozi obogacenoj sa 0,1 mg/l 2,4-D uocavaju se u
epidermalnim ¢elijama u vidu promene njihove veli¢ine 1 oblika (Slika 28 a). Paralelno sa
ovim procesom dolazi i do intenzivnih ¢elijskih deoba u subepidermalnom delu lista koje
dovode do formiranja proembriogenih meristemskih centara. Ovi meristemski centri su

izgradeni od sitnih ¢elija sa izraZenim jedrom 1 gustom citoplazmom. Daljim antiklinim
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¢elijskim deobama dolazi do formiranja i prvih globularnih somatskih embriona. Oni su
izgradeni od izodijametricnih ¢elija okruzenih slojem protoderma (Slika 28 c). Tokom
narednih deset dana u kulturi intenzivnim celijskim deobama duz ose globularnog
somatskog embriona formira se razvojni stadijum sa izrazenom polarnos¢u-srcasti somatski
embrion (Slika 28 d). Posle 4 nedelje gajenja na hranljivoj podlozi sa auksinom na
poprecnom preseku pocCetnog eksplantata moze se uociti i somatski embrion na ranom

kotiledonarnom stadijumu razvica (Slika 28 e).

— AT i
Slika 28. Anatomska istrazivanja indukcije somatske embriogeneze u kulturi baze lista F.

meleagris. a) poprecni presek pocetnog eksplantata; b) proembriogeni meristemski centri ¢)
somatski embrion na globularnom stadijumu razvica (ge) d) somatski embrion na srcastom
stadijumu razvic¢a; e) rani kotiledonarni stadijum razviéa somatskog embriona (ke) f)
potpuno razvijen kotiledonarni stadijum somatskog embriona sa meristemom stabla (ms) i

korena (mk) kao 1 razvijenim lisnim primordijama (Ip).
Kako je proces somatske embriogeneze asinhron, na poprecnom preseku baza lista

uocCavaju se komplentno razvijeni somatski embrioni. Na poprecnom preseku

kotiledonarnog somatskog embriona uocavaju se meristem stabla, meristem korena i dobro
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razvijene lisne primordije (Slika 28 f). Somatski embrioni vode poreklo od epidermalnih i
subepidermalnih ¢elija lista i na kraju procesa diferencijacije nemaju vaskularnu vezu sa
pocetnim eksplantatima. Anatomska istrazivanja ukazuju na to da je somatska

embriogeneza direktna i da somatski embrioni imaju visecelijsko poreklo.

4.5. Biohemijski aspekti indukcije in vitro morfogeneze F. meleagris

Ispitivana je aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, CAT i POX) i esteraza, kao i
koncentracija i profil arabinogalaktanskih proteina tokom indukcije morfogeneze in vitro na

dve hranljive podloge: 1. 2,4-D 1 KIN (1 mg/l, svaki) i 2. TDZ (1 mg/1).

4.5.1. Kvantifikacija antioksidativnih enzima tokom indukcije morfogeneze in vitro u

kulturi segmenata lukovica

Za indukciju morfogeneze in vitro koris¢ene su lukovice koje su prethodno mesec
dana gajene na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja pri: I standardnim uslovima
gajenja (24 °C, 3% saharoza); Il snizenoj temperaturi (4 °C, 3% saharoza); III povecanoj
koncentraciji saharoze (24 °C, 4,5 % saharoza). Za analizu antioksidativnih enzima
koris¢eni su segmenti lukovica gajeni na MS hranljivim podlogama za indukciju
morfogeneze in vitro (2,4-D i KIN, TDZ). Pra¢ena je dinamika promene aktivnosti
antioksidativnih enzima tokom prve 4 nedelje (svakih 7 dana) indukcije morfogeneze in

Vitro.

4.5.1.1. Kvantifikacija superoksid dismutaze

Aktivnost SOD u kulturi segmenata lukovica koje su predhodno gajene mesec dana
na 24 °C prikazana je na Slici 29.

Posle 7 dana od pocetka indukcije morfogeneze in vitro na obe hranljive podloge
zabeleZena je najveéa aktivnost SOD (17,39 + 0,16 pmolmin™) i to na hranljivoj podlozi sa

2,4-DiKIN (Slika 29 a), a na hranljivoj podlozi sa TDZ 15,12 + 0,26 pmolmin™ (Slika 29
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b). Najniza aktivnost je zabelezena kod segmenata lukovica odmah posle izolacije (6,33 +
0,69 pmolmin™).

Posle 14 dana od pocetka indukcije, na obe ispitivane hranljive podloge, dolazi do
pada aktivnosti superoksid dismutaze. Na kraju subkulture na hranljivoj podlozi sa TDZ

uoceno je neznatno povecanje aktivnosti SOD u segmentima lukovice.

F

aktivhost enzima (Umg)

@ T 14 21 26
broj dana u kulturl
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Slika 29. Aktivnost superoksid dismutaze tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi
segmenata lukovica F. meleagris posle gajenja lukovica na 24 °C na hranljivim podlogama

obogacenim sa: a) 2,4-D 1 KIN; b) TDZ.

Nativnom elektroforezom je utvrdeno prisustvo 5 izoformi SOD od cega su dve Cu/Zn
SOD i tri Fe SOD (Slika 30 a). Svih pet izoformi je aktivno tokom indukcije morfogeneze
in vitro na oba induktivna tretmana. Najveca relativna aktivnost SOD zabeleZena je 7 dana

od pocetka indukcije morfogeneze na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN (Slika 30 b)
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odnosno 28. dana na hranljivoj podlozi sa TDZ (Slika 30 c), dok je najmanja relativna

aktivnost zabelezena kod lukovica odmah posle izolacije.
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Slika 30. Nativna elektroforeza. a) prikaz izoformi SOD na gelu iz segmenata lukovice F.
meleagris prethodno gajenih na 24 °C b) relativna aktivnost SOD izoformi u segmentima
lukovice F. meleagris gajenim na 2,4-D 1 KIN c) relativna aktivnost SOD izoformi u

segmentima lukovice gajenim na TDZ.
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Kod lukovica prethodno gajenih na 4 °C pre izolacije segmenata aktivnost SOD je
bila veca u odnosu na segmente lukovica koji su predhodno gajeni na standardnim
uslovima (24 ©).

Najveéu aktivnost SOD (30,16 + 0,33 pmolmin™) zabeleZena je u segmentima
lukovica 7 dana posle pocetka indukcije na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN. Aktivnost
SOD opada u segmentima lukovica posle 7 dana u kulturi da bi 28. dana ponovo porasla
(Slika 31 a). U segmentima lukovica gajenim na hranljivoj podlozi sa TDZ poviSena
aktivnost SOD (21,43 + 0,80 pmolmin™) se zadrzava do 14. dana od pocetka indukcije, a
zatim opada (Slika 31 b).
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Slika 31. Aktivnost superoksid dismutaze tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi
segmenata lukovica F. meleagris posle gajenja lukovica na 4 °C na hranljivim podlogama

obogacenim sa: a) 2,4-D 1 KIN b) TDZ.
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Kada su kao pocetni eksplantat koris¢ene lukovice koje su predhodno mesec dana
gajene na 4 °C, nativnom elektroforezom je utvrdeno prisustvo svih izoformi SOD, ali one
nisu uvek bile aktivne (Slika 32 a). Svih 5 izoformi je aktivno tokom prve tri nedelje
indukcije morfogeneze in vitro na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN (Slika 32 b), i tokom
prve dve nedelje indukcije na hranljivoj podlozi sa TDZ (Slika 32 c).
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Slika 32. Nativna elektroforeza. a) prikaz izoformi SOD na gelu iz segmenata lukovice F.
meleagris prethodno gajenih na 4 °C b) relativna aktivnost SOD izoformi u segmentima
lukovice F. meleagris gajenim na 2,4-D 1 KIN c¢) relativna aktivnost SOD izoformi u

segmentima lukovice gajenim na TDZ.
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Kasnije ostaju aktivne dve izoforme Cu/Zn SOD i dve Fe SOD. Relativna aktivnost
SOD pri indukciji morfogeneze sa 2,4-D 1 KIN se povecava ve¢ 7. dana od pocetka
indukcije 1 zadrzava na nivou viSem od pocetnog sve do 28. dana. Kada je indukcija
postignuta na podlozi sa TDZ, relativna aktivnost SOD je najviSa 7. dana, a zatim opada do
kraja subkulture.

Gajenje lukovica na hranljivoj podlozi sa poveéanom koncentracijom saharoze
(4,5%) dovodi do povecane aktivnosti SOD u odnosu na lukovice koje su gajene na

standardnim uslovima (24 °C i 3% saharoze, Slika 33).
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Slika 33. Aktivnost superoksid dismutaze tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi
segmenata lukovica F. meleagris posle gajenja lukovica na hranljivoj podlozi sa 4,5%

saharoze 1 sa: a) 2,4-D 1 KIN b) TDZ.

Kao 1 kod lukovica koje su predhodno gajene na 24 °C najveca aktivnost SOD bila

je 7. dana gajenja na obe ispitivane hranljive podloge i to 20,16 + 0,42 pmolmin™ u slucaju
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hranljive podloge sa 2,4-D i KIN (Slika 33 a) odnosno 27,41 + 0,26 pmolmin™ kada su
lukovice gajene na hranljivoj podlozi sa TDZ (Slika 33 b). Takode, najmanja aktivnost
SOD (6,33 + 0,68 umolmin™) bila je kod segmenata lukovica odmah posle izolacije na obe
ispitivane hranljive podloge. Aktivnost SOD opada posle 7. dana od pocetka indukcije

morfogeneze in vitro i taj nivo aktivnosti se zadrzava sve do kraja Cetvrte nedelje gajenja na

obe hranljive podloge.
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Slika 34. Nativna elektroforeza. a) prikaz izoformi SOD na gelu iz segmenata lukovice F.
meleagris predhodno gajenih na hranljivoj podlozi sa 4,5% saharoze b) relativna aktivnost
SOD izoformi u segmentima lukovice F. meleagris gajenim na 2,4-D 1 KIN c) relativna

aktivnost SOD izoformi u segmentima lukovice gajenim na TDZ.
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Kada su kao pocetni eksplantat koriS¢ene lukovice koje su predhodno mesec dana
gajene na hranljivoj podlozi sa poviSenom koncentracijom saharoze, nativnom
elektroforezom je utvrdeno prisustvo svih izoformi SOD, ali sve izoforme nisu uvek bile
aktivne (Slika 34 a). U segmentima lukovica gajenim na hranljivoj podlozi sa 2,4-D
aktivnost svih 5 izoformi je potvrdena (Slika 34 b), a najveca relativna aktivnost je uocena
7. dana gajenja. Posle 2 i 4 nedelje gajenja na hranljivoj podlozi sa TDZ primeceno je
odsustvo jedne Fe SOD izoforme. Najveca relativna aktivnost SOD zabelezena je takode 7.

dana gajenja segmenata lukovica u kulturi (Slika 34 c).
4.5.1.2. Kvantifikacija katalaza

Aktivnost katalaza se naglo povecava ve¢ 7. dana od pocCetka gajenja segmenata
lukovica predhodno gajenih u standardnim uslovima (24 °C 1 3% saharoze) na obe
ispitivane hranljive podloge (Slika 35). Najveca aktivnost katalaza iznosila je 1041,85 +
58.82 pmolmin™ i zabeleZena je u segmentima lukovica gajenim na hranljivoj podlozi sa
TDZ. Aktivnost katalaza je najmanja (196,08 + 184 pmolmin™) na tek izolovanim
segmentima. Aktivnost katalaza opada posle 7. dana od pocetka indukcije na hranljivoj
podlozi sa 2,4-D i KIN, pa sve do 21. dana, a zatim raste (Slika 35 a). Kod segmenata
lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ aktivnost CAT opada do 14. dana, zatim se
neznatno povecava 21. dana i dostize najmanju vrednost 28. dana gajenja na toj hranljivoj

podlozi (Slika 35 b).
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Slika 35. Aktivnost katalaza tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi segmenata
lukovica F. meleagris posle gajenja lukovica na 24 °C na hranljivim podlogama

obogacenim sa: a) 2,4-D i KIN b) TDZ.

Aktivnost katalaza u segmentima lukovica posle prethodnog gajenja lukovica na 4
°C se naglo povecava 7 dana posle izolacije na obe ispitivane hranljive podloge (Slika 36 a
i b). Najmanja aktivnost katalaza (196,08 + 18,4 pmolmin™) uodena kod segmenata
lukovica odmah posle izolacije. Aktivnost katalaza opada odmah 7 dana posle pocetka
indukcije na obe hranljive podloge 1 dostize minimum 14. dana gajenja na hranljivoj
podlozi sa 2,4-D, odnosno 21. dana na hranljivoj podlozi sa TDZ. Maksimalna aktivnost
ukupnih katalaza kod segmenata lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ
detektovana je 7. dana od pocetka indukcije (1031,50 + 63,39 umolmin™ ) kao i kod
lukovica koje su predhodno gajene na 24 °C (Slika 36).
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Slika 36. Aktivnost katalaza tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi segmenata
lukovica F. meleagris posle gajenja lukovica na 4 °C na hranljivim podlogama obogaéenim

sa: a) 2,4-D 1 KIN b) TDZ.

Aktivnost katalaza se povecava u segmentima lukovica i kada su lukovice
predhodno gajene na povecanoj koncentraciji saharoze (Slika 37 a i b). Za razliku od
predhodnih pretretmana lukovica, u ovom su najvise vrednosti katalaza detektovane tek 14.
dana od indukcije u slu¢aju hranljive podloge sa 2,4-D i KIN (861,92 + 48,81 pmolmin™),
odnosno 21. dana u slu¢aju hranljive podloge sa TDZ (691,99 + 38,21 umolmin™).
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Slika 37. Aktivnost katalaza tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi segmenata

lukovica F. meleagris posle gajenja lukovica na hranljivoj podlozi sa 4,5% saharoze i sa: a)

2,4-DiKIN b) TDZ.
4.5.1.3. Kvantifikacija peroksidaza

Aktivnost ukupnih peroksidaza bila je najveéa (72,72 + 0,68 pmolmin™) kod
segmenata lukovica neposredno posle izolacije. U segmentima lukovice gajenim na
hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN tri nedelje zabelezena je najmanja aktivnost (37,03 £2,20
umolmin™) peroksidaza, dok je kod segmenata lukovice gajenih na hranljivoj podlozi sa
TDZ najmanja vrednost peroksidaza (39,90 + 2,73 pmolmin™) detektovana je 14. dana od

pocetka gajenja na hranljivoj podlozi (Slika 38 a1 b).
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Slika 38. Aktivnost peroksidaza u kulturi segmenata lukovice F. meleagris posle gajenja
lukovica na 24 °C, na hranljivim podlogama obogacenim sa: a) 2,4-D i KIN b) TDZ c)

Zimografska detekcija peroksidaza .

