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Sinergisti¢ki uticaj giberelina i svetlosti na indukciju somatske embriogeneze iz lateralnih
korenova spanaca (Spinacia oleracea L.) in vitro

SAZETAK

U ovom radu analiziran je uticaj giberelina (GA) 1 svetlosti na indukciju somatske
embriogeneze iz apikalnih odse¢aka korenova spanaca sorte ,,Matador*. I1zolovani organi kultivisani su
u uslovima in vitro na medijumu za indukciju somatske embriogeneze, koji je sadrzao 20 uM a-naftil-
sir¢etnu kiselinu (NAA) i 5 uM giberelnu kiselinu (GA3).

Velika varijabilnost u embriogenom potencijalu spanaca, koja je posebno izrazena kod sorte
,Matador®, otezava proucavanje delovanja drugih faktora na proces somatske embriogeneze. Analizom
embriogenog potencijala nasumi¢no izabranih klijanaca dobijenih isklijavanjem semena sorte
“Matador” devet razli¢itih evropskih proizvodaca semena, uofeno je znacajno variranje frekvence
regeneracije (0-100%) izmedu populacija i individua u okviru populacije, kao i prose¢nog broja
somatskih embriona (SE) po eksplantatu (0-14.4 po populaciji, odnosno 0-36 po eksplantatu
pojedinacnih klijanaca). Rezultati ukazuju na vaznost odabira biljnog materijala za eksperiment, jer on
moZze znacajno uticati na interpretaciju rezultata. Stoga je u ovom radu razvijena i uspeSno koris¢ena
metoda uzorkovanja biljnog materijala, izlaganjem jednakog broja odsecaka korenova svakog klijanca
svim tretmanima u okviru eksperimenta, ¢ime je prevaziden uticaj varijabilnosti biljnog materijala
usled genetickih i drugih uticaja.

U cilju ispitivanja mehanizma kojim GAj; indukuje proces somatske embriogeneze, testiran je
uticaj paklobutrazola (PAC), inhibitora biosinteze GA i trihostatina A (TSA), inhibitora deacetilaze
histona, na ovaj proces. Suprotno ocekivanju, PAC je delovao sinergisticki sa GAz i NAA u
stimulaciji somatske embriogeneze. U kombinaciji sa NAA+GA3;, 1-10 uM PAC je uticao na
povecanje embriogenog potencijala, sa najve¢im efektom pri 2.5 uM PAC. U kombinaciji sa NAA,
koji sam po sebi nije dovoljan za indukciju somatske embriogeneze, bila je potrebna neSto viSa
koncentracija PAC za dostizanje znacajnog embriogenog odgovora—10 uM PAC za eksplantate
nasumicno izabranih klijanaca i 5 uM PAC za eksplantate geneticki predisponiranih jedinki prema
procesu somatske embriogeneze. TSA (0.1-5 uM primenjen u trajanju od 1, 7 ili 14 dana) nije mogao
da zameni ni NAA ni GA;3; u indukciji somatske embriogeneze, ali je u kombinaciji sa
10 UM NAA+5 UM GA; ili 20 pM NAA+5 uM GAg3 uticao na znacajno povecanje embriogenog
potencijala eksplantata. Pozitivan uticaj TSA na indukciju somatske embriogeneze je pre svega zavisio
od duzine trajanja tretmana. Duzi TSA treatman je bio potreban u kombinaciji sa niZom
koncentracijom NAA i obrnuto. Uocen je i znacajan uticaj dimetil sulfoksida, koji je koris¢en kao
rastvara¢ TSA, na povecanje embriogenog potencijala eksplantata.

Kvalitet svetlosti je takode znacajno uticao na embriogeni potencijal eksplantata. Najveci
embriogeni potencijal su imali eksplantati kultivisani pod plavom LED svetlos¢u. Eksplantati
kultivisani pod belom LED i fluorescentnom svetloS¢u su imali znacajno niZi embriogeni potencijal,
dok je regeneracija somatskih embriona bila potpuno inhibirana u eksplantatima kultivisanim pod
crvenom LED svetlosé¢u ili u mraku.

Da bi se rasvetlio mehanizam delovanja GA i svetlosti na indukciju procesa somatske
embriogeneze, sprovedena je detaljna analiza metabolizma GA u eksplantatima tokom indukcije
somatske embriogeneze analizom ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za biosintezu (SOGA20-
ox1 i SoGA3-0x1) i inaktivaciju (SOGA2-0x1, SOGA2-0x2 i SOGA2-0x3) GA, kao i sadrzaja endogenih
GA. Najvece razlike izmedu embriogenih eksplantata (kultivisanih na medijumu sa NAA+GA3), i
neembriogenih eksplantata (kultivisanih na medijumu bez biljnih regulatora rastenja i razvica ili na
medijumu sa GAjz; ili NAA) su detektovane u ekspresiji S0oGA20-ox1 i SoGA2-0x2 gena. U



neembriogenim eksplantatima, ekspresija SOGA20-0x1 je bila niza u odnosu na kontrolu (korenove
intaktnih klijanaca) tokom 1 do 14 dana, dok je u embriogenim eksplantatima ekspresija ovog gena
tokom celokupnog perioda indukcije SE bila znacajno niza u odnosu na kontrolu. Nasuprot tome,
ekspresija SOGA2-0x2 je bila znafajno veca u embriogenim nego u neembriogenim eksplantatima.
Profil ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam GA je bio sli¢an u eksplantatima
kultivisanim na medijumu sa NAA+PAC, NAA+GA;3; i NAA+GA3+PAC. Sliéno tome, nisu uoéene
znacajne razlike u ekspresiji navedenih gena u eksplantatima kultivisanim pod fluorescentnom, plavom
ili belom LED svetlos¢u. Navedeno ukazuje da PAC 1 kvalitet svetlosti stimuliSu somatsku
embriogenezu kod spanaca nekim drugim mehanizmom koji ne podrazumeva promene na nivou
ekspresije gena uklju¢enih u metabolizam GA.

U neembriogenim eksplantatima, kultivisanim na medijumu sa 20 uM NAA, detektovan je
samo kratkotrajan skok endogene GAj3, bez znacajnog povecanja koncentracije ostalih bioaktivnih GA.
Nasuprot tome, u embriogenim eksplantatima, kultivisanim na medijumu sa 20 uM NAA+5 uM GA;,
je detektovan znafajno veci 1 dugotrajniji skok GAjz, koji se reflektovao uticajem na znacajno
poveéanje nivoa vecine endogenih bioaktivnih GA (GAj;, GA; i GA;). Rezultati ukazuju da je
drasti¢no povecanje koncentracije bioaktivnih GA u eksplantatima u korelaciji sa indukcijom somatske
embriogeneze kod spanaca.

Kljucne recéi: Dimetil-sulfoksid, ekspresija gena, genotip, giberelini, LED svetlost,
paklobutrazol, Spinacia oleracea, somatska embriogeneza, svetlost, trihostatin.

Nauéna oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Fiziologija biljaka



Synergistic effect of gibberellin and light on the induction of somatic embryogenesis from
lateral roots of spinach (Spinacia oleracea l.) in vitro

ABSTRACT

In this work, the impact of gibberellins (GA) and light, on somatic embryo initiation in vitro
from root apices of spinach seedlings (cv. Matador) was studied. The explants were cultivated on
induction medium supplemented with 20uM a-naphthaleneacetic acid (NAA) and 5 uM gibberellic
acid (GAy).

A high variability in embryogenic capacity of spinach, especially in the cultivar "Matador",
impedes studying the effects of other factors on the induction of somatic embryogenesis. Analysis of
embryogenic potential of randomly chosen seedlings, obtained from seeds of cv. “Matador” purchased
from nine European seed companies, showed significant variation in the regeneration frequency (O-
100%) among populations and individuals within the population, as well as in the mean SE number per
explant (0-14.4 and 0-36 per population and per individual seedlings' explants, respectively). The
results strongly evidenced the importance of the sampling of plant material, because it may
significantly affect the interpretation of the data. With the aim to overcome such high variability of
plant material due to genetic and other impacts, a sampling method was developed and successfully
applied in the present work. The sampling method implies the exposure of equal number of root
explants taken from each seedling to all treatments.

In order to investigate the mechanism of GA3 action on somatic embryogenesis induction, the
influence of paclobutrazole (PAC), an inhibitor of GA biosynthesis, and trichostatin A (TSA), a
histone deacetylase inhibitor, on this process was studied. Unexpectedly, PAC acted synergistically
with GA3; and NAA in promoting somatic embryogenesis. In combination with NAA+GAg3, 1-10 uM
PAC increased embryogenic capacity of the explants, with maximum effect at 2.5 uM PAC. In
combination with NAA, which alone is not sufficient to induce somatic embryogenesis, higher
concentrations of PAC were required for satisfactory embryogenic response—10 uM PAC for the
explants taken from randomly chosen seedlings and 5 uM PAC for the explants derived from the
seedlings genetically predisposed for somatic embryogenesis.

TSA (0.1-5 uM applied over 1, 7 or 14 days) could not substitute for either NAA or GAgs in
somatic embryogenesis induction, although it significantly increased embryogenic capacity of the
explants in combination with 10 uM NAA+5 pM GA;3; or 20 uM NAA+5 uM GA;. The positive
impact of TSA on somatic embryogenesis induction mostly depended on the treatment duration.
Longer TSA treatments were required with lower level of NAA and vice versa. In addition, a
significant positive impact of dimethyl sulfoxide, used to dissolve TSA, on embryogenic capacity of
the explants was observed.

The quality of the light also significantly affected the embryogenic potential of the explants.
Explants cultured under blue LED light exhibited the highest embryogenic potential. Explants cultured
under white LED and fluorescent light had significantly lower embryogenic potential, while somatic
embryo regeneration was completely inhibited in explants cultured under red LED light or in the dark.

To elucidate the mechanism of action of GA and light on somatic embryogenesis induction, a
detailed analysis of GA metabolism in the explants during induction of somatic embryogenesis was
performed by analyzing the expression of genes encoding key enzymes in GA biosynthesis (SOGA20-
ox1l and SoGA3-0x1) and inactivation (SoGA2-0x1, SOGA2-0x2 and S0GA2-0x3), as well as the



endogenous GA content. The most dramatic differences between embryogenic explants (cultured on
medium with NAA+GA;3), and non-embryogenic explants (cultured on medium without plant growth
regulators or on medium with GA; or NAA) were detected in the expression of SoGA20-ox1 and
S0GA2-0x2 genes. In the non-embryogenic explants, the SOGA20-ox1 expression was lower during
1-14 days compared to the control (roots of intact seedlings), while in the embryogenic explants the
expression of this gene was significantly lower than the control during the entire period of SE
induction. In contrast, the expression of SOGA2-0x2 was significantly higher in the embryogenic than
in non-embryogenic explants. The expression profile of the genes encoding key enzymes of GA
metabolism was similar in the explants cultured on medium supplemented with NAA+PAC,
NAA+GA; and NAA+GA3;+PAC. Similarly, no significant differences in the expression of these genes
were observed in the explants cultured under fluorescent, blue or white LED light. This indicates that
PAC and light quality enhance somatic embryogenesis in spinach by some other mechanism that does
not include alterations in the expression level of genes encoding the key enzymes involved in GA
metabolism.