93



Tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi segmenata lukovica uoceno je
ukupno 11 izoformi peroksidaza koje su obelezene brojevima od 1 i 11 (Slika 38 c).
Izoforme 1, 6, 8 nisu detektovane u segmentima lukovica neposredno posle izolacije.
Izoforma 2 je jaCe izraZzena u tim segmentima lukovica nego u segmentima lukovica
gajenim na obe ispitivane hranljive podloge. Izoforme 6 i 7 su veoma slabo izrazene kod
segmenata lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ u odnosu na segmente lukovica
gajene na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN. Izoforma 6 je najjace izrazena kod segmenata
lukovice gajenih na 2,4-D 1 KIN 28 dana posle indukcije.

Kao i1 kod segmenata lukovica izolovanih iz lukovica gajenih pri standardnim
uslovima, aktivnost ukupnih peroksidaza (72,72 + 0,68 umolmin'l) u segmentima lukovice
predhodno gajenih na 4 °C bila je najveca neposredno posle izolacije (Slika 39 a i b).

I kod ovih segmenata lukovica, prethodno gajenih na 4 °C, aktivno je ukupno 11
izoformi peroksidaza (Slika 39 c). Izoforme 1, 6, 8 takode nisu detektovane u segmentima
lukovica posle izolacije, dok je izoforma 2 jace izrazena. I ovde izoforme 6 1 7 su veoma
slabo izrazene kod segmenata lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ. Izoforma 7 je
veoma izrazena kod segmenata lukovice gajenih na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN

posebno tokom prve tri nedelje gajenja.

94



aktivhost erzima (U/ma)
asSo3s833sa

o 7 14
broj dana u kulturi

=353

b=

= 12
o &

aktivnost enzima (Uimg)
o =

28

0 T 14
b broj dana u Kulturi

142128 7142128

- TDZ

C 2,4-D i KIN
Slika 39. Aktivnost peroksidaza u kulturi segmenata lukovice F. meleagris posle gajenja

lukovica na 4 °C na hranljivim podlogama obogacenim sa: a) 2,4-D i KIN b) TDZ c)

Zimografska detekcija peroksidaza.
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Aktivnost ukupnih peroksidaza bila je najveca (72,72 + 0,68 umolmin’l)
neposredno posle izolacije segmenata iz lukovica prethodno gajenih na povecanoj
koncentraciji saharoze (4,5%). Gajenjem segmenata lukovica na hranljivim podlogama
dolazi do smanjenja aktivnosti ukupnih peroksidaza (Slika 40 a 1 b). Najniza aktivnost
ukupnih peroksidaza (33,25 + 2,31 pmolmin™) kod segmenata lukovica gajenih na
hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN detektovana je 14. dana gajenja na ovoj podlozi, dok je
aktivnost POX kod segmenata lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ ista tokom
Citave subkulture, odnosno snizava se u 1. nedelji 1 7. dana dostize vrednost koja ostaje na
istom nivou do kraja subkulture.

Prethodno gajenje lukovica na povecanoj koncentraciji saharoze uticalo je na
smanjenje broja izoformi peroksidaza, jer je detektovano 10 izoformi peroksidaza. Trake su
slabijeg intenziteta nego kod segmenata lukovica konstantno gajenih na 3% saharoze.
Izoforme 1 i 6, takode nisu detektovane u segmentima lukovica neposredno posle izolacije,
dok izoforma 8 uopste nije detektovana. Izoforme 6 i 7 su veoma slabo izrazene kod
segmenata lukovica gajenih na obe ispitivane hranljive podloge. Izoforma 7 je izrazena
samo 14. dana od pocetka gajenja segmenata lukovice na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN

121. dana kod segmenata lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ (Slika 40 c).
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Slika 40. Aktivnost peroksidaza u kulturi segmenata lukovice F. meleagris posle gajenja
lukovica na hranljivim podlogama sa 4,5 % saharoze obogaéenim sa: a) 2,4-D i KIN b)

TDZ c) Zimografska detekcija peroksidaza.
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4.5.2. Kvantifikacija esteraza tokom indukcije morfogeneze in vitro u Kkulturi

segmenata lukovica

Segmenti lukovica F. meleagris su bili izolovani iz lukovica gajenih mesec dana na
MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja i izlozeni razli¢itim pretretmanima: 1.
standardnim uslovima gajenja (3% saharoze, 24 °C), 2.snizenoj temperaturi (3% saharoze,
4 °C) kao 1 3. povecanoj koncentraciji saharoze (4,5% saharoze, 24 °C). Pretretmani su
primenjivani tokom mesec dana, a zatim su izolovani segmenti gajeni na dve hranljive
podloge sa regulatorima rastenja (2,4-D i KIN ili TDZ). Detektovano je 6 izoformi esteraza
u slucaju oba koriS¢ena supstrata (1 i 2-naftil acetat) koje su oznacene brojevima od 1 do 6.

Esteraze su detektovane i u kiselom i u baznom pH regionu (Slika 41, 42 i 43).
Ispitivane pl vrednosti kretale su se u intervalu od 3.5 do 8.65. Ve¢i broj izoformi esteraza
(izoforme 3, 4, 5, 6) detektovan je u kiselom delu spektra sa oba koriS¢ena supstrata. Vecu
aktivnost u kiselom delu spektra esteraze pokazuju kada se kao supstrat koristi 2-naftil
acetat (Slika 41 b, 42 b 1 43 b), dok vecu aktivnost u baznom delu spektra pokazuju esteraze
kada se kao supstrat koristi 1-naftil acetat (Slika 41 a, 42 a143 a).

Neposredno posle izolacije uocavaju se samo dve izoforme esteraza oznacene
brojevima 1 1 6 koje su detekotovane sa 1-naftil acetatom kao supstratom, dok je 5 izoformi
detektovano oznacenih brojevima 1, 3, 4, 5, 6 kada je kao supstrat koriS¢en 2-naftil acetat
Izoforme esteraza kod ovih eksplantata su slabijeg intenziteta u odnosu na esteraze
izolovane iz segmenata lukovica koje su dalje gajene na hranljivim podlogama sa
regulatorima rastenja.

Neposredno posle izolacije segmenata lukovica poreklom od lukovica gajenih na 24
°C uocava se povecanje broja aktivnih izoformi esteraza i to na hranljivoj podlozi sa 2,4-D
nakon 14 dana gajenja na ovoj podlozi, dok se u segmentima lukovica gajenim na
hranljivoj podlozi sa TDZ aktivnost svih izoformi esteraza moZze uociti ve¢ posle 7 dana

gajenja (Slika 41 a).
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Slika 41. Zimografska detekcija esteraza detektovanih sa a) 1-naftil acetatom b) 2- naftil
acetatom u kulturi segmenata lukovica F. meleagris na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN ili

TDZ posle mesec dana gajenja lukovica na 24 °C

Kada su segmenti lukovica gajeni na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN, najveca
aktivnost esteraza zabelezena je 28. dana od pocetka gajenja na ovoj hranljivoj podlozi
(izoforme 1 1 2). Posle tri nedelje gajenja segmenata lukovica na hranljivoj podlozi sa TDZ
uocava se znacajno pojacana aktivnost izoforme 1 sa pl vrednos¢u od 8,45. Pri ovoj duzini

gajenja na istoj hranljivoj podlozi uofena je i maksimalna aktivnost svih 6 izoformi

esteraza (Slika 41 a).
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Slika 42. Zimografska detekcija esteraza detektovanih sa a) 1-naftil acetatom b) 2- naftil
acetatom u kulturi segmenata lukovica F. meleagris na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN ili

TDZ posle mesec dana gajenja lukovica na 4 °C

U slucaju gajenja lukovica na 4 °C, a zatim izolacije segmenata lukovica i njihovog
gajenja na dve hranljive podloge, prisutne su takode sve izoforme esteraza osim kod
segmenata lukovica neposredno posle izolacije (Slika 42). Aktivnost esteraza je izrazenija u
segmentima lukovica koji su gajeni na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN nego na hranljivoj
podlozi sa TDZ. Slabiji intenzitet traka uocava se u segmentima lukovica posle dve nedelje
gajenja na hranljivoj podlozi sa TDZ. Uocena j znacajno veca aktivnost esteraza u kiselom
delu spektra kod segmenata lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN tokom
celog perioda gajenja, a narocito izoforme 6 sa pl vrednosc¢u izmedu 5,20 1 5,85.

Aktivnost esteraza u segmentima lukovica izolovanim iz lukovica predhodno
gajenih na povecanoj koncentraciji saharoze je slabija nego aktivnost esteraza u
segmentima izolovanim iz lukovica koje su predhodno gajene pri standardnim uslovima (24
°C, 3% saharoza) ili na nizoj temperaturi (4 °C ) (Slika 43 a 1 b). Nedelju dana posle
izolacije segmenata lukovica pojacava se aktivnost izoformi 1 i 6 sa maksimumom

aktivnosti 7., 21. 1 28. dana u slucaju izoforme 1 i1 14. i 21. dana u slu¢aju izoforme 6 na
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hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN. Pojac¢ana aktivnost izoforme 6 uocava se samo 21. dana

na hranljivoj podlozi sa TDZ.
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Slika 43. Zimografska detekcija esteraza detektovanih sa a) 1-naftil acetatom b) 2- naftil
acetatom u kulturi segmenata lukovica F. meleagris na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN ili

TDZ posle mesec dana gajenja lukovica na hranljivoj podlozi sa 4,5% saharoze
4.5.3. Kvantifikacija AGP tokom indukcije morfogeneze in vitro

Kvantifikacija arabinogalaktanskih proteina izvrSena je tokom indukcije
morfogeneze in vitro na hranljivim podlogama obogacenim sa 2,4-D i KIN 1 mg/l, svaki
odnosno 1 mg/l TDZ u kulturi segmenata lukovica i1 bazalnih segmenata listova. Jedan deo
biljaka prethodno je bio gajen mesec dana na temperaturi od 4 °C. Promena u sadrzaju

AGP je pracena tokom 4 nedelje gajenja u kulturi.
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4.5.3.1. Koncentracija AGP tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi bazalnih

delova listova

Koncentracija AGP se povecava ve¢ posle 7 dana gajenja bazalnih segmenata
listova na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN koje su bile pre indukcije gajene mesec dana na
24 °C. Najveca koncentracija (0,58 + 0,04 mg/g tkiva) zabelezena je 21. dana posle pocetka
gajenja na ovoj hranljivoj podlozi $to predstavlja povecanje od tri puta u odnosu na bazalne
segmente lukovica neposredno posle izolacije (0,17 + 0,01 mg/g tkiva) (Slika 44 a). Na
hranljivoj podlozi obogacenoj sa TDZ koncentracija AGP u bazalnim segmentima listova 7.

dana raste, a zatim opada da bi 14. dana dostigla najnizu vrednost (0,11 + 0,04 mg/g tkiva).
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Slika 44. Koncentracija arabinogalaktanskih proteina tokom indukcije morfogeneze in vitro
u kulturi bazalnih segmenata listova. Hranljive podloge sa 2,4-D 1 KIN ili TDZ kori$¢ene

su za indukciju morfogeneze posle gajenja biljaka u trajanju od mesec dana na temperaturi
a) 24 °Cb) 4 °C.
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Posle toga koncentracija AGP u tkivu raste i dostize maksimalnu vrednost
(0,32+0,02 mg/g tkiva) 28. dana.

Kod biljaka koje su prethodno gajene na 4 °C u bazalnim segmentima listova
odredena je niza koncentracija AGP (0,04 + 0,001 mg/g tkiva) nego kada su biljke gajene
kontinualno na 24 °C. Tokom indukcije u kojoj su kao pocetni eksplantati koriS¢eni bazalni
segmenti listova ovih biljaka povecava se koncentracija AGP u tkivu tokom indukcije
morfogeneze in vitro. Maksimalna koncentracija AGP na obe hranljive podloge 21. dana
gajenja u kulturi iznosi 0,52 + 0,01 mg/g tkiva na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i 0,41 + 0,04
mg/g tkiva na hranljivoj podlozi sa TDZ (Slika 44 b).

4.5.3.2. Koncentracija AGP tokom indukcije morfogeneze in vitro u kulturi segmenata

lukovica

Za razliku od kulture bazalnih segmenata lista koncentracija AGP u kulturi
segmenata lukovica se menja tek posle 7 dana gajenja kada dolazi do smanjenja
koncentracije AGP i dostiyanja minimuma 14. dana, a zatim do naglog povecanja sa
maksimumom 28. dana gajenja i to na oba induktivna tretmana (Slika 45 a). Najveca
koncentracija AGP u kulturi segmenata lukovica posle gajenja lukovica detektovana je 28.
dana od pocetka indukcije na hranljivoj podlozi sa TDZ i iznosila je 0,59 + 0,04 mg/g tkiva.

Kao i u kulturi bazalnih delova listova i u kulturi segmenata lukovica zabelezena je
niza koncentracija AGP kod segmenata lukovica predhodno gajenih na 4 °C u odnosu na
lukovice kontinualno gajene na 24 °C 1 to na obe hranljive podloge. Na hranljivoj podlozi
sa 2,4-D 1 KIN 7. dana se zapaza povecanje koncentracije AGP u tkivu koja opada posle
14. dana, a zatim do kraja posmatranog perioda raste dostizu¢i maksimum 28. dana (0,53 +
0,03 mg/g tkiva). Na hranljivoj podlozi sa TDZ u segmentima lukovica detektovana je
snizena koncentracija AGP na pocetku gajenja, dok posle toga dolazi do poveéanja
koncentracije 1 maksimum se dostize takode 28. dana, a iznosi 0,45 + 0,05 mg/g tkiva

(Slika 45 b).

103



1
o

= B2 4-[4EN OTDZ
E 06+ I
"9 E
E o5
< 04 - ‘.
T 03 1
E I:I 2 - r |
= 01 4 L
c
gl il .
1] T 14 b | 28
brojdana u kulturi
a i
807 m2A-D+KIN 0TDZ
= 06
o
o 0.5
X g4 l
=
2] B
& - T
m )
g |
E L] T T T T
il T 14 2 28
b broj dana u Kultur

Slika 45. Koncentracija arabinogalaktanskih proteina tokom indukcije morfogeneze in vitro
u kulturi segmenat lukovica. Hranljive podloge sa 2,4-D i KIN ili TDZ koriS¢ene su za
indukciju morfogeneze posle gajenja biljaka u trajanju od mesec dana na temperaturi a) 24

°Cb) 4 °C.