In the non-embryogenic explants, cultured on 20 uM NAA-supplemented medium, only a
transient increase in endogenous GA3 was detected, without significant alterations in the levels of other
bioactive GAs. By contrast, in the embryogenic explants, cultured on medium supplemented with
20 pM NAA+5 UM GAg3, a significantly higher and longer-lasting increase in GA; was detected,
followed by a significant increase in the levels of the majority of endogenous bioactive GAs (GA;,
GA, and GAy). The obtained results evidence that the drastic increase in the levels of bioactive GAs in
the explants correlated with the induction of somatic embryogenesis in spinach.

Key words: Dimethyl sulfoxide, endogenous GA content, genotype, gene expression,
gibberellins, light, LED (Light emitting diodes), paclobutrazol, somatic embryogenesis, Spinacia
oleracea.

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology
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1. UvOD

1.1.  Morfogeneza biljaka u uslovima in vitro

Biljke poseduju izuzetnu plasti¢nost u razviéu, jer kao sesilni organizmi, one su morale tokom
evolucije da razviju niz strategija koje ¢e im omoguciti prezivljavanje u promenljivim uslovima
spoljasnje sredine. Najizrazenija strategija je neuporediva sposobnost regeneracije koje biljke
poseduju. Za razliku od Zivotinja, biljne ¢elije imaju sposobnost da regeneriSu ne samo pojedinacna
tkiva i organe, veC i ceo biljni organizam. Ova sposobnost biljaka poznata je ve¢ decenijama i naziva
se totipotencija. Koncept Celijske totipotencije je prvi uveo Haberlandt 1902. godine i ukazao da
diferencirane biljne ¢elije, sve dok sadrze kompletan broj hromozoma, mogu biti sposobne za
regeneraciju kompletnih biljaka (Haberlandt, 1902). Upravo na ovom konceptu se zasnivaju gotovo svi
putevi regeneracije kod biljaka.

Morfogeneza in vitro predstavlja regeneraciju organa ili celog biljnog organizma iz organa
majke-biljke. Proces morfogeneze se moze podelite na tri faze: 1) sticanje kompentencije celija za
regeneraciju, 2) determinaciju ¢elija za formiranje specifi¢nog obrasca razvica i 3) diferencijaciju ¢elija
(Christianson & Warnick, 1983). Biljne ¢elije nisu same po sebi totipotentne, ali mogu da postanu pod
uticajem razli¢itih stimulusa (Fehér, 2019). Sticanje kompetencije celija se ogleda u njihovoj
sposobnosti da prepoznaju specifi¢ne signale koji dovode do prelaska na embrionalni obrazac razvica.
Nakon toga, celije ulaze u stanje diferencijacije, uspostavljajué¢i novu organizaciju tkiva. Procesi
regeneracije u uslovima in vitro imaju veliku prakti¢nu primenu, a pre svega pruzaju nove moguc¢nosti
za razvoj biotehnologije 1 genetickog inzenjerstva.

1.1.1. Procesi regeneracije in vitro

U zavisnosti od tipa organa koji nastaju regeneracijom, razlikuju se dva osnovna procesa
regeneracije in vitro — organogeneza i somatska embriogeneza. U kom smeru ¢e se odvijati
regeneracija zavisi od mnogih faktora, ali pre svega od tipa i odnosa biljnih regulatora rastenja (BRR,
Skoog & Miller, 1957). Organogeneza podrazumeva de novo obrazovanje pupoljaka (kaulogeneza) i
korenova (rizogeneza). Pre vise od pola veka su Skoog & Miller (1957) uocili da odgovarajuci odnos
izmedu dva hormona, citokinina i auksina, moze da odredi put organogeneze. Pa tako, visoka
koncentracija auksina indukuje rizogenezu, a visoka koncentracija citokinina kaulogenezu, dok u
pribliznom odnosu dovode do formiranja kalusa. Za razliku od toga, u procesu somatske embriogeneze
dolazi do regeneracije embriona iz jedne ili viSe somatskih ¢elija, koji se zatim razvijaju u kompletne
biljke. Zapanjujuéi regenerativni potencijal somatskih ¢elija su prvi put uocili Steward et al. (1958) i
Reinert (1958) u suspenziji ¢elija Daucus carota L.

Somatska embriogeneza predstavlja najpozeljniji proces regeneracije biljaka u uslovima in
vitro, jer somatski embrioni imaju formirane apikalne meristeme izdanka i korena, te nije potrebna
dodatna faza oziljavanja, kao pri procesu kaulogeneze (Von Arnold et al., 2002). Regeneracija biljaka
putem somatske embriogeneze predstavlja izuzetan sistem vegetativnog razmnozavanja, koji moze
obezbediti izuzetno veliki broj propagula (Schavemaker & Jacobsen, 1995). Takode, somatski
embrioni su najc¢esce koriS¢eni pocetni eksplantati za geneticku transformaciju, te se ovim putem mogu
dobiti regenerisane transformisane biljke (Debeaujon & Branchard, 1993). Upravo je to naj¢es¢i razlog
zbog koga je ova pojava aktuelna u kulturi in vitro.