4.5.3.3. Dokazivanje AGP ukrStenom elektroforezom tokom indukcije morfogeneze in

vitro

Analiziran je elektroforetski profil AGP izolovanih iz lukovica F. meleagris gajenih
tokom Cetiri nedelje gajenja na dve hranljive podloge, a zatim uporedivan sa profilom
gumiarabike kao standardom (Slika 46). Na osnovu kretanja proteina u prvom
elektroforetskom gelu odredena je Rf vrednost koja je za gumiarabiku iznosila 0,678 (Slika

45 a).

104



RI=E0.678 N Rf=0.607

Slika 46. Elektroforetski profil arabinogalaktanskih proteina dobijen metodom ukrStene
elektroforeze. a) gumiarabika b-d) AGP izolovani iz tkiva F. meleagris tokom indukcije

morfogeneze in vitro.

Na osnovu rezultata mozemo zakljuciti da je u tkivima izolovanom na razli¢itim
tretmanima tokom indukcije morfogeneze in vitro prisutan samo jedan tip AGP c¢ija
molekulska masa varira (Slika 46 b, c, d).

Tokom prve cetiri indukcije morfogeneze in vitro nije detektovan specifican tip
AGP.
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5. DISKUSIJA

5.1. Regeneracija koSutice in vitro

Vecina geofita se razmnozava veoma sporo u prirodnim uslovima pa su tehnike
kulture tkiva neophodne za prevazilazenje ovog problema (Ziv i Lilien Kipins, 2000).
Stepen uspesnosti regeneracije biljaka in vitro zavisi od razvojnog stadijuma biljke, sastava
hranljive podloge, kombinacije regulatora rastenja i tehnika koje se koriste u kulturi tkiva.

Veoma veliki znafaj za uspeSnu regeneraciju in vitro ima izbor pocetnog
eksplantata (Krishnaraj 1 Vasil, 1995; Petri¢ 1 sar., 2011). Kao pocetni eksplantati u vecini
protokola za indukciju morfogeneze in vitro vrsta roda Fritillaria korisS¢eni su segmenti
lukovica, zigotski embrioni, bazalni segmenti lista, kao i delovi cveta i stabla. Za razliku od
kulture vegetativnih i generativnih delova biljaka odabranih genotipova kod kojih je
potrebno dobijanje uniformnog genetiCkog materijala, kultura zrelih zigotskih embriona

predstavlja uspesan metod za regeneraciju biljka u cilju ouvanja biodiverziteta.

5.1.1. In vitro morfogeneza u kulturi zrelih zigotskih embriona F. meleagris L.

U kulturi zrelih zigotskih embriona kod F. meleagris morfogeneza in vitro bila je
uspesna na hranljivoj podlozi sa TDZ kao i na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja.
Ostale hranljive podloge koje su sadrzale IAA, BAP, 2,4-D 1 KIN dovodile su do
kalusiranja pocetnog eksplantata i nisu bile odgovaraju¢e za indukciju morfogeneze ove
vrste. UmnoZzavanje lukovica i izdanaka iz embriogenog kalusa postignuto je na hranljivoj
podlozi sa TDZ. Umnozavanje izdanaka Acampe praemorsa (Nayak 1 sar., 1997) 1 Lilium
longiflorum (Nhut 1 sar., 2002) takode je postignuto na hranljivoj podlozi obogacenoj sa
TDZ.

Regeneracija lukovica iz embriogenog kalusa u kulturi zrelih zigotskih embriona
postignuta je kod F. alburyana i F. whittallii (Ozcan i sar., 2007). Hranljiva podloga koja je
koriS¢ena za regeneraciju kod ove dve vrste bila je N6 hranljiva podloga obogacena sa 2,4-
D. Embriogeni kalus F. ussuriensis gajen je na MS hranljivoj podlozi sa NAA (2 mg/l),
BAP (0,5 mg/l) ili 2,4-D (2 mg/l) i iz njega je regenerisan veliki broj lukovica (Sun i sar.,
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2008). Xue i sar. (2008) regenerisali su lukovice iz embriogenog kalusa F. anhinensis
koriste¢i MS hranljivu podlogu sa KIN (2 mg/l) i NAA (2 mg/l). Zigotski embrioni
Sternbergia fischeriana su gajeni na MS hranljivoj podlozi obogacenoj sa NAA i BAP gde
dolazi do formiranja embriogenog kalusa kao i do regeneracije izdanaka 1 lukovica (Mirici 1
sar., 2005). Pored organogeneze, gajenjem zigotskih embriona S. fischeriana na MS
hranljivoj podlozi sa 2,4-D, dolazi i do formiranja velikog broja somatskih embriona.

Formiranje 1 diferencijacija somatskih embriona u kulturi zigotskih embriona
postignuta je na hranljivoj podlozi sa TDZ kao i na hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja s tim $to je ve¢i broj somatskih embriona formiran na hranljivoj podlozi sa TDZ.
Embriogeni kalus formira se u kulturi zigotskih embriona Sargarepe takode na hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja (Smith 1 Krikorian, 1990). Zigotski embrioni kao pocetni
eksplantati koriS¢eni su za indukciju malog broja vrsta roda Fritillaria. Kod F. meleagris
somatske embriogeneza dobijena je na hranljivoj podlozi sa 2,4-D ili TDZ u koncentraciji
od 1 mg/l, svaki (Suboti¢ i sar., 2010) i kod F. alburyana na MS podlozi obogaéenoj sa
BAP i NAA odnosno N6 podlozi sa 2,4-D (Ozcan 1 sar., 2007). Indukcija somatske
embriogeneze iz zigotskih embriona na hranljivoj podlozi sa 2,4-D postignuta je kod Allium
aflatunense (Subotic i sar., 2006), Allium sativum (Luciani i sar., 2006) i pirinca (Meneses 1
sar., 2005). TDZ je koris¢en za indukciju somatske embriogeneze kod Acacia magnum na
hranljivoj podlozi sa koncentracijama ovog regulatora rastenja od 1 do 2 mg/l gde izaziva
formiranje zeleno zutog embriogenog kalusa (Xie 1 Hong, 2001). Citokinini potpomazu
regeneraciju biljaka in vitro, dok TDZ pored uloge sli¢ne citokininima ima i ulogu
modulatora endogenog nivoa auksina (Hutchinson sar., 1996), a auksini igraju vaznu ulogu
u indukciji somatske embriogeneze (Visser i sar., 1996).

Novonastale lukovice F. meleagris gajene su na hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja na standardnoj temperaturi (24 °C) 1 na temperaturi od 4 °C u cilju ispitivanja
uticaja niske temperature na dalje rastenje i razvi¢e lukovica. Gajenjem lukovica na
temperaturi od 4 °C u trajanju od 4 nedelje povecava se procenat oziljavanja lukovica
(60,4%) u odnosu na lukovice gajene na standardnoj temperaturi kod kojih je iznosio
32,4%. Broj korenova i1 duZina biljke su takode bili zna¢ajno ve¢i kod biljaka gajenih na 4

°C. Posle hladenja biljke su gajene jos 4 nedelje na standardnoj temperaturi. Duzina kao 1
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broj korenova bili su ve¢i kod biljaka koje su prethodno gajene na 4 °C. Niska temperatura
povecava procenat klijanja lukovica i oziljavanje §to je pokazano i kod drugih geofita kao
Sto je ljiljan (Langens-Gerrits i1 sar., 2003). Pozitivan uticaj gajenja lukovica na niskim
temperaturama uocen je i kod Dioscorea polystachya gde se procenat oziljenih lukovica
kre¢e izmedu 71 1 99% u odnosu na lukovice koje nisu hladene i kod kojih je procenat
oziljavanja bio samo 9% (Walck i sar., 2010).

Ispitivan je 1 uticaj povecane koncentracije saharoze u hranljivoj podlozi na prirast
mase lukovica F. meleagris. Najveli prirast mase uocen je na koncentraciji saharoze od
4,5% na obe ispitivane temperature. Pove¢ana koncentracija saharoze u hranljivoj podlozi
pozitivno uti¢e na broj i masu novoformiranih lukovica i kod F. thunbergii (Seon i sar.,
1999). Kod ove vrste formira se 11,3 lukovice po eksplantatu na koncentraciji saharoze od
5% u hranljivoj podlozi, dok se masa lukovica uvecava od 5 do 7 puta ukoliko se lukovice
gaje na hranljivoj podlozi sa 5 % odnosno 7% saharoze. Slican efekat je dobijen i kod
ljiljana gde je uoceno da je povecanje suve mase lukovica u korelaciji sa povecanjem
koncentracije saharoze u hranljivoj podlozi (Langens-Gerrits, 2003c). Isti autori navode da
krupnije lukovice imaju veci prirast mase na nizim koncentracijama saharoze u hranljivoj
podlozi, dok manje lukovice brze rastu na viSim koncentracijama saharoze. Pretpostavlja se
da je usvajanje saharoze iz hranljive podloge intenzivnije na vi§im temperaturama, pa se
samim tim i masa lukovica povecava na tim temperaturama (Yamagishi, 1997). Na niskim
temperaturama moze do¢i do slabljenja funkcije korena i na taj nac¢in akumulacija Secera
moze biti manja (Yamagishi, 1993). Pored toga, na viSim temperaturama aktivniji su i
enzimi koji razlazu saharozu. Smatra se da odredene ekstracelularne kisele invertaze koje
se transportuju u okolnu hranljivu podlogu dovode do razlaganja saharoze na glukozu i
fruktozu (Masuda 1 sar., 1988). Kada se lukovice F. meleagris gaje mesec dana na
standardnoj temperaturi posle gajenja na 4 °C, prirast mase je najvec¢i kod lukovica gajenih
na hranljivoj podlozi sa 4,5% saharoze. Dormancija lukovica koja je prekinuta tokom
hladenja dovodi do pojacanih metabolickih procesa koji mogu dovesti do intezivnijeg
usvajanja saharoze iz hranljive podloge pa samim tim i do povec¢anja njihove mase.

Posle gajenja na niskoj temperaturi, kod oziljenih lukovica odreden je sadrzaj vode,

Secera, poliola i fotosintetiCkih pigmenata. Kod lukovica koje su gajene na 4 °C primecen
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je porast sadrzaja vode, glukoze, fruktoze i poliola. Tokom gajenja lukovica na standardnoj
temperaturi dolazi do smanjenja koncentracije Secera u lukovicama F. meleagris, §to je
takode primec¢eno i1 kod lukovica ljiljana u kojima je naglo smanjen sadrzaj Secera
neposredno posle sadenja, kada se pripremaju za klijanje (Miller 1 Langhaus, 1990).
Veoma vazna promena koja se deSava u lukovicama tokom perioda gajenja na 4 °C, je
promena u sadrzaju ugljenih hidrata (Galiba i sar., 1997). Seéeri imaju ulogu u zastiti
lukovica geofita od raznih vrsta abiotiCkog stresa (u koje spada i delovanje niskih
temperatura) na taj nacin sto deluju kao osmoregulatori (Hendry, 1993). Ugljeni hidrati u
lukovicama su pretezno akumulirani u vakuolama gde se i deSava njihova sinteza (Frehner i
sar., 1984) ali je njihova fizioloska i biohemijska uloga jo§ uvek nedovoljno rasvetljena.
Kada se lukovice ljiljana gaje na niskim temperaturama, dolazi do hidrolize skroba i
nakupljanja velike koli¢ine saharoze (Shin i sar., 2002). Saharoza predstavlja glavni Secer u
lukovicama F. meleagris, dok je sadrzaj glukoze i fruktoze daleko manji. U lukovicama
crnog luka sadrzaj Secera se krece od 65 do 85% i ti Seceri prestavljaju glavni izvor
rezervnih materija. Veliki deo Secera kod ove vrste Cini glukoza, fruktoza i saharoza
(Shiomi 1 sar., 2005). Koncentracija saharoze, koja je zastupljeniji Seer u odnosu na
glukozu i fruktozu u lukovicama F. meleagris, ne menja se znacajno tokom perioda gajenja
na 4 °C u odnosu na one lukovice gajene na standardnoj temperaturi. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa istrazivanjima Shin i sar. (2002) koji su takode potvrdili da je saharoza
najzastupljeniji Secer u lukovicama Lilium. Saharoza igra vaznu ulogu u rastenju i razvi¢u
biljaka i1 proizvodi njene degradacije mogu biti signali za prekid dormancije 1 pocetak
klijanja (Benkeblia 2008). Dormantne lukovice su fizioloski aktivne, ali mnogo manje u
odnosu na nedormantne lukovice. Priprema lukovica za klijanje tesno je povezana sa
razlaganjem polisaharida do disaharida i monosaharida (Benkelbia i sar., 2003). Hidroliza
Secera se obicno deSava na samom pocetku hladenja, u toku prve nedelje, da bi pred
pocetak kljijanja lukovica crnog luka, sadrzaj redukujuéih Secera (glukoze i fruktoze) bio
najveci (Shiomi i sar., 2005). Hidrolizu Secera katalizuje enzim invertaza Cija je aktivnost
smanjena kod lukovica luka koje su se spremale za period dormancije (Shiomi, 1993).
Seceri koji se akumuliraju u lukovicama tokom hladenja, u ovom slucaju glukoza i

fruktoza, sluze kao rezerva za naredni period u kom ¢e lukovice klijati kao i za pokretanje
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fotosintetiCkog aparata kada se zavrsi period dormancije (Miller i Langhaus, 1990). Posle
klijanja lukovice, rezervni ugljeni hidrati u spoljasnjim slojevima lukovice ljiljana pocinju
da se hidrolizuju. Skrob se akumulira u srediSnjem sloju lukovice i smatra se da njegova
hidroliza zna¢ajno pomaze klijanju (Langens-Gerrits 1 sar., 2003). U krtolama krompira
takode je dokazana povecana akumulacija skroba koje je predhodnica klijanja (Sarkar,
2008). Sadrzaj poliola u lukovicama F. meleagris je vise od dva puta veci u lukovicama
koje su hladene. Polioli povec¢avaju toleranciju ka raznim vrstama abiotickog stresa (Kaplan
1 sar., 2004). Povecanje koli¢ine vode u lukovicama mozZe biti povezano sa njenom ulogom
u degradaciji skroba koja se intenzivno odigrava tokom hladenja lukovica kao Sto je
pokazano kod narcisa (Kamenetsky i sar., 2003).