Osim somatske embriogeneze, kod biljaka se mogu indukovati jo§ dva procesa embrionalnog
razvi¢a - androgeneza i ginogeneza. Ova dva procesa se razlikuju od somatske embriogeneze, jer se
razvi¢e embriona ne odvija iz somatskih c¢elija, ve¢ iz ¢elija mikrospora (androgeneza) i makrospora
(ginogeneza) (Shariatpanahi et al., 2006; Bohanec, 2009; Segui-Simarro, 2010). Na ovaj nacin se
dobijaju haploidne biljke, koje imaju veliku prakticnu primenu u proizvodnji dihaploidnih, odnosno
Cistih homozigotnih linija (Murovec & Bohanec, 2012; Niazian & Shariatpanahi, 2020). Osim toga,
korisne su za studiranje totipotencije (Powell, 1990) i predstavljaju dobar sistem za proucavanje
indukovane mutageneze (Segui-Simarro & Nuez, 2008).

1.1.2. Somatska embriogeneza

Somatska embriogeneza predstavlja prelazak somatskih Celija iz vegetativne na embrionalnu
fazu razvica, koji ne ukljucuje formiranje gameta i njihovo oplodenje (von Arnold et al., 2002; Jha et
al., 2020). Biljne ¢elije imaju sposobnost da se dediferenciraju, nakon ¢ega podlezu deobama, neke od
njih se diferenciraju u somatske embrione iz kojih se mogu formirati kompletne biljke. lako se ova
pojava u prirodi deSava relativno retko i to najcesc¢e na ovulama (Paeonia) (Koltunow & Grossniklaus,
2003) ili na listovima (Asplenium ili Kalanchoe) (Yarbough, 1932), u uslovima in vitro somatska
embriogeneza je uoc¢ena kod velikog broja biljnih vrsta.

Regeneracija biljaka putem somatske embriogeneze se moze podeliti u dve glavne faze: fazu
indukcije 1 fazu razvica somatskih embriona. Tokom faze indukcije pod uticajem razliCitih faktora
dolazi do proliferacije i dediferenciacije somatskih ¢elija usled Cega one postaju kompetentne za
formiranje somatskih embriona, dok u fazi razvi¢a embrionalne ¢elije se diferenciraju u somatske
embrione (Luo & Koop, 1997).

Somatski embrioni mogu nastati iz jedne ili viSe somatskih celija, $to najc¢eS¢e zavisi od
kordinisanog ponasanja ¢elija koje ih okruzuju (Williams & Maheswaran, 1986). Kada embrioni imaju
jednocelijsko poreklo, dolazi do kordinisanih ¢elijskih deoba i embrioni nisu povezani sa tkivom majke
ili su povezani preko strukture sli¢ne suspenzoru (Williams & Maheswaran, 1986). Medutim, embrioni
sa viSecelijskim poreklom nemaju koordinisane ¢elijske deobe 1 svojim bazalnim delom su povezani sa
tkivom majke (Quiroz-Figueroa et al., 2006).

Somatski embrioni se mogu razviti direktno iz eksplantata bez kalusne faze ili indirektno iz
kalusa (Williams & Maheswaran, 1986). Direktna somatska embriogeneza se deSava u Celijama koje
poseduju prethodno determinisani embriogeni potencijal i koje se javljaju uglavhom u embriogenom
tkivu (Williams & Maheswaran, 1986). Zbog toga se direktna somatska embriogeneza najefikasnije
indukuje iz nezrelih zigotskih embriona i organa klijanca (Germana, 2003; Gaj et al., 2005; Malik et
al., 2007; Pavlovi¢ et al., 2013). Neke céelije ovih eksplantata Sse razvijaju u somatske embrione
spontano, bez potrebnih spoljasnih stimulusa. Karakteristicna pojava u direktnoj somatskoj
embriogenezi je da se na primarnom embrionu razvija veéi broj sekundarnih, $to se ponavlja u svakoj
subkulturi. Ova pojava se naziva sekundarna, rekurentna ili repetitivna somatska embriogeneza, koja je
vrlo korisna za klonalno razmnozavanje i proizvodnju velikog broja embriona (Thomas et al., 1976). U
indirektnoj somatskoj embriogenezi ucestvuju Celije koje su diferencirane i nemaju embriogeni
potencijal. One ne mogu spontano da se razvijaju u somatske embrione, ve¢ im je potrebna odredena
doza BRR. Bez obzira kojim putem nastaju, somatski embrioni su morfoloski veoma slicni. Do
znacajnog reprogramiranja ekspresije gena dolazi tokom indirektne somatske embriogeneze Sto je
neophodno za sticanje Celijske kompetencije (Willemsen & Scheres, 2004; Miguel & Marum, 2011).
Direktna i indirektna somatska embriogeneza se mogu paralelno javiti u istom eksplantatu. Ipak,
indirektna somatska embriogeneza je najces¢i put formiranja somatskih embriona u uslovima in vitro.
Otpocinje formiranjem kalusa koji je na prvi pogled neorganizovana masa ¢elija sa razli€itim stepenom
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kompaktnosti. Smatralo se da se kalus sastoji od dediferenciranih ¢elija, koje se dediferenciranjem
vracaju na po¢etno embrionalno stanje, poput zigota, i tek tada imaju sposobnost da preusmere svoje
razvie ka embrionalnom putu pod uticajem razliCitih stimulusa. Medutim, skorasnja istrazivanja
ukazuju da postoje razli¢iti tipovi kalusa, koji poseduju razliciti stepen diferenciacije (Ikeuchi et al.,
2013). Samo neke c¢elije kalusa sticu kompetenciju za diferenciranje. Drugim re¢ima, dediferencijacija
Celija je prelazna faza iz jednog stanja diferencijacije u drugo (Fehér, 2019). Tokom procesa
dediferencijacije, potentnost Celija za diferencijaciju raste, tako da se celije mogu rediferencirati u
drugi tip diferenciranih celija, a ceo proces se oznafava kao transdiferencijacija (Sugimoto et al.,
2011). Na primer, korenovi Arabidopsis thaliana gajeni na medijumu bogatom auksinom formiraju
kalus koji se sastoji od ¢elija sli¢nih apikalnom meristemu lateralnih korenova. Ovaj tip kalusa potice
od ¢elija pericikla koje su blisko postavljene ksilemu i za koje se smatra da su pluripotentne, jer mogu
da regeneriSu meristeme korena i pupoljaka (Verdeil et al., 2007; Atta et al., 2009; Sugimoto et al.,
2010; Bustillo-Avendaiio et al., 2018). Pod uticajem citokinina, primordije lateralnih korenova se
mogu za samo nekoliko dana direktno, bez formiranja kalusa, transdiferencirati u pupoljke, ali je to
mogucée samo tokom vrlo kratkog perioda tokom njihovog razvi¢a (Rosspopoff et al., 2017). Ovo
ukazuje da u ranim stupnjevima formiranja de novo pupoljaka ne dolazi do dediferenciacije ¢elija
kalusa kao §to se ranije smatralo ve¢ dolazi do njegove rediferenciacije u razlicite tipove ¢elija (Atta et
al., 2009; Sugimoto et al., 2010; Rosspopoff et al., 2017). Postojanje ovakvog tipa kalusa jo$§ uvek nije
potvrdeno u somatskoj embriogenezi, ali je pokazano da somatski embrioni mogu da poticu iz Celija
kambijuma i prokambijuma (Guzzo et al., 1994; Rose et al., 2010; de Almeida et al., 2012; Fehér,
2015, 2019). Da li u tim slucajevima somatska embriogeneza deli pocetne stupnjeve formiranja
lateralnih korenova, jo§ uvek treba da se utvrdi (Fehér, 2019).