Koncentracija hlorofila se smanjuje kod lukovica F. meleagris koje su bile gajene
na niskoj temperaturi, dok se sadrzaj karotenoida povecava. Sadrzaj hlorofila smanjuje se
kada su biljke crvenog bibera izlozene razli¢itim vrstama stresa (Kim i sar., 2004). Tokom
dormancije krompira, fotosinteza se slabije odvija pa je samim tim sadrzaj pigmenata manji
(Kim 1 sar., 2002). Sli¢ni rezultati dobijeni su i1 kod lukovica koSutice, kod kojih se posle
naglog pada aktivnosti fotosintetickih pigmenata tokom hladenja, njihov sadrzaj povecava
kada se lukovice ponovo gaje na standardnoj temperaturi i proces fotosinteze nastavi
neometano da se odvija. Karotenoidi uc¢estvuju u brojnim antioksidativnim reakcijama koje
se odvijaju u stresnim situacijama (Edge i sar., 1997) i ukljuceni su u odbranu fotosistema
IT od Stetnog uticaja slobodnih radikala (Gilamore, 1997) pa se njihova koncentracija

povecava tokom hladenja.

5.1.2. Indukcija morfogeneze F. meleagris L. kod lukovica formiranih in vitro

Segmenti lukovica kao i bazalni delovi lista, mogu se koristiti kao pocetni
eksplantati za indukciju morfogeneze vrsta roda Fritillaria, ali su veoma podlozni
infekcijama (Witomska 1 Lukaszewska, 1997). Koris¢enjem delova lukovica formiranih in
vitro kao pocetnih eksplantata prevazilazi se problem sa kontaminacijom biljnog materijala
1 moze se znacajno povecati broj regenerisanih biljaka.

U kulturi segmenta lukovica koSutice fromiranih in vitro postignuta je indukcija

somatske embriogeneze 1 organogeneze na hranljivim podlogama koje su sadrzale 2,4-D i
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TDZ. Direktna somatska embriogeneza postignuta je na segmentima lukovice gajenim na
svetlosti ili u mraku na obe ispitivane hranljive podloge.

Na hranljivoj podlozi sa 2,4-D najveéi broj somatskih embriona formirao se na
koncentraciji od 1 mg/l prilikom gajenja na svetlosti. Najve¢i broj somatskih embriona na
hranljivoj podlozi sa TDZ formirao se na koncentraciji od 0,2 mg/l u istim uslovima gajenja
kultura. Formiranje somatskih embriona u mraku prati isti trend kao i formiranje somatskih
embriona na svetlosti, samo §to je broj formiranih embriona manji u mraku. Za razliku od
F. meleagris kod Lilium lendebourii ne formiraju se somatski embrioni pri istim
eksperimentalnim uslovima (Bakhshaie i sar., 2010). Hranljiva podloga obogacena sa 2,4-D
1 KIN kori$¢ena je za indukciju somatske embriogeneze na segmentima lukovica kod F.
palidiflora (Hao 1 sar., 1982). Embriogeni kalus dobijen je na segmentu lukovice F.
hupehensis kada je koriS¢ena kombinacija NAA 1 BAP (Shiau i sar., 2000).

Razli¢ite koncentracije ovih regulatora rastenja ne dovode samo do formiranja
somatskih embriona, ve¢ i do formiranja lukovica na istom eksplantatu (Petri¢ i sar., 2011).

Najveci broj lukovica regenerisan je na svetlosti 1 to na koncentracijama 2,4-D
nizim od 0,1 mg/l. Hranljiva podloga oboga¢ena sa TDZ bila je pogodna za regeneraciju
lukovica koje su se takode bolje regenerisale na svetlosti i to na koncentraciji od 1 mg/l gde
je formiran 1 najve¢i broj lukovica (2,76 lukovica po eksplantatu). Regeneracija lukovica
ljiljana takode je bila bolja na svetlosti, ali su za razliku od koSutice, lukovice ljiljana
regenerisane u mraku bile krupnije od lukovica formiranih na svetlosti (Gerrits 1 De Klerk,
1992). Broj regenerisanih lukovica koSutice je znacajno manji od broja regenerisanih
lukovica F. thunbergii formiranih u kulturi segmenta lukovica na MS hranljivoj podlozi sa
NAA i KIN (Paek i Murthy, 2002). Wawrosch 1 sar. (2001) uspesno su indukovali veliki
broj regenerisanih lukovica (7) na segmentima lukovice Lilium nepalense gajenih na
hranljivoj podlozi sa TDZ. Broj novoformiranih lukovica F. meleagris je ve¢i od broja
novonastalih lukovica Lilium ledebourii regenerisanih na hranljivoj podlozi sa TDZ
koriS¢enjem istih pocetnih eksplantata (Bakhshaie i sar., 2010). Lukovice Sternberia
fischeriana se najbolje regeneriSu na hranljivoj podlozi sa NAA i BAP (oko 3 lukovice po
eksplantatu), dok se u prisustvu TDZ smanjuje broj novoformiranih lukovica (Mirici 1 sar.,

2005). Indukcija organogeneze koSutice postignuta je i na hranljivoj podlozi bez regulatora
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rastenja. Slicni rezultati su dobijeni i kod razli¢itih Lilium hibrida kada su segmenti
lukovica gajeni na MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja (Haensch, 1996).
Koncentracija regulatora rastenja koja se dodaje u hranljivu podlogu znacajno utice na broj
regenerisanih lukovica F. thunbergii (Seon 1 sar., 1999) Sto je pokazano 1 u slucaju F.
meleagris. Najces¢e koriSéeni regulatori rastenja su bili NAA, IAA i BAP. Kukulezanka i
sar. (1989) uspesno su regenerisali lukovice F. meleagris na MS 1 FA hranljivoj podlozi sa
NAA 1 BAP u koncentraciji od 2, odnosno 1 mg/l dobiv§i 6 novonastalih lukovica po
eksplantatu. Kod F. hupehensis uspeSna regeneracija (72%) postignuta je na hranljivoj
podlozi sa NAA (0,25 mg/l) i BAP (0,5 mg/l) (Chen i sar., 2000). Povecane koncetracije
NAA i BAP (1 odnosno 2 mg/l) bile su neophodne za uspesnu regeneraciju lukovica F.
cirrosa (Chen 1 sar., 1993).

Broj regenerisanih lukovica kosutice vec¢i je u uslovima svetlosti na obe ispitivane
hranljive podloge. Manji broj lukovica regenerisan je u mraku i kod F. imperialis na MS
hranljivoj podlozi sa NAA i BAP u koncentraciji od 0,5 i 1 mg/l (Witomska i Lukaszewska,
1997). Na MS hranljivoj podlozi sa NAA 1 KIN regenerisano je 12 lukovica F. thunbergii
po eksplantatu na svetlosti, dok je samo 8 lukovica regenerisano na istoj hranljivoj podlozi
u uslovima mraka (Paek i Murthy, 2002). Regeneracija lukovica kod Lilium bila je bolja u
mraku (Niimi 1 Onozawa, 1979; Leshem 1 sar., 1982). Kod Hyacintus, uticaj svetlosti i
mraka je zavistan od ispitivanog kultivara (Kim 1 sar., 1981).

U kulturi bazalnih delova lista in vitro formiranih lukovica F. meleagris uspesno je
indukovana direktna somatska embriogeneza. Ispitivan je uticaj razli¢itih koncetracija 2,4-
D i1 KIN, kao i njihovih kombinacija na formiranje i diferencijaciju somatskih embriona. U
prisustvu 2,4-D, kao jedinog regulatora rastenja najveci broj somatskih embriona formirao
se na najnizoj koncetraciji. Na hranljivoj podlozi obogac¢enoj samo sa KIN formira se
znatno manji broj somatskih embriona. Dodatkom 2,4-D u podlogu sa KIN stimuliSe se
proces fromiranja somatskih embriona i dostize maksimum (9,81) pri koncentraciji od 1
mg/l oba regulatora rastenja. Pored toga, u kulturi delova baze lista koSutice na hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja uocen je znacCajan procenat indukcije somatske
embriogeneze. Ovaj fenomem moze se objasniti uticajem gajenja eksplantata na hranljivim

podlogama sa regulatorima rastenja u prethodnoj subkulturi. Pored toga zabeleZena je i
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spontana regeneracija somatskih embriona i1 lukovica kod ove vrste i u kulturi zrelih
zigotskih embriona (Suboti¢ i sar., 2010; Petri¢ i sar., 2011).

Somatska embriogeneza u kulturi bazalnih delova lista uspesno je indukovana na
hranljivoj podlozi sa auksinima i citokininima kod mnogih vrsta (Wang i1 Bhalla, 2004;
Kumar i sar., 2008). Potpuno formirani somatski embrioni uocavaju se posle 28 dana od
pocetka indukcije somatske embriogeneze. Auksini i citokinini smatraju se klju¢nim
faktorima koji dovode do ispoljavanja celijske kompetentnosti 1 indukcije somatske
embriogeneze (Fehér, 2003). Baze lista su pogodan materijal za indukciju somatske
embriogeneze koSutice. Kombinacija auksina i citokinina pokazala se kao odgovarajuca za
indukciju somatske embriogeneze mnogih biljaka sa rizomom i lukovicom kao Sto su
Alstroemeria (Kim 1 sar., 2006), Iris (Shibli 1 Ajlouni, 200) i narcis (Ptak 1 Bach, 2007).
Auksin koji se najcesSce koristi za indukciju somatske embriogeneze je 2,4-D 1 skoro 65%
protokola uspostavljenih do sada ukljucuje ovaj auksin (Karami i Saidi, 2010). Smatra se da
je formiranje embriogenih celija povezano sa hipermetilacijom DNK u prisustvu 2,4-D
(Leljak-Levani¢ i sar., 2004). U ovom procesu, 2,4-D se moze ponasati kao auksin direktno
ili uticati na intracelularni nivo IAA delujuéi kao stresni faktor (Fehér i sar., 2003). Njegov
uticaj na somatsku embriogenezu je jaci od uticaja endogenog auksina jer se kao sintetski
auksin ne moze metabolisati u ¢eliji, a egzogeno primenjen deluje kao stresor, mnogo vise
nego kao auksin, dovode¢i do oksidativnog stresa (Pfeiffer i Hoftberger, 2001). Poznato je
da je 2,4-D ukljucen u indukciju mnogih gena vezanih za stres (Park i sar., 2007). Procenat
indukcije 1 brzina diferencijacije somatskih embriona u prisustvu auksina zavisi od vrste
(Von Arnold i sar, 2002).

Anatomskim istrazivanjima odredili smo poreklo somatskih embriona u kulturi baze
lista. Somatski embrioni koSutice se formiraju direktno na eksplantatu, deobama c¢elija
epidermalnog i1 subepidermalnog sloja lista. Tako se na poprenom preseku eksplantata,
posle 8 dana gajenja na MS hranljivoj podlozi obogaéenoj sa 0,1 mg/l uocavaju
meristemski centri. Meristemske ¢elije koje su zasluzne za formiranje somatskih embriona
u ovim slojevima opisao je Haccius (1978) 1 nazvao ih proembriogeni Celijski kompleksi.
Isti autor ukazuje da indukovani somatski embrioni nastaju po pravilu od jedne ¢elije pa se

direktna somatska embriogeneza moze iskoristiti za izuCavanje tranzicije somatskih u
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embriogene c¢elije. Daljim inekvalnim deobama ovih meristemskih celija formira se
polarizovana osa globularnog somatskog embriona. Somatski embrion nastavlja da se
razvija 1 prolazi kroz srcasti i kotiledonarni stadijum razvi¢a sa potpuno odvojenim
vaskularnim vezama od mati¢nog eksplantata (Suboti¢ 1 sar., 2010). Proces somatske

embriogeneze u kulturi baze lista koSutice je direktan, a embrioni su visecelijskog porekla.

5.2. PrevazilaZzenje dormancije lukovica

Geofite prezivljavaju nepovoljan period godine u formi lukovice koja se nalazi pod
zemljom i postaje dormantna (Kamenetsky i sar., 2003). Na taj na¢in provode nepovoljan
period godine (Vegis, 1964). Dormancija moze biti prekinuta periodom izlaganja lukovica
niskim temperaturama tokom odredenog vremena da bi imale efekta i da bi lukovica pocela
da klija (Bewley, 1997).

Uticaj niskih temperatura na prevazilazenje dormancije kod lukovica regenerisanih
in vitro zabelezen je kod Lilium (Shin i sar., 2002; Langens-Gerrits i sar., 2003),
Lachenalia (Slabbert i Niederwieser, 1999), Allium (Specht i Keller, 1997; Yamazaki i sar.,
2002), narcisa (Hulscher i sar., 1992). Lukovice Lilium regenerisane in vitro postaju
dormantne 1 mogu da klijaju tek posle odredenog vremena koje provedu na niskim
temperaturama iznad 0 °C (Lagens-Gerrits 1 sar., 2003a). Lukovice F. meleagris
regenrisane in vitro su takode dormantne i period niskih temperatura povoljno uti¢e na
prekid dormancije. Tokom perioda gajenja lukovica na temperaturi od 4 °C, regeneracija
lukovica je veoma slaba, dok se na temperaturi od 15 °C broj regenerisanih lukovica znatno
povecava. Prirast mase tokom razli¢ite duzine trajanja hladenja na dve razliite temperature
bio je najvedi kod lukovica koje su 6 nedelja gajene na temperaturi od 4 °C. Efekat niskih
temperatura se vidi posle mesec dana gajenja na standardnoj temperaturi kada se broj
regenerisanih lukovica gajenih na 4 1 15 °C povecava u odnosu na lukovice koje su
konstantno bile na standardnoj temperaturi. U vecini slucajeva, $to je zahtev za periodom
niskih temperatura duzi, $to zavisi od vrste, to su klijanje, rastenje korenova i listova brzi i
bolji. Duzina perioda niskih temperatura potrebna za klijanje 100 % lukovica zavisi od
nivoa dormancije cele populacije (Delvalle i sar., 1990; De Klerk 1 sar., 1992; Langens-

Gerrits 1 sar., 2001). Dalje produzavanje vremena hladenja koje bi bilo duze od optimalnog,
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nema efekta na pomenute parametre, a neretko ima i negativan uticaj. Tretman niskim
temperaturama pozitivno utice na formiranje lukovica kod narcisa (Hulscher i sar., 1992).
Lukovice narcisa koje rastu u prirodnim uslovima zahtevaju dug period niskih temperatura
da bi biljke dostigle potrebnu duzinu stabla, formirale cvet kao i za produkciju novih
lukovica na mati¢noj lukovici (Saniewski i Okubo, 2005). Lukovice koSutice regenerisane
na 15 °C imaju manji prirast mase posle 4 nedelje slicno lukovicama ljiljana kod kojih je
suva masa lukovica regenerisanih na 15 °C pokazivala manje vrednosti u odnosu na
lukovice koje su izlagane nizim temperaturama (4 °C) (De Klerk, 2009). DuZina trajanja
hladenja razlicita je od vrste do vrste, €ak i kod razlicitih sorti iste vrste (Langens-Gerrits 1
sar., 2001). Lukovice kosutice koje su hladene klijale su u ve¢em procentu od onih koje su
gajene na standardnoj temperaturi. Ledesma 1 sar. (1980) objavljuju da lukovice belog luka
ne klijaju nakon sadenja, usled dormancije, ali se klijavost naglo povecava ukoliko se
odredeno vreme ¢uvaju na niskim temperaturama. Klijavost lukovica belog luka formiranih
in vitro je takode slaba i one su dormantne (Moriconi i sar., 1990). Gajenje lukovica
Dioscorea polystachya na niskoj temperaturi (od 12 do 18 nedelja) u kulturi kao i u
prirodnim uslovima pozitivno uti¢e na njihovo klijanje (Walck 1 sar., 2010), kao 1 na prekid
dormancije (Okagami i Tanno 1991). Lukovice ljiljana koje klijaju bez prethodnog
tretmana niskim temperaturama formiraju samo slabo razvijene listove, bez stabla
(Langens-Gerrits 1 sar., 1997). Langens-Gerrits 1 sar. (2003b) smatraju da je niska
temperatura potrebna za prelaz lukovica iz juvenilnog u adultno stanje kada mogu da
formiraju stablo i cvetaju. Za prelaz iz juvenilne faze potrebna je odredena veli¢ina
lukovice koja je razlicita od vrste do vrste (Le Nard i De Hertogh, 1993).