Izolacija ¢elija je od izuzetnog znaCaja za prelazak celija na embrionalni put razvica.
Sprec¢avanje komunikacije izmedu ¢elija prekida njihove pozicione informacije 1 dotadasnje funkcije 1
dovodi do promena u njihovom programu razvi¢a (Sugimoto et al., 2019). Embriogene ¢elije mogu
biti izolovane od ostalih ¢elija depozicijom kaloze (koja sprecava protok molekula - transkripcionih
faktora, signalnih peptida, hormona, miRNK itd. kroz plazmodezme), osmotskim Sokom (koji izaziva
plazmolizu 1 prekid komunikacije izmedu celija) ili dispergovanjem celija u suspenziji (Sugimoto et
al., 2019; Godel-Jedrychowska et al., 2020). Mehanizam izolacije Celija ne zavisi od tipa tkiva u kome
se indukuje somatska embriogeneza niti od faktora koji je pokrenuo ovaj proces, a 2-deoksi-D-
glukoza, osim $to inhibira biosintezu kaloze, inhibira i somatsku embriogenezu (Godel-Jedrychowska
et al., 2020). Embriogene celije od kojih ¢e nastati somatski embrioni su malih dimenzija sa krupnim
jedrom i malom vakuolom, a Cesto su odvojene debelim ¢elijskim zidom bez plazmodezmi. Njihove
histohemijske i ultrastrukturne osobine pokazuju povecanje sinteze RNK i metabolicke aktivnosti
(Jiménez & Bangerth, 2001a). DNK u nukleusu je u euhromatinskom stanju, dok sa diferencijacijom i
specijalizacijom c¢elije dolazi do kondenzacije hromatina (Berenguer et al., 2017; Sugimoto et al.,
2019).

Kada se jednom formiraju, embriogene Celije nastavljaju da proliferiSu i1 obrazuju
proembriogenu masu (PEM). Nakon toga, poCev od globularnog stadijuma razvi¢a, razvi¢e somatskih
embriona se odvija kroz iste faze kao i u zigotskoj embriogenezi. Na obodu PEM dolazi do formiranja
veceg broja manjih globularnih embriona koji daljim razvicem ulaze u stadijum srca i torpeda. U
kotiledonarnom stadijumu, somatski embrioni su sposobni da klijaju u povoljnim uslovima, za razliku
od zigotskih embriona koji prolaze kroz obaveznu fazu mirovanja (Zimmerman, 1993). Za razliku od
zigotskih embriona, razvi¢ée somatskih embriona se lako moze pratiti u kontrolisanim uslovima in
vitro, te oni predstavljaju odlican model za izucavanje embriogeneze na biohemijskom i molekularnom
nivou (Kawahara & Komamine, 1995).



1.1.2.1. Mehanizam indukcije somatske embriogeneze

Od kada je prvi put indukovana somatska embriogeneza u suspenzijama celija Sargarepe,
postalo je jasno da auksini imaju glavnu ulogu u ovom procesu. lako kod mnogih biljnih vrsta razliciti
tretmani indukuju somatsku embriogenezu, pokazano je da vecina tih tretmana utice na nivo auksina u
¢eliji, modifikujuéi njegov metabolizam (Andreac & Good, 1955; Davies, 1972; Michalczuk et al.,
1992; Fehér et al., 2003; Pescador et al., 2012a; Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Prema tome, naruSavanje
homeostaze auksina je klju¢no za sticanje embriogene kompetencije celija.