Lukovice F. meleagris koje su gajene na 4 °C tokom 4 nedelje uspesnije se
aklimatizuju na uslove staklenika od lukovica koje nisu bile na tretmanu niskim
temperaturama. Lukovice ljiljana koje su bile na temperaturi od 5 °C tokom 6 nedelja
uspesno su aklimatizovane i rasle su mnogo brze od lukovica koje nisu bile na niskoj
temperaturi (Langens-Gerrits 1 sar., 2000).

Tretiranjem lukovica sa GAj vidi se da je najveci broj regenerisanih lukovica kao 1
najveci prirast mase bio na kontrolnim lukovicama koje su bile hladene 5 nedelja i nisu bile

pod uticajem giberelina. Najve¢i broj regenerisanih lukovica bio je 4 nedelje posle gajenja
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lukovica 5 nedelja na 4 °C i pretretmanu sa 1 mg/l GAs. Najve¢i prirast mase 4 nedelje
posle hladenja bio je kod biljaka koje su bile gajene 5 nedelja na niskoj temperaturi i nisu
tretirane sa GAjz. Najve¢i broj lukovica klijao je mesec dana posle gajenja lukovica 4
nedelje na temperaturi od 4 °C i pretretmanu sa GAj3 (1 mg/l) sli¢no rezulatatima na Lilium
speciosum (Kim, 1991) gde je optimalna koncentracija GA4+7 koja dovodi do prekida
dormancije bila takode 1 mg/l, dok GA; nije imao efekta. Klijanje lukovica moze se
pospesiti kratkim tretmanom giberelinima (Niimi 1 sar., 1988). Lukovice koSutice koje su
tretirane giberelinom ne nastavljaju da rastu posle klijanja ili rastu veoma sporo. Lukovice
Lilium speciosum takode ne rastu nakon klijanja kada su tretirane giberelinom (Gerrits 1
sar., 1992), mada mogu klijati iako prethodno nisu hladene (Kim, 1991). Procenat klijanja
povecava se kod lukovica koje su tretirane giberelinom, $to je potvrdeno i kod Allium
sativum (Rahman 1 sar., 2006) gde je najveci procenat klijanja postignut na koncentraciji od
250 ppm GAj;. Usporen rast lukovica koje nisu hladene govori da je efekat giberelina na
klijanje lukovica neupotrebljiv ukoliko lukovice nisu odredeno vreme gajene na niskim
temperaturama. GA; moze nadomestiti nedostatak niskih temperatura odredeno vreme, ali
ne u potpunosti. Moze se zakljuciti da GAj; uti¢e na prekid dormancije u smislu pocetka
klijanja lukovica, ali za njihov dalji rast i formiranje listova potrebno je delovanje niskih
temperatura. Smatra se da je transport giberelina tokom dormancije sprecen (Rohde i
Bhalerao, 2007), ali je nacin na koji se transport ponovo uspostavlja jos uvek nejasan.
Prirast mase lukovica tretiranih giberelinom posle hladenja se slabo povecava ukoliko su
lukovice bile na koncentraciji giberelina ispod 3 mg/l, §to govori da lukovice koje u
najve¢em procentu klijaju na koncentraciji od 1 mg/l GA; veoma sporo rastu. Iz navedenog
se moze zakljuciti da su prekid dormancije lukovica kosutice (klijanje lukovica) i njihov
dalji rast dva zasebna procesa. Sli¢ni rezultati objavljeni su kod ljiljana (Langens-Gerrits i
sar., 2003c). Isti autori navode da kod lukovica tretiranih giberelinom nema hidrolize Secera
koja se normalno deSava prilikom dormancije lukovica, §to potvrduje teoriju da giberelini
nisu jedini faktor potreban za prekid dormancije lukovica. Odredena koli¢ina
hidrolizovanih Se¢era mora se skladistiti u lukovici tokom minimalnog perioda niskih
temperatura $to je u slucaju lukovica koSutice 4 nedelje, da bi lukovice imale dovoljno

energije da klijaju i rastu posle prekida dormancije. Proces klijanja semena i kasnijeg rasta
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klijanca Arabidopsis su takode dva odvojena procesa regulisana razli¢itim metabolickim
putevima (Pritchard i sar., 2002). Cinjenica da samo giberelini koji su primenjeni u kratkom
periodu ne mogu prekinuti dormanciju na pravi nacin tj. dovesti do rasta lukovice posle
klijanja, moze se objasniti kratkim vremenom tokom koga se ne mogu skladistiti Seceri
potrebni za kasniji rast lukovice. Period niskih temperatura u trajanju od nekoliko nedelje

pruza dovoljno vremena za hidrolizu Secera.
5.3. Uloga antioksidativnih enzima u prevazilaZenju dormancije lukovica

Analiza aktivnosti antioksidativnih enzima odredivana je kod lukovica koje su bile
dormantne kako da bi se utvrdila uloga koju ti enzimi imaju u ovom procesu. ROS se
proizvode u biljnim tkivima uvek jer su rezultat aerobnog metabolizma, ali njihova
preterana proizvodnja je rezultat oksidativnog stresa. Oksidativni stres i akumulacija ROS
rezultira pojavom oksidativnih oStec¢enja (Inze i Montagu, 2002). Mehanizmi koji deluju na
biljku tokom njenog boravka na niskim temperaturama jo§ uvek su nepoznati. Smatra se da
su glavna mesta oSteCenja membrane celija (Steponkus, 1984). Jedna od glavnih
karakteristika roda Fritillaria su lukovice koje skladiSte hranljive molekule, postaju
dormantne 1 tako prezivljavaju tokom zimskih meseci. Vecina vrsta cveta u prolece, a
najbolji prinos dobija se kada se sade u septembru. Tokom leta nadzemni deo se susi i pod
zemljom ostaje lukovica sa formiranim cvetnim pupoljkom. Nove lukovice mogu se
formirati na mati¢noj lukovici, ali njihov dalji rast i klijanje zahtevaju temperaturu izmedu
2115 °C koja ¢e prekinuti dormanciju (Sun 1 Wang, 1991).

Nekoliko faktora diktira trajanje odnosno prekid dormancije u lukovicama:
smanjeno prisustvo odredenih proteina (Higuchi i Sisa, 1967), promene u endogenom nivou
giberelina i abscisinske kiseline (Rakhimbaev i sar., 1978; Aung i De Nortogh, 1979; Gorin
1 Heidema, 1985; Rebers 1 sar., 1995), amilazno zavisna degradacija skroba (Nowak i sar.,
1974; Hobson i1 Davies, 1977; Banasik i sar., 1980) 1 vezivanje vode sa velikim molekulima
odnosno njeno oslobadanje iz hidratisanih molekula (Yamazaki i sar., 1995; Okubo i sar.,
1997; Zemah i sar., 1999).

Pove¢ana koncentracija ROS dovodi do poveane sinteze 1 aktivnosti

antioksidativnih enzima koji deluju kao odbrambeni sistem biljaka, tzv. antioksidativni
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sistem. ROS mogu dovesti do smrti ¢elije ukoliko je njihova koncentracija u ¢eliji veéa od
one koju ona moze efikasno eliminisati sistemom antioksiativnih enzima. ROS mogu
aktivirati odredene metabolicke procese 1 na taj nacin imati ulogu sekundarnog glasnika.
Generalno, ROS dovode do kontinuiranog starenja Celije koje moze biti brze ili sporije u
zavisnosti od njihove produkcije (Remacle i sar.,, 1995). Eliminacijom ROS
antioksidativnim sistemom, koji se aktivira u uslovima stresa, postize se bolje rastenje i
produkcija biomase. Mnoge biljke postaju manje ili viSe tolerantne na periode niskih
temperatura kroz proces aklimatizacije. Na taj nacin povecavaju prag tolerancije na niske
temperature putem brojnih fizioloSkih i molekularnih mehanizama (Thomashow, 1999).
Jedan od tih mehanizama je i povecana ekspresija gena za antioksidativne enzime.

Kod biljaka se u uslovima stresa obi¢no aktivira viSe antioksidativnih enzima i na
taj nacin se povecava mogucnost da prezive stres bez velikih oSte¢enja (Allen, 1995). Po
Lukatkin-u (2002) biljke koje brze aktiviraju antioksidativni sistem tokom perioda niskih
temperatura i koje ga veoma brzo vracaju na pocetni nivo posle zavSetka stresa, smatraju se
viSe rezistentnim na niske temperature. Pracena je spektrofotometrijska aktivnost
superoksid dismutaze, glutation reduktaze, ukupnih katalaza i ukupnih peroksidaza u
periodu pre, tokom i posle dormancije lukovica F. meleagris. Aktivnost antioksidativnih
enzima pracena je kod lukovica regenerisanih in vitro na temperaturi od 24 i 15 °C na
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja. Regenerisane lukovice podvrgnute su tretmanu
hladenja koji je trajao 8 nedelja. Aktivnost enzima merena je 3 dana posle pocetka
delovanja niske temperature (4 °C), 8 nedelja posle primene te temperature, kao 1 7 dana
posle zavrSenog tretmana niskom temperaturom in vitro, kao i u prirodnim uslovima tokom
zime 1 prole¢a. Lukovice regenerisane in vitro zasadene su u zemlju pa je aktivnost
antioksidativnih enzima pra¢ena tokom perioda zime u prirodnim uslovima kao 1 na
pocetku proleca kada lukovice pocinju da klijaju.

Antioksidativni enzimi su najces¢i markeri oksidativnog stresa. Medutim, jasna
korelacija izmedu aktivnosti antioksidativnih enzima i oksidativnog stresa ne postoji kod
svih ispitivanih biljnih vrsta (Seppédnen i1 Fagerstedt, 2000). Kod paradajza nije pronadena
veza izmedu aktivnosti antioksidativnih enzima sorte otporne na hladno¢u u odnosu na

sortu koja je osetljiva (Walker 1 McKersie, 1993), dok je npr. kod kukuruza dokazano da
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ovo enzimi imaju kljuénu ulogu u eliminaciji ROS nastalih delovanjem niskih temperatura
(Janhke 1 sar., 1991).

Niske temperature tokom zime naj¢es¢e dovode do oksidativnog stresa (Van Camp 1
sar., 1994). Tokom oksidativnog stresa uslovljenog niskim temperaturama dolazi do
povecane produkcije ROS koje negativho utiCu na metabolizam ¢elije 1 moraju biti
elimnisani antioksidativnim enzimima (Elstner i sar., 1988). Poredenjem TEENALI klona
Camellia sinensis koji ima kratak period i KANGRA JAT klona koji ima dug period
dormancije, utvrdeno je da produZzeno vreme niskih temperatura dovodi do povecane
koncentracije ROS kao odgovora na niske temperature koje su potrebne da bi se prekinula
dormancija (Vyas i Kumar, 2005). Kod pomenutih klonova dolazi do povecane aktivnosti
antioksidativnih enzima tokom tretiranja niskim temperaturama. Kod klona TEENALI koji
ima malu akumulaciju ROS usled kratkog perioda dormancije, GR ima najvecu aktivnost
(Vyas i sar., 2007). U slucaju ispitivanih lukovica F. meleagris GR ima najvecu aktivnost
kod lukovica regenerisanih na 24 °C koje nisu podvrgnute periodu niskih temperatura pa je
samim tim i1 produkcija ROS minimalna.