Pokazano je da celije eksplantata koje imaju vec¢i nivo endogenih auksina sti¢u embriogenu
kompenteciju i u odsustvu spoljasnjih stumulusa, $to ukazuje da su ove ¢elije sposobne da vrse de novo
sintezu auksina (Dudits et al., 1991; Ikeda-lwai et al., 2003; Jiménez & Thomas, 2006). Medutim, kod
Cetinara se somatska embriogeneza tesko indukuje uprkos tome §to eksplantati sadrze visok nivo
endogenih auksina, Sto ukazuje da nivo auksina koji je neophodan za indukciju somatske
embriogeneze se razlikuje izmedu vrsta i razlicitih tkiva (Liao et al., 2008; Zhou et al., 2017). Kod
mnogih biljnih vrsta je pokazano da nije vazan pocetni nivo endogenih auksina u eksplantatima, veé
njegovo dinamicno povecanje kao odgovor na faktore koji indukuju somatsku embriogenezu
(Michalczuk et al., 1992; Thomas et al., 2002; Pasternak et al., 2002; Wdjcikowska et al., 2013; Cheng
et al., 2016; Vondrakova et al., 2018; Awada et al., 2019). Upravo takav nagli impuls auksina
predstavlja neophodni signal za prelazak Celija sa vegetativnog na embrionalni program razvica.

Jedan od vaznih dogadaja u somatskoj embriogenezi je uspostavljanje bileteralne simetrije
¢elije, a to je omoguceno formiranjem gradijenta auksina tokom faze indukcije (Schiavone & Cooke,
1987; Liu et al., 1993; Fischer & Neuhaus, 1996). Gradijent auksina se uspostvalja uz pomo¢
aktivnosti influks simportera AUXIN RESISTANT1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX) i efluks transportera
PIN-FORMED (PIN) i P-glukoproteina (PGP) (Petrasek & Friml, 2009). Upravo je ovaj transport
zavistan od endogene koli¢ine auksina i neophodan je za razviée somatskih embriona. Cak i pre
identifikacije PIN proteina, pokazano je da primena inhibitora za transprt auksina remeti normalno
razviée embriona kod nekoliko biljnih vrsta (Liu et al., 1993; Hadfi et al., 1998). Polarni transport
auksina se vrsi efluksom auksina zahvaljujuéi asimetri¢noj lokalizaciji PIN proteina (Benkova et al.,
2003), ¢ija subcelularna lokalizacija zavisi od njegove fosforilacije, koju reguliSu specifi¢ne kinaze i
fosfataze (Friml et al., 2004). Smatra se da uspostavljanje polarnog transporta auksina tokom somatske
embriogeneze nastaje kao rezultat povratne sprege od strane novosintetisanih auksina. Lokalna sinteza
auksina u apikalnom delu embriona reguliSe njegov polaran transport ¢ime se definiSe apikalno-
bazalna osa embriona (Robert et al., 2013; Wabnik et al., 2013).

Nakon procesa indukcije, auksini imaju inhibitorno dejstvo na razvi¢e somatskih embriona
(Dudits et al., 1991). Gajenje kultura sa razvijenim embriogenim ¢elijama na medijumu sa auksinom
dovodi do razvijanja mase ¢elija, jer su deobe c¢elija intezivne i dolazi do proliferacije ¢elija u svim
pravcima (de Vries et al., 1988).

1.1.2.2.  Molekularni mehanizmi indukcije somatske embriogeneze

Somatske c¢elije poseduju svu neophodnu geneticku informaciju koja im je potrebna za
formiranje kompletne i funkcionalne biljke. Medutim, da bi se one diferencirale u somatske embrione
neophodno je da dode do reprogramiranja ekspresije gena, koja se deSava tokom njihove
dediferencijacije i omogucava im da steknu embriogeni potencijal (Che et al., 2006).

Kako u najve¢em broju slucajeva za indukciju somatske embriogeneze se koriste auksini, koji
izazivaju stvaranje gradijenta koncentracije endogenih auksina u eksplantatima, dolazi do znacajnih
promena u ekspresiji gena koji su ukljuceni u metabolizam i signalni put auksina (Yang et al., 2012;
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Xu et al., 2013; Cao et al., 2017; Sun et al., 2019; Quintana-Escobar et al., 2019; Wojcik et al., 2020;
Chen et al., 2020). Na primer, tokom indukcije somatske embriogenze pamuka detektovana je
diferencijalna ekspresija vise od 60% gena koji pripadaju familiji AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID
(Aux/IAA) i AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) transkripcionim faktorima; kao i ekspresija gena
uklju¢enih u metabolizam auksina (Sun et al., 2019). Auksini indukuju totipotenciju ¢elija tako $to
hromatin ¢ine dostupnim masineriji za ekspresiju gena (Wang et al., 2020a). Smatra se da specifi¢an
Aux/IAA-ARF kompleks na odgovaraju¢em lokusu sprecava ekspresiju tih gena sprec¢avajuci pristup
kompleksa koji vr$i remodelovanje hromatina (Wang et al., 2020a). Posle tretmana auksinom,
Aux/IAA bivaju degradirani §to omogucava otvoreniju strukturu hromatina na lokusu u blizini ARF-
vezujuceg mesta 1 ekspresiju specificnih gena.