Aktivnost svih ispitivanih antioksidativnih enzima koSutice, osim glutation
reduktaze, rasla je sa opadanjem temperature. SOD pokazivala je najvecu aktivnost posle 8
nedelja gajenja lukovica na 4 °C. Povecanje aktivnosti SOD je u veoma tesnoj korelaciji sa
smanjenjem oksidativnog stresa (Martinez 1 sar., 2001; Alscher i sar., 2002). Pojedine
izoforme SOD mogu biti vezane za dormanciju i javljati se samo tokom hladnog perioda.
Dokumentovano je da geni za odredene izoforme SOD mogu biti aktivirani niskim
temperaturama (Tsang 1 sar., 1991; Kaminaka i sar., 1999; Lee i Lee, 2000; Lee i sar.,
1999). Superoksidni anjon koga SOD elimuniSe ne moze proé¢i kroz ¢éelijsku membranu
tako da je aktivnost razlicitih izoformi SOD ograni¢ena na organele u kojima se nalaze
(Kurepa 1 sar., 1997). Postoje podaci da se Mn-SOD javlja tokom perioda niskih
temperatura na kojima su gajene lukovice F. meleagris (Jevremovi¢ i sar., 2010). Smatra se
da ova izoforma SOD eliminiSe ROS koji nagomilavaju tokom oksidativnog stresa
izazvanog niskim temperaturama (Vyas i Kumar, 2005). Mn-SOD nalazi se najveéim
delom u mitohondrijama, a poznato je da je elektron transportni lanac mitohondrija izvor

ROS. Elektron transportni lanac u mitohondrijama je veoma osetljiv na niske temperature i
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elektroni koji bi trebalo da budu transportovani do O, da bi se dobila voda, formiraju
superoksidni anjon (Vandlerberghe i MclIntosh, 1992). Pokazano je da postoji snazna
korelacija izmedu proizvodnje superoksidnog anjona i aktivnosti SOD kod kukuruza i
paradajza (Lukatkin 2002). Mn-SOD je veoma ¢esto najaktivnija izoforma SOD u uslovima
oksidativnog stresa izazvanog niskim temperaturama. Najveca aktivnost SOD kod F.
meleagris bila je kod lukovica koje su gajene pet meseci u zemlji tokom zime, $to moze biti
povezano sa povecanom aktivnoS¢u Mn-SOD. Pokazano je da Mn-SOD kod lucerke ima
pojacanu aktivnost kada se biljka gaji u prirodnim uslovima na niskim temperaturama
(McKersie i sar., 1997). Pojacana aktivnost SOD moze biti pripisana i drugim vrstama
stresa koje se javljaju kada se biljka gaji u prirodnim uslovima (McKersie i sar., 1999).
Povecana aktivnost Mn-SOD kod Chlorella povezano je sa veCom tolerancijom ka niskim
temperaturama (Clare 1 sar., 1984). Cu/Zn-SOD izoforma nestaje posle perioda niskih
temperatura kod Camellia sinensis. U ovom slucaju predpostavlja se da igra vaznu ulogu
smanjenju oksidativnog stresa, da bi posle prekida dormancije tu ulogu preuzele ostale
izoforme SOD (Vyas i sar., 2007). Pojacana ekspresija gena za Cu/Zn-SOD, koja se nalazi
u hloroplastima, javlja se u uslovima oksidativnog stresa kod duvana (Allen, 1995).
Pojacana ekspresija gena za Mn-SOD i1 CAT kod ozime pSenice raste tokom celog perioda
hladenja, iz nedelje u nedelju, i zadrZzava se tokom cele zime (Baek i Skinner, 2003).
Klijanci leblebije tretirani tokom tri dana temperaturom od 4 °C pokazivali su tri puta vecu
koncentraciju Cu/Zn SOD od kontrolnih (Hernandez-Nistal 1 sar., 2002). Kod sorti
krompira koje su tolerantne na niske temperature primecena je veca tolerancija na
superoksidni anjon, kao i veca aktivnost SOD u odnosu na genotipove koji su osetljivi na
niske temperature (Seppénen i sar., 1998). Pored podataka o tome da su navedene izoforme
karakteristi¢ne za stres izazvan niskim temperaturama, postoje 1 podaci da tretman niskim
temperaturama ne dovodi do sinteze novih izoformi SOD kao kod pSenice (Scebba i sar.,
1998).

Pojedini autori navode da ne postoji korelacija u aktivnosti SOD i perioda tokom
kojeg su biljke bile podvrgnute niskim temperaturama, odnosno da je aktivnost SOD ista
pre 1 posle tretmana niskim temperaturama kao §to je ve¢ pomenuto kod paradajza (Walker

1 McKersie, 1993), pojedinih linija kukuruza (Hodges i sar., 1997) i krastavca (Shen i sar.,
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1999). Kod nekih linija kukuruza i krompira koje su osetljive na niske temparature dolazi
do naglog pada aktivnosti SOD, ¢ak u prvih nekoliko sati od primene niske temperature, da
bi se na kraju tretmana vrednosti vratile na pocetne (Lukatkin, 2002). Pomenuti autori
smatraju da SOD nema bitnu ulogu u prezivljavanju kod pomenutih vrsta. Razlic¢iti rezultati
1 tumacenja uloge koju SOD ima u prevazilaZzenju oksidativnog stresa izazvanog niskim
temperaturama, mogu se objasniti razli¢itim izoformama koje su bile ispitivane od strane
brojnih istrazivaca, razli¢itom duzinom hladnog tretmana kojem su biljke bile podvrgnute
kao 1 razlikama u temperaturi koja je bila primenjivana (Lukatkin, 2002). RazliCite vrste
stresa kao 1 intenzitet tog stresa mogu aktivirati pojedine izoforme SOD, pa tako niske
temperature mogu suprimirati, pojacati ili odrzavati SOD aktivnost na istom nivou u
zavisnosti od temperaturnog rezima i vrste biljke (Kaminaka i sar., 1999).

Aktivnost katalaza smanjuje se tokom tretmana hladenja lukovica F. meleagris
niskim temperaturama in vitro. Najvecu aktivnost katalaze imaju kada je tretman niskim
temperaturama zavrsSen. Listovi pSenice su pokazivali pojacanu aktivnost CAT tokom prvih
7 dana niskih temperatura tokom zime da bi narednih 7 nedelja aktivnost CAT bila
konstantno smanjena (Janda 1 sar., 2003). Pokazano je da se aktivnost katalaza naglo
povecava na pocetku hladnog perioda i to narocito kod genotipova koji su dobro adaptirani
na niske temperature kao kod kukuruza (Hodges i sar., 1997a; Hodges i sar., 1997b),
krastavca (Shen i sar., 1999) i pirinca (Sarayama i Tanida, 1995; Fadzilah i sar., 1996).
Posle perioda hladenja aktivnost katalaza se vraca na pocetnu vrednost (Zhang i sar., 1995).
Kod transgenih biljaka paradajza koje imaju smanjenu katalaznu aktivnost veoma se
smanjuje rezistencija na niske temperature (Kerdnaimongkol i Woodson, 1999) §to ukazuje
na ¢injenicu da katalaze imaju veoma vaznu ulogu u oksidativnom stresu izazvanom niskim
temperaturama. PojaCana aktivnost katalaza posle tretmana niskim temperaturama kod
lukovica F. meleagris moze znaciti da ovi enzimi imaju ulogu u popravljanju eventualnih
oSte¢enja izazvanih niskim temperaturama, slicno kao kod paradajza i pSenice (Lukatkin,
2002). Fotosinteticka tkiva biljaka proizvode velike koli¢ine vodonik peroksida u svojim
hloroplastima i poseduju sisteme odbrane od njegovog Stetnog delovanja (Auh i Scandalios,
1997) iako se same katalaze ne nalaze u hloroplastima (Dat 1 sar., 2000). Smanjena

aktivnost katalaza u etioliranim tkivima lukovica koje su bile na niskim temperaturama
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tokom odredenog perioda moZe biti objaSnjena smanjenom fotosintezom koja indirektno
utice na aktivnost katalaza. Kada fotosinteza po¢ne neometano da se odvija, a to je na kraju
tretmana niskom temperaturom, aktivnost katalaza se naglo povecava. Sli¢ni rezultati
dobijeni su na etioliranim klijancima krompira (Lukatkin 2002). Nir i sar. (1986) zakljucili
su da je kod grozda dormancija pozitivno korelisana sa aktivno$¢u katalaza i produkcijom
vodonik peroksida. Inhibitori funkcije katalaza kao Sto su tiourea, natrijum nitrit i
hidroksilamid dovode do naglog prekida dormancije kod semena salate (Hendricks i
Taylorson, 1975) i krtola krompira (Beukema i van der Zaag, 1990). Ovi podaci slazu se sa
smanjenjem aktivnosti katalaza posle tretmana niskom temperaturom kada je dormancija
prekinuta niskim temperaturama. Vodonik peroksid, kao jedan od moguc¢ih kandidata za
funkciju sekundarnog glasnika za prekid procesa dormancije, mora biti odrzavan na
konstantnom nivou tokom delovanja niske temperature. Katalaze Cija aktivnost raste tokom
perioda niskih temperatura odrzavaju koncentraciju vodonik peroksida razlazuéi ga do vode
1 kiseonika. Konstantan rast aktivnosti katalaza tokom perioda niskih temperatura moze se
objasniti njihovim slabim afinitetom za vodonik peroksid (Mizuno 1 sar., 1998), tj.
potrebom da vodonik peroksid dostigne odredenu koncentraciju koja bi bila dovoljna za
aktiviranje katalaza, $to se deSava njegovom akumulacijom tokom perioda delovanja niskih
temperatura.

Suprotno katalazama, jedan od enzima iz grupe peroksidaza (askorbat peroksidaza)
je inaktiviran velikom koli¢inom vodonik peroksida. Na taj nac¢in se moze objasniti zasto su
peroksidaze najaktivnije na pocetku delovanja niske temperature, a pokazuju najmanju
aktivnost kada se dormancija prekine odnosno aktivne su kada katalaze nisu i obrnuto.
Ukoliko je katalazna aktivnost inhibirana ili smanjena, vodonik peroksid oksiduje NADPH
i na taj na¢in dovodi do poveéanja koncentracije NADP" (Hendricks i Taylorson, 1975).
Povecana katalazna aktivnost posle perioda niskih temperatura sprecava da se NADPH
oksiduje neutroSenim vodonik peroksidom, jer je redukovana forma ovog jedinjenja
neophodna za odvijanje Kalvinovog ciklusa koji se posle prekida dormancije intenzivno
odigrava. Pojacana akumulacija vodonik peroksida moze se povezati i sa povecanom

aktivnos¢u SOD koja je kod lukovica F. meleagris najintenzivnija posle 8 nedelja
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provedenih na 4 °C. Kako aktivnost SOD raste tako raste i katalazna aktivnost koja mora
eliminisati nakupljeni vodonik peroksid.

Aktivnost GR je najveca kod lukovica gajenih na konstantnih 24 °C u uslovima in
vitro. U prirodnim uslovima GR pokazuje najnizu aktivnost u lukovicama F. meleagris
tokom 5 meseci zimskog perioda. Generalno GR pokazuje male fluktuacije u vrednostima u
zavisnosti od tretmana kojim su lukovice bile podvrgnute. Ovaj enzim ucestvuje u
produkciji NADP" koji je neophodan kao akceptor elektrona sa fotosistema I. Smatra se da
na taj naCin GR indirektno uti¢e na fotosintezu koja je najintenzivnija kada biljka raste na
optimalnoj temperaturi (Steffen i Palta, 1987). Na kraju tretmana niskom temperaturom
koja prekida dormanciju, dolazi do blagog porasta aktivnosti GR kod lukovica. Fontaine i
sar. (1994) primetili su da posle prekida dormancije kod ovsa dolazi do povecane
proizvodnje glutationa koji je proizvod aktivnosti GR. Ekspresija gena za GR kod pSenice
je slabo pojacana samo tokom prve nedelje niskih temperatura da bi posle toga opala. (Baek
1 Skinner, 2003). Glutation kao komponenta neenzimatskog sistema antioksidativne zaStite
¢elije, moze biti potreban u vecoj koli¢ini posle zavrSene dormancije radi saniranja
eventualne Stete nastale oksidativnim stresom. Metabolicki procesi koji se intenzivno
aktiviraju posle dormancije odnosno kada se lukovica priprema za klijanje dovode do
formiranja velikih koli¢ina ROS koje moraju biti eliminisane, u ovom slucaju glutationom.
Kada je aktivnost katalaza pojacana, dolazi do brze eliminacije vodonik peroksida koji je
pocetni supstrat za askorbat glutation ciklus kao i za glutation peroksidazni ciklus. U
normalnim uslovima ova dva ciklusa sluze za elimunaciju vodonik peroksida iz biljnih
¢elija, ali se smatra da su katalaze glavni enzimi koji razlazu vodonik peroksid u stresnim
situacijama (Mizuno i sar., 1998). GR je jedan od enzima koji ucestvuje u oba ciklusa i
njegova aktivnost zavisi od koncentracije vodonik peroksida, pa se na taj nafin moze
objasniti zasto je aktivnost GR mala kada je aktivnost katalaza povecana i obrnuto.

Aktivnost ukupnih peroksidaza kod lukovica F. meleagris je najve¢a 3 dana posle
pocCetka delovanja niskih temperatura in vitro. Slabe promene aktivnosti peroksidaza
uocene su u krtolama krompira koje su bile dormantne (Rojas-Beltran i sar., 2000).

U prirodnim uslovima aktivnost POX je najveca tokon novembra meseca tj. na

pocetku zimskog perioda godine. Kao §to je pomenuto ROS mogu imati funkciju
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sekundarnih glasnika za razne metabolicke procese u biljnoj ¢eliji (Remacle i sar., 1995).
Najjaci kandidat za sekundarnog glasnika bio bi vodonik peroksid koji moze veoma lako
pro¢i kroz Celijske mebrane i kao takav biti signal za aktivaciju ili eventualno prekidanje
metabolickih puteva (Rojas-Beltran i sar., 2000). Na poc¢etku delovanja niskih temperatura
vodonik peroksid bi se mogao formirati u povecanoj koli¢ini kao odgovor biljke na stres
izazvan tim temperaturama. Prvi enzimi koji bi se u tom slucaju aktivirali bile bi
peroksidaze, da bi tokom daljeg hladenja ulogu ukljanjanja suvisSnog vodonik peroksida
preuzele katalaze Cija aktivnost raste tokom hladenja 1 dostize maksimum aktivnosti sedam
dana posle zavrSenog tretmana hladenja. Peroksidaze imaju najmanju aktivnost bas u to
vreme kada je katalazna aktivnost najveca, odnosno sedam dana posle iznoSenja biljaka na
24 °C. S obzirom na to da su u kompeticiji za isti supstrat, tj. vodonik peroksid, kao i da
imaju razli¢it afinitet za koncentraciju vodonik peroksida, katalaze 1 peroksidaze se
aktiviraju u razli¢ito vreme. Aktivnost peroksidaza je generalno manja u odnosu na katalaze
Sto govori u prilog tome da glavnu ulogu u prekidu dormancije i1 pripremi lukovica za
klijanje imaju katalaze Sto je slicno rezultatima dobijenim na krtolama krompira (Rojas-
Beltran 1 sar., 2000). Pove¢ana akumulacija vodonik peroksida tokom tretmana lukovica
niskim temperaturama moze dosti¢i odredenu koncentraciju koja je potrebna da se ¢elije
aktiviraju §to vodi ka prekidu dormancije. Ova hipoteza potvrdena je kod vrsta kao $to je
krompir (Rojas-Beltran i sar., 2000), soja (Puntaluro i sar., 1988) i ovas (Cakmak i sar.,
1993) koje su tretirane odredenim koncentracijama vodonik peroksida i koje su kao

posledicu imale kra¢i period dormancije od kontrolnih.