Sve veci broj publikacija ukazuje na blisku vezu izmedu auksina i epigeneticke regulacije
ekspresije gena posredstvom mikro ribonukleinskih kiselina (miRNK), remodelovanja hromatina i
metilacije DNK (Zhu, 2010; Yamamuro et al., 2016; Maury et al., 2019; Wojcikowska et al., 2020).
Epigeneticke promene indukuju remodelovanje hromatina, ¢ime se ukida utiSavanje gena za
embrinalno razvi¢e u vegetativnim celijama (Nodine & Bartel, 2010; Loyola-Vargas, 2016; Feher,
2015; Osorio-Montalvo et al., 2018; Nowicka et al., 2019). Remodelovanje hromatina se vrsi
ubikvitinizacijom, metilacijom i acetilacijom (Jenuwein & Allis, 2001; de la Paz Sanchez et al., 2015).
Prva dva procesa vrSe proteinski kompleksi: Polycomb group i Trithorax group, dok
acetilaciju/deacetilaciju na ostatku lizina histona katalizuju acetiltransferaze, odnosno deacetilaze
histona. Hiperacetilacija histona dovodi do relaksacije hromatina i omogucava ekspresiju gena (Shen et
al., 2015; Liu et al., 2016). Polycomb ¢ine dva multiproteinska kompleksa Repressive Complex 1
(PRC1) i Repressive Complex 2 (PRC2); PRC2 vrsi represiju transkripcije trimetilacijom lizina 27 u
molekulu histona H3, za koji se zatim vezuje PRC1 i kondezuje hromatin (Bratzel et al., 2010; de la
Paz Sanchez et al., 2015). Suprotno tome, Tritorax kompleks vr$i trimetilaciju lizina 4 u molekulu
histona H3, oslobadajuci time gene represije (Schuettengruber et al., 2011; de la Paz Sanchez et al.,
2015). Navedeni kompleksi koordinisano i dinamicki reguliSu sve procese tokom Zzivotnog ciklusa
¢elijama PRC2 sprecava dediferencijaciju visokodiferenciranih biljnih celija (Ikeuchi et al., 2015).
Mutacija gena koji kodiraju dve subjedinice PRC2, je dovela do proliferacije diferenciranih korenskih
dlaka, formiranja kalusa i spontane regeneracije SE kod ovih mutanata A. thaliana (lIkeuchi et al.,
2015). Medutim, mutacija PRC2 najc¢Sece nije dovoljna za dediferencijaciju ¢elija, vec¢ je neophodan i
eksterni indukcioni tretman, najcesce auksin ili abioti¢ki stres (Mozgova et al., 2017). Kod Medicago
truncatula je detektovan niZi nivo ekspresije gena koji ¢ine PRC1 kompleks i visi nivo ekspresije gena
koji kodiraju subjedinice TrxG kompleksa u eksplantatima embriogene linije u odnosu na eksplantate
neembriogene linije tokom indukcije somatske embriogeneze (Ortowska & Kepczynska, 2018).

Trichostatin A (TSA) inhibira deacetilazu histona, vre¢i time opStu i nespecificnu derepresiju
gena. TSA moze efikasno pokrenuti proces somatske embriogeneze 1 u odsustvu eksternog stimulusa,
kao §to je 2,4-dihlorfenoksi sir¢etna kiselina (2,4-D) kod A. thaliana (Wdjcikowska et al., 2018) ili
toplotni stress kod Brassica napus (Li et al., 2014) ili indukovati embriogeni odgovor eksplantata kod
kojih se ovaj process znatno teze pokrece, npr. iz adultnih tkiva i mikrospora A. thaliana (Li et al.,
2014; Wojcikowska et al., 2018) ili zrelih zigotskih embriona pSenice (Bie et al., 2020). Kod A.
thaliana TSA i 2,4-D istim mehanizmom pokrecu somatsku embriogenezu, poveéanjem ekspresije
YUCCA gena, ¢ime se povecva biosinteza auksina i pokrece kaskada derepresije transkripcionih
faktora (LEAFY COTYLEDON (LEC1, LEC2), AGAMOUS LIKE 15 (AGL15), MYELOBLASTOSIS
118 (MYB118), FUSCA 3 (FUS3) i BABYBOOM (BBM)) koji ucestvuju u formiranju embrionalnog
identiteta celija (Wojcikowska et al., 2018).



Tokom procesa reprogramiranja mikrospora B. napus i Hordeum vulgare primenom visoke
(32°C), odnosno niske (4°C) temperature, na embrionalni put razvica uocen je nizak nivo metilacije
histona, koji se zatim povecavao tokom razvi¢a embriona (Berenguer et al., 2017). U skladu s tim,
B1X-01294, specifi¢an inhibitor metiltransferaze histona, je pozitivno delovao na povecanje frekvence
inicijacije embriogeneze, ali je inhibirao diferencijaciju somatskih embriona (Berenguer et al., 2017).

Odavno je poznato da egzogena primena auksina povecava nivo metilacije DNK u kulturama
embriogenih Celija Sargarepe (LoSchiavo et al., 1989). Kasnije je kod mnogih biljnih vrsta pokazano
da je balans izmedu metilicije 1 demetilacije DNK klju¢an za indukciju somatske embriogeneze
(Leljak-Levani¢ et al., 2009; Huang et al., 2012a; Ji et al., 2019). Nivo metilacije DNK se razlikuje u
embriogenim i neembriogenim tkivima i menja se tokom procesa indukciju somatske embriogeneze
(De-la-Pefa et al., 2015). Na metilaciju/demetilaciju DNK uti¢e veliki broj faktora: geneticki faktor,
starost i fizioloSko stanje eksplantata, sastav medijuma za kokultivaciju, posebno BRR, jedinjenja koja
sekretuju eksplantati, uslovi kultivacije itd. (De-la-Pefa et al., 2015).

Poveéana ekspresija Metl gena, koji kodira enzim DNK metiltransferazu, uocena je kod A.
thaliana nakon indukcije somatske embriogeneze egzogenom primenom auksina, pre nego $to uopste
dode do formiranja embriogenih ¢elija, dok je primena 5-azacitidina (inhibitora metiltransferaze)
sprecila formiranje embriogenih ¢elija (Xiao et al., 2006). Kod kafe je 5-azacitidin inhibirao somatsku
embriogenezu u ranoj fazi indukcije (7-14 dana), dok je njegova kasnija primena pozitivno delovala na
embriogeni potencijal i sinhronizaciju somatske embriogeneze (Nic-Can et al., 2013). Nasuprot tome,
kratak pretretman 5-azacitidinom je izazvao povecanje embriogenog potencijala mikrospora uljane
repice i je¢ma (Solis et al., 2015) i ubrzao proces somatske embriogeneze iz embrionalnog tkiva
kokosove palme indukujudi raniju pojavu pika ekspresije SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR
KINASE (SERK), WUSCHEL (WUS), BBM i LEC i smanjenje ekspresije PICKLE (PKL)
(Osorio-Montalvo et al., 2020). Kod kakaa je gubitak potencijala somatskih embriona za formiranje
sekundarnih embriona usled dugotrajne kultivacije bio sprecen tretmanom 5-azacitidinom (Pila Quinga
etal., 2017).