5.4. Biohemijski aspekti indukcije morfogeneze in vitro F. meleagris

Analiza antioksidativnih enzima 1 esteraza kao i sadrzaj AGP odredivani su u
segmentima lukovice i1 bazalnim delovima listova F. meleagris tokom prve 4 nedelje
gajenja na induktivnim hranljivim podlogama. Tokom tog perioda, Sto se iz prethodnih
rezultata vidi, dolazi do indukcije morfogeneze in vitro koja podrazumeva istovremeno
formiranje lukovica (organogeneza) na i/ili somatskih embriona (somatska embriogeneza) u

zavisnosti od koriS¢enog eksplantata.
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5.4.1. Aktivnost antioksidativnih enzima i esteraza tokom indukcije morfogeneze in

vitro

Analiza aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid dismutaze, katalaza i
peroksidaza) i esteraza odredivana je za segmente lukovica F. meleagris kod kojih je
indukovana morfogeneza na hranljivoj podlozi koja je sadrzala TDZ, odnosno 2,4-D i KIN
u koncentracijama 1 mg/l svaki. Pre indukcije morfogeneze in vitro biljke gajene su tokom
mesec dana na tri razli¢ita pretretmana.

Tokom indukcije somatske embriogeneze F. meleagris u kulturi segmenta lukovica
detektovano je 6 izoformi esteraza, u kiselom i u baznom regionu, koje imaju najveci
afinitet za 1-naftil acetat kao supstrat. Kod slatkog krompira ve¢i broj izoformi esteraza
moze se detektovati u embriogenom tkivu u odnosu na neembriogeno (Alves i sar., 1994).
Isti autori naglaSavaju da ne postoji razlika u broju izoformi esteraza i peroksidaza kod
embriogenog kalusnog tkiva 1 globularnih embriona. Dodeman 1 Ducreux (1996)
naglaSavaju da ne postoje izoforme specificne za embriogenezu, a to baziraju na analizi
koja je uradena na deset razlicitih faza razvoja somatskih embriona Sargarepe i 7 ispitivanih
enzima. Medutim, broj radova koji govore u prilog specifi¢nosti pojedinih izoformi koje se
javljaju u ranim stadijumima somatske embriogeneze je daleko veci.

Ve¢i broj izoformi esteraza tokom somatske embriogeneze F. meleagris, odnosno 4
izoforme, uocen je u kiselom pH regionu koji se kre¢e u opsegu pl vrednosti od 3,5 do 6,5.
Kod suspenzije embriogenih ¢elija Dactylis glomerata stare 7 dana, takode je detektovan
veliki broj esteraza u kiselom pH regionu (kisele esteraze) sa manjim brojem izoformi koje
su vidljive u baznom pH regionu (Tchorbadjieva i Odjakova, 2001). Vrednost pl ovih
kiselih esteraza kretale su se od 3,8 do 5,8 Sto je u slucaju najkiselije izoforme (pl 3,8)
sli¢no najkiselijoj izoformi koja se javlja tokom indukcije morfogeneze F. meleagris in
vitro (pl 3.5). U slucaju kosutice pojedine izoforme javljaju se uvek u pH regionu od 6.55.
Najjace izrazena izoforma oznacena je brojem 6 i ima pl vrednost oko 5.20. Izoforme
estaraza mogu biti 1 specifi¢ne za genotip kao Sto je slucaj sa razliitim Celijskim linijama
Dactylis glomerata (Tchorbadjieva i Odjakova, 2001). Esteraze koje su specificne za

odredene pocetne stadijume somatske embriogeneze mogu se koristiti kao rani markeri i
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mnogo su interesantnije za istrazivanje od pojedinih nespecificnih izoformi. Jedna od
takvih izoformi je kisela izoforma sa pl vrednos¢u od 3.8 koja se javlja kod Dactylis
glomerata (Tchorbadjieva i1 Odjakova, 2001), dve kisele izoforme kod pamuka (Hilaire i
sar., 2007) 1 nekoliko kiselih izoformi slatkog krompira (Alves i sar., 1994).

Izoforme 1 i 2 nisu detektovane u kulturama kosutice 7 dana nakon indukcije
morfogeneze in vitro, gajenim na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN, kao ni 28. dana na
hranljivoj podlozi sa TDZ, pri standardnim uslovima gajenja in vitro. Ove izoforme se
specificno javljaju u kasnijim fazama indukcije i to 28. dana kod kultura gajenih na podlozi
sa 2,4-D 1 KIN, odnosno 21. dana na podlozi sa TDZ. Osim pomenute dve izoforme koje
imaju smanjenu aktivnost ili odsustvuju u pocetnim stadijumima indukcije morfogeneze F.
meleagris in vitro, nema mnogo razlika u izoformama esteraza u razli¢itim stadijumima
somatske embriogeneze. Aktivnost esteraza je manja na samom pocetku (7. dan) i raste
kako proces morfogeneze traje, Sto moze ukazivati na aktivhu ulogu esteraza tokom
pocetnih faza indukcije morfogeneze in vitro. Izoforme koje se menjaju, tj. javljaju se ili se
gube tokom vremena mogu biti kljuéne za pocetak indukcije morfogeneze. U slucaju
somatske embriogeneze F. meleagris izoforme oznacene brojevima 2, 3, 4 i 5 javljaju se
samo tokom procesa morfogeneze. Kisela izoforma pl vrednosti 3,8 koja se javlja u
embriogenom tkivu Dactylis glomerata ima molekulsku masu od 36 kDa i vezana je za
¢elijski zid veoma slabom vezom $§to omogucava slobodno delovanje enzima u
vancelijskom prostoru kao 1 u medijumu (Tchorbadjieva 1 Odjakova, 2001). Istrazivanja
Bordenave 1 Goldberg-a (1994) na zelenom pasulju ukazuju na mogucnost da se radi o
kiseloj pektin metil esterazi koja je takode slabo vezana za celijski zid i aktivna je u
okolnoj hranljivoj podlozi. Tri izoforme koje su analizirane imaju pl vrednosti izmedu 5,1 1
5,6. Analize izoformi tokom embriogeneze u ovom istrazivanju nisu radene pa se ne moze
re¢i da li ima promena u njihovom broju. Sli¢na zapazanja o eventualnom ucescu pektin
metil esteraze navode Mareck 1 sar. (1995) za Linum usitatissimum i Gaffe i sar. (1997) za
paradajz. Razvice biljnog embriona zavisi od kontakta i komunikacije izmedu ¢elija kao 1
od reorganizacije komponenti ¢elijskog zida u cilju deoba (Varner i Lin, 1989). Srednja
pektinska lamela sluzi kao kontakt medu c¢elijama, pa bi eventualno razlaganje pektina

moglo imati uticaja na pocetne faze u embrionalnom razvi¢u (Van Engelen i De Vries,
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1993). Razlaganje polisaharida ¢elijskog zida koje bi sluzilo kao okidac¢ za proces somatske
embriogeneze moze se pripisati esterazama. Ovu hipotezu potvrduju i Mihaljevi¢ i1 sar
(2011) koji su primetili pojacanu aktivnost esteraza tokom somatske embriogeneze
bundeve. Tacno definisana uloga esteraza koje su specificne za somatsku embriogenezu ne
moze se navesti, kao $to se ne moze re¢i da one imaju posebnu ulogu u odnosu na druge
faktore. Esteraze sa vec¢im ili manjim brojem izoformi ucestvuju u procesu somatske
embriogeneze, 1 kao takve se mogu nazvati markerima, ali verovatno deluju zajedno sa
drugim faktorima i na taj nacin potpomazu i olakSavaju sam proces.

Aktivnost peroksidaza bila je najve¢a u segmentima lukovica neposredno posle
izolacije bez obzira na pretretman 1 hranljivu podlogu koji su primenjeni. Tokom indukcije
morfogeneze F. meleagris in vitro uoCeno je 11 izoformi peroksidaza koje su
predominantno detektovane u baznom pH opsegu. Izoforme 1, 6, 8 nisu detektovane u
segmentima lukovica neposredno posle izolacije. Izoforma 2 je jaCe izraZena u kontrolnim
segmentima lukovica nego u segmentima lukovica kod kojih je poceo proces morfogeneze
na obe ispitivane induktivne hranljive podloge bez obzira na pretretman. U odnosu na
kontrolu, broj izoformi se povecava tokom prve tri nedelje od indukcije morfogeneze Sto
govori o mogu¢em ucescu peroksidaza u pocCetnim fazama procesa. Mnogi stresni faktori
mogu uticati na broj izoformi peroksidaza klase III koje su prisutne kod biljaka (Hiraga 1
sar., 2001). Peroksidaze mogu uticati na nivo endogenih auksina i na taj nac¢in indirektno
uticati na proces somatske embriogeneze (Park i sar., 2007). Peroksidaze mogu inhibirati
aktivnost enzima IAA oksidaze koji katalizuje oksidaciju, a samim tim 1 inaktivaciju IAA
(Potters i sar., 2009). Pojedine izoforme peroksidaza javljaju se samo u embriogenom tkivu
lucerke u odnosu na neembriogeno(Hrubcova i sar., 1994).

Detektovano je 5 izoformi SOD i to dve Cu/Zn i tri Fe-SOD. Svih 5 izoformi tokom
morfogeneze javljaju se samo kod lukovica koje su bile konstantno gajene na 24 °C.
Njihova relativna aktivnost razlikuje se u zavisnosti od regulatora rastenja primenjenog za
indukciju morfogeneze. Lukovice kod kojih nije indukovana morfogeneza imale su
najmanju relativnu aktivnost SOD. Smanjen broj izoformi (4 izoforme) javlja se jos kod
lukovica koje su bile na pretretmanu niskom temperaturom i to 28. dana od indukcije na

hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN i posle 21. i 28. dana od indukcije na hranljivoj podlozi sa
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TDZ. Najveca relativna aktivnost SOD kod lukovica koje su bile na niskoj temperaturi
razlikuje se u zavisnosti od hranljive podloge koja je koris¢ena za indukciju. Moguce je da
je tokom delovanja te temperature aktivan manji broj izoformi da bi se tokom indukcije
morfogeneze aktiviralo svih 5 izoformi. Po 4 izoforme (2 Cu/Zn i 2 Fe-SOD) javljaju se
kod segmenata lukovice gajenih na hranljivoj podlozi sa TDZ i to 14. i 28. dana od pocetka
indukcije morfogeneze ukoliko su biljke gajene na hranljivoj podlozi sa 4,5 % saharoze.
Najveca relativna aktivnost SOD kod pomenutog pretretmana bila je posle 7 dana od
pocetka indukcije morfogeneze na obe ispitivane hranljive podloge. Dve izoforme Cu/Zn-
SOD aktivne su u svim ispitivanim uzorcima. Jedna od izoformi Fe-SOD gubi se u
pojedinim fazama morfogeneze. Slicno ovim rezultatima Fe-SOD se tokom somatske
embriogeneze kestena sukcesivno pojavljuje u pojedinim fazama (Bagnoli i sar., 1998). Fe-
SOD bi u tom slucaju bila izoforma koja se aktivira u uslovima stresa, da bi hloroplasti bili
adekvatno zasti¢eni od Stetnog delovanja ROS koji se ubrzano nagomilavaju aktivnoscu
elektron transportnog lanca. Ukupna aktivnost SOD kod lukovica koSutice gajenih na
standardnoj temperaturi kao 1 kod lukovica gajenih na hranljivoj podlozi sa 4,5 % saharoze
bila je najveca posle 7 dana i to na obe inuktivne hranljive podloge. Posle pretretmana
niskom temperaturom visoke aktivnosti SOD detektovane su 7. odnosno 14. dana. Katalaze
su takode imale najvecu aktivnost 7. dana od indukcije morfogeneze kod lukovica gajenih
na standardnoj temperaturi kao i kod lukovica koje su bile na niskoj temperaturi. Posle
gajenja lukovica na podlozi sa 4,5 % saharoze aktivnost katalaza je najveca 14. dana
gajenja na podlozi sa 2,4-D 1 KIN, odnosno posle 21. dana gajenja na podlozi sa TDZ.
Pojac¢ana aktivnost ispitivanih antioksidativnih enzima, tokom prvih nedelja od
pocetka indukcije morfogeneze in vitro moze se dovesti u vezu sa regulatorima rastenja
kojima su izloZeni segmenti lukovica u cilju indukcije morfogeneze, kao i sa stresom
izazvanim seCenjem lukovica. Tokom oksidativnog stresa ¢elija se moze dediferencirati i
krenuti ka procesu somatske embriogeneze (Pasternak i sar., 2002). Sintetski regulatori
rastenja sami po sebi mogu dovesti do oksidativnog stresa koji je sli¢an oksidativnom
stresu izazvanim drugim stresnim faktorima (Grossmann, 2000). Za rane stadijume
somatske embriogeneze karakteristicna je indukcija ekspresije mnogih gena vezanih za

odgovor biljke na stresne stimuluse (Davletova, 2001), Sto govori u prilog hipoteze Dudits i
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sar. (1995) da je somatska embriogeneza odgovor na stresne uslove kojima su izloZene
biljke in vitro. Smatra se da oksidativni stres, odnosno povecana produkcija ROS, dovodi
do indukcije somatske embriogeneze tako Sto povecava nivo endogenih auksina i ubrzava
proces dediferencijacije (Pasternak i sar., 2002; Correa-Aragunde 1 sar., 2006). Kairong i
sar. (2002) ustanovili su korelaciju izmedu povecane koncentracije vodonik peroksida i
indukcije somatske embriogeneze. Njihovi rezultati pokazuju da se aktivnost SOD
povecava u prvim danima od indukcije, $to se deSava i1 kod indukcije morfogeneze in vitro
F. meleagris gde je aktivnost SOD najveca posle 7 dana gajenja na svim tretmanima.
Povecana aktivnost SOD na pocetku procesa somatske embriogeneze dovodi do povecanja
koncentracije vodonik peroksida. Samim tim dolazi do promena u aktivnosti peroksidaza i
katalaza koje su u kompeticiji za isti supstrat, tj. vodonik peroksid. Povecanje aktivnosti
katalaza prati povecanu aktivnost SOD, tako da je aktivnost katalaza najveca 7. odnosno
14. dana od pocetka indukcije. Aktivnost peroksidaza je najveca u kontrolnim lukovicama
gde je koncentracija vodonik peroksida najmanja jer one imaju vedi afinitet za vodonik
peroksid nego katalaze (Passardi i sar., 2005). Vodonik peroksid koji se nagomilava pod
uticajem brojnih stresnih faktora i1 aktivnosti SOD, a deluje kao signalni molekul koji moze
aktivirati odredene gene i na taj nacin uticati na sintezu proteina koji su ukljuceni u
inicijaciju somatske embriogeneze (Apel i Hirt, 2004). Vranova i sar. (2002) navode da
onda kada su umnozavanje i rastenje ¢elija pod negativnom kontrolom ROS, vodonik
peroksid stimuliSe somatsku embriogenezu. Ganesan 1 Jayabalan (2004) potvrduju hipotezu
da su oksidativni stres i somatska embriogeneza povezani. Oni su dodavali hemoglobin u
hranljivu podlogu kako bi povecali koncentraciju kiseonika i indukovali oksidativni stres u
kulturi ¢elija pamuka gde je primeceno povecanje koncentracije SOD i peroksidaza tokom
prvih faza somatske embriogeneze. Postoje dokazi da vodonik peroksid aktivira specificnu
protein kinazu kod Arabidopsis-a koja pokrece fosforilaciju MAPK (,,mitogen-activated
protein kinase®) i tako se aktiviraju geni specifi¢ni za odbranu biljke od stresnih faktora
(Kovtun i sar., 2000).

Antioksidativni enzimi imaju vaznu ulogu u procesu organogeneze biljaka Sto je
potvrdeno analizom POX, CAT, SOD i esteraza tokom morfogeneze Safrana (Sharifi 1

Ebrahimzadeh, 2010). Izoforme esteraza i peroksidaza smatraju se markerima morfogeneze
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in vitro, pre bilo kakvih uoc€ljivih promena morfoloskih karakteristika (Coppens i Dewitte,
1990; Rao i sar., 1990; Bapat i sar., 1992). Pomenuti enzimi pokazuju obi¢no pojacanu
aktivnost tokom zigotske 1 somatske embriogeneze (Egertsdotter, 1998; Hrubcova 1 sar.,
1994; Kormutak i sar., 2003). Pored esteraza i peroksidaza koje su pomenute kao
potencijalni markeri somatske embriogeneze, Bagnoli i sar. (1998) ukazuju na to da
superoksid dismutaze i katalaze takode mogu biti pogodne za pracenje stadijuma somatske i
zigotske embriogeneze kod kestena.

Antioksidativni enzimi i esteraze koji su ukljueni u proces morfogeneze F.
meleagris in vitro ne pokazuju znaCajne promene u zavisnosti od primenjenih regulatora
rastenja i pretretmana S$to ukazuje na to da je proces morfogeneze strogo definisan bez
obzira kojim regulatorima rastenja je izazvan. Male razlike u aktivnosti pomenutih enzima
koje se uocavaju izmedu lukovica koje su razliCito pretretirane i gajene na podlogama sa
razli¢itim regulatorima rastenja mogu se pripisati razli¢itom nivou stresa koji ovi razli€iti

faktori mogu izazvati.

5.4.2. Sadrzaj arabinogalaktanskih proteina tokom indukcije morfogeneze in vitro

Do sada nema objavljenih podataka o ulozi arabinogalaktanskih proteina u indukciji
morfogeneze in vitro vrsta roda Fritillaria. U toku procesa indukcije morfogeneze in vitro u
kultiri segmenta lukovica 1 bazalnih delova lista F. meleagris uoCava se povecanje
koncetracije AGP. Poveéanje koncentracije AGP na samom pocetku procesa somatske
embriogeneze primeceno je i kod Sargarepe (Thompson i Knox, 1998) kao i kod cikorije
(Chapman 1 sar., 2000). AGP iz hranljive podloge mogu stimulisati formiranje somatskih
embriona (Egertsdotter 1 Van Arnold, 1995; Tchorbadjieva, 2005; Zagorchev 1 sar., 2008).
Koncentracija AGP moze se menjati tokom razli¢itih faza somatske embriogeneze kao $to
je pokazano kod Sargarepe gde je najveta koncentracija AGP detektovana u
proembriogenoj masi i1 ranim stadijumima razvi¢a somatskog embriona (Stacey i sar.,
1990). Smatra se da je uloga AGP u pocetnim stadijumima razvi¢a somatskog embriona
(globularni 1 srcasti stadijum) veoma vazna za uspostavljanje bipolarnog razvica somatskog

embriona (Tang i sar., 2006).
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Koncentracije AGP kod eksplantata koSutice na hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja koji su predhodno gajenji na 4 °C bile su niZe u odnosu na kulture koje su
konstantno gajene na standardnoj temperaturi. Baze lista su mnogo podloznije uticaju
niskih temperatura od lukovica koje delovanjem tih temperatura uobicajeno prevazilaze
dormanciju, pa se i fizioloSki procesi kod njih dosta razlikuju u zavisnosti od temperature
na kojoj se gaje.

U kulturi bazalnih segmenta listova ve¢ 7. dana dolazi do povecanja koncentracije
AGP sa maksimumom posle 21. dana gajenja. U kulturi segmenata lukovica dolazi do
prvobitnog smanjenja koncetracije AGP do 14. dana, a zatim znacajnog povecéanja 28. dana
u kulturi.

Najvise koncentracije AGP u kasnijim fazama razvi¢a somatskih embriona mogu se
dovesti u vezu sa njihovom ulogom u razvicu kotiledona 1 vaskularnih elemenata, kao Sto je
pokazano kod Arabidopsis-a (Zhong sar., 2011). Rani kotiledonarni stadijum razvic¢a
somatskih embriona F. meleagris uocava se 14. dana od pocetka indukcije, da bi se
kotiledoni potpuno razvili 28. dana u kulturi bazalnih segmenta lista. Toonen 1 sar. (1997)
pretpostavljaju da se tokom somatske embriogeneze AGP sintetiSu u posebnim celijama
koje proizvode odredeni tip AGP neophodan u procesu somatske embriogeneze. Kako
proces odmice i broj tih ¢elija se uvecava, proizvodi se vise AGP. Ekpresija AGP moze biti
razlicita u ¢elijama osnove lista i segmenta lukovica u zavisnosti od toga kako reaguju na
stres izazvan bilo razli¢itim regulatorim rastenja bilo povredom tkiva prilikom isecanja
eksplantata. Suspenzija c¢elija kokosa pokazivala je razli¢it sadrzaj AGP u zavisnosti od
fenotipa biljke (Motose i sar., 2004). Vise koncentracije AGP uocavaju se u kulturama baze
lista gajenim na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN nego u onim koje su gajene u prisustvu
TDZ, $to se moze dovesti u vezu sa velikim prose¢nim brojem somatskih embriona koji se
formiraju na hranljivoj podlozi sa 2,4-D 1 KIN. Intezivnije deobe ¢elija u kasnijim fazama
somatske embriogeneze dovodi do veée koncentracije AGP jer su oni ukljuceni u proces
sinteze Celijskog zida i promenu orjentacije celuloznih mikrofibrila kao §to je dokazano kod
Arabidopsis-a i eukaliptusa (Macmillan 1 sar., 2010). Baze lista i same rastu i1 izduzuju se u
isto vreme sa formiranjem somatskih embriona tako da se koncentracija AGP povecava i

usled umnozavanja i izduzivanja Celija baze lista. Pove¢ana koncentracija AGP primecena
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je 1 ¢elijskoj suspenziji brazilskog bora u kojoj su se ¢elije intenzivno delile i rasle (Maurer
1 sar., 2010). Isti autori navode da se AGP mogu dovesti u vezu sa programiranom
¢elijskom smréu odnosno da AGP koji su precipitirani Yariv reagensom, i samim tim im je
smanjena koncentracija u okolnoj hranljivoj podlozi, posredno dovode do smrti ¢elije.
Tokom procesa indukcije somatske embriogeneze detektovano je nekoliko tipova
AGP specificnih za pojedine stadijume razvica somatskih embriona (Kreuger i van Holst,
1995; Toonen 1 sar., 1997). Kreuger i Van Holst (1993) su pokazali da se razliiti tipovi
AGP javljaju tokom razlicitih faza somatske embriogeneze Sargarepe. Razliciti tipovi AGP
mogu biti dokazani imunolokalizacijom pojedinih epitopa pomocu monoklonalnih antitela
ili metodom ukrStene elektroforeze na agaroznom gelu (Ellis i sar., 2010). UkrStenom
elektroforezom pokazan je profil AGP u lukovicama i bazama listova F. meleagris kod
kojih je indukovan proces morfogeneze in vitro. AGP detektovani u gelu imali su razlicite
Rf vrednosti i samo jedan precipitacioni maksimum kao §to je slu¢aj i kod akacije (Qi i sar.,
1991). Razlike u Rf vrednostima dobijenim ukrStenom elektroforezom zavise od razlika u
naelektrisanju odnosno veliCini izolovanih AGP 1 specifi¢ni su za vrstu biljke (Kreuger i
sar., 1995). Pojava dva maksimuma je karakteristicna za visoko embriogene kulture

Sargarepe (Kreuger i van Holst, 1993) i irisa (Jevremovi¢, 2007).

Iz ovih podataka moze se zakljuciti da AGP imaju znacajnu ulogu tokom procesa
morfogeneze koSutice in vitro. Koncentracija AGP u tkivu se menja u zavisnosti od
hranljive podloge, tipa eksplantata tokom procesa indukcije morfogeneze in vitro. Ovo su
prvi rezultati o potencijalnoj ulozi AGP tokom razli¢itih faza morfogeneze koSutice in

vitro.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Uspesno je indukovana in vitro morfogeneza kosutice, F. meleagris u kulturi zrelih
zigotskih embriona, kao i kulturi segmenata lukovica i bazalnih delova listova

lukovica formiranih in vitro.

2. Regeneracija biljaka u kulturi zrelih zigotskih embriona postignuta je procesom
somatske embriogeneze i organogeneze na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja

ili hranljivoj podlozi sa TDZ (1 mg/l).

3. U kulturi segmenata lukovica kosutice formiranih in vitro indukovana je somatska
embriogeneza i/ili organogeneza na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, na
hranljivim podlogama sa 2,4-D (0-10 mg/1) ili sa TDZ (0-2 mg/l), prilikom gajenja
na svetlosti, kao 1 na hranljivim podlogama sa 0-1 mg/l 2,4-D ili 0-2 mg /1 TDZ
prilikom gajenja segmenata lukovica u mraku. Indukcija lukovica je bila uspesnija

na hranljivim podlogama kojima je dodat TDZ kao regulator rastenja.

4. U kulturi bazalnih segmenata lista lukovica koSutice formiranih in vitro uspesno je
indikovana somatska embriogeneza na hranljivim podlogama sa 0-10 mg/l 2,4-

D,KIN ili 2,4-D i KIN.

5. Anatomska istrazivanja indukcije morfogeneze in vitro u kulturi bazalnih segmenata
lista koSutice su pokazala da je somatska embriogeneza direktna, a da su somatski
embrioni viSecelijskog porekla i formiraju se od meristemskih centara poreklom od

epidermalnih i subepidermalnih ¢elija eksplantata.

6. Dormancija in vitro formiranih lukovica koSutice je uspeSno prevazidena.

Poboljsano je umnozavanje i rastenje lukovica gajenjem na nizim temperaturama (4
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10.

11.

1 15 °C). Prethodno gajenje in vitro formiranih lukovica (najmanje 4 nedelje) na
niskoj temperaturi (4 °C) pozitivno utice i na aklimatizaciju biljaka. Poveéanje
koncentracije saharoze u hranljivoj podlozi (4,5%) podstice rastenje lukovica

kosSutice gajenih pri standardnim uslovima, kao i onih gajenih na 4 °C.

U lukovicama gajenim in vitro na niskoj temperaturi (4 °C) dolazi do promena u

sadrzaju Se€era (saharoze, glukoze i fruktoze), fotosintetickih pigmenta i poliola.

Predtretman lukovica rastvorom GA; (1-3 mg/l) inhibira umnoZavanje i rastenje
lukovica koSutice tokom perioda delovanja niskih temperatura, ali stimuliSe
umnozavanje lukovica posle izlaganja niskim temperaturama. Pored toga, klijanje
lukovica je bolje posle pretretmana rastvorom GAs, ali dalje rastenje lukovica ne

moze se posti¢i bez odredenog perioda gajenja lukovica na niskoj temperaturi.

Enzimi antioksidativnog sistema koSutice (superoksid dizmutaza, katalaza, glutation
reduktaze 1 peroksidaza) aktivno ucestvuju u procesima prekidanja dormancije in
vitro formiranih lukovica, usled delovanja niskih temperatura, kao i aklimatizacije

na ex vitro uslove.

Enzimi antioksidativnhog sistema koSutice (superoksid dismutaze, katalaze 1
peroksidaze) aktivno ucestvuju u odgovoru na stres tokom indukcije morfogeneze in
vitro na hranljivim podlogama sa 2,4-D i TDZ. Aktivnost enzima zavisi i od
regulatora rastenja u hranljivoj podlozi kao i od pretretmana kojima je biljka bila
izlozena. Superoksid dismutaze i1 katalaze pokazuju najvecu aktivnost ve¢ posle 7
dana gajenja segmenata lukovica na hranljivim podlogama sa regulatorima rastenja
dok je aktivnost peroksidaza najve¢a u segmentima lukovica neposredno posle

izolacije.

Arabinogalaktanski proteini imaju znacajnu ulogu tokom indukcije morfogeneze

koSutice in vitro u kulturi bazalnih delova lista i segmenata lukovica na hranljivim
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12.

podlogama sa 2,4-D i KIN ili TDZ. Koncentracija AGP se povecava ve¢ posle 7
dana gajenja bazalnih segmenata lista na hranljivim podlogama sa regulatorima
rastenja dok se u kulturi segmenata lukovica koncentracija AGP u tkivu znacajno
povecava posle 3 nedelje gajenja. Koncentracija AGP je veca u bazalnim
segmentima lista gajenim na hranljivoj podlozi sa 2,4-D i KIN nego na hranljivoj

podlozi sa TDZ. U indukciji morfogeneze koSutice in vitro ucestvuje jedan tip AGP.

Utvrdeno je, po prvi put, prisustvo i aktivnost 6 izoformi esteraza tokom indukcije
morfogeneze koSutice in vitro u kulturi segmenata lukovica. Aktivnost pojedinih
izoformi esteraza tokom prve 4 nedelje indukcije se menja i zavisi od pretretmana

na kojima su biljke gajene pre izolacije kao i1 od regulatora rastenja u hranljivoj

podlozi.
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