Iako opsta demetilacija DNK izazvana 5-azacitidinom moze pokrenuti ekspresiju gena za
embrionalni identitet, jo§ vaznija je metilacija specifiénih regiona DNK, odnosno promotorskog i
kodiraju¢eg regiona ovih gena izazvana 2,4-D tretmanom (Grzybkowska et al., 2020). Stabilna
ekspresija ovih gena je detektovana samo pri optimalnoj koncentraciji 2,4-D u medijumu za indukciju
somatske embriogeneze, pri kojoj su promotorski regioni ovih gena bili hipermetilovani u odnosu na
eksplantate kultivisane na medijumu sa sub- i supra-optimalnom koncentracijiom 2,4-D (Grzybkowska
et al., 2020). Hipermetilacija promotora moze i stimulisati (Li et al., 2019a) i suprimirati (Berdasco et
al., 2008) ekspresiju spomenutih gena.

Znacajnu ulogu u indukciji somatske embriogeneze imaju miRNK, jer je uocena njihova
specificna ekspresija na odredenim stupnjevima somatske embriogeneze (Luo et al., 2006; Zhang
et al., 2012a, 2017a; Alejandri-Ramirez et al., 2018; Siddiqui et al., 2019; Sabana et al., 2020). Smatra
se da miRNK imaju ulogu u uspostavljanju polarnosti ¢elija, uticuéi na endogeni nivo auksina u celiji
(Thibaud-Nissen et al., 2003; Singh et al., 2014). Pokazano je da miRNK stimuliSu ekspresiju gena
koji kodiraju auksinske receptore, ¢ime se povecava osetljivost eksplantata na auksine i sticanje
embriogene kompetencije (Wojcik & Gaj, 2016; Szyrajew et al., 2017). Pored toga, miRNK uti¢i na
signalni put auksina, povecavajuc¢i degradaciju Aux/IAA represora i stimuliSu¢i ekspresiju ARF
transkripcionih faktora (Rubio-Somoza & Weigel, 2011; Si-Ammour et al., 2011; Wojcikowska &
Gaj, 2017).



Vecina gena koji se eksprimiraju tokom somatske embriogeneze kodira transkripcione faktore
ili enzime za remodelovanje hromatina (Smertenko & Bozhkov, 2014). lako su funkcije tih gena
poznate, joS uvek se nedovoljno zna o molekularnom mehanizmu prelaska somatske celije iz
vegetativnog na embrionalni program razvica.

Kompleksna mreza transkripcionih faktora koja ucestvuje u odrzavanju apikalnog meristema
izdanka (shoot apical meristem - SAM) takode ucestvuje u regulaciji somatske embriogeneze, jer je
pokazano da njihova ektopi¢na ekspresija stimuliSe prelazak somatskih ¢elija iz vegetativnog na
embrionalni put razvi¢a. Odrzavanje i1 formiranje SAM se odvija mehanizmom negativne 1 pozitivne
povratne sprege u kojoj ucestvuju WUS, SHOOTMERISTEMLESS (STM), ZWILLE (ZLL) i
CLAVATA (CLV) transkripcini faktori (Gordon et al., 2007). U pocetnim fazama somatske
embriogeneze dolazi do poveéane ektopicne ekspresija WUS koju indukuje uspostavljeni gradijent
auksina (Su et al., 2009). WUS promovise prelazak somatskih ¢elija iz vegetativnog u embrionalno
stanje 1 ucestvuje u odredivanju identiteta mati¢nih ¢elija SAM, dok STM i CLV imaju antagonisti¢ke
funkcije u kontroli ekspresije WUS (Clark et al., 1996; Somssich et al., 2016; Negin et al., 2017,
Zhang et al., 2017D).

Zigotska i somatska embriogeneza se razlikuju u pocetnim stadijumima razvi¢a embriona, zato
Sto zigotski embrion nastaje iz visoko diferenciranog i polarizovanog zigota (Su et al., 2009). U
zigotskoj embriogenezi ve¢ pri prvoj Celijskoj deobi nastaje manja apikalna i veca bazalna ¢elija. Kod
A. thaliana WUSCHEL-related homeobox 2 (WOX2) se specifi¢no eksprimira u apikalnoj, a WOX8 u
bazalnoj celiji zigota (Haecker et al., 2004). Ekspresija specificnih WOX gena je neophodna za
uspostavljanje apikalno-bazalne osovine embriona (Breuninger et al., 2008), a kad se ona uspostavi,
WUS se eksprimira u ¢elijama SAM pocev od stadijuma embriona sa 16 ¢elija, a WOX5 u ¢elijama
RAM od stadijuma sa 32 ¢elije (Mayer et al., 1998; Haecker et al., 2004).

Kompleksna interakcija transkripcionih faktora LEC, BBM, FUS3, AGL15 i ABSCISIC ACID-
INSENSITIVE3 (ABI3) efikasno indukuje somatsku embriogenezu i razvi¢e embriona (Stone et al.,
2001; Boutilier et al., 2002; Guo et al., 2013; Radoeva & Weijers, 2014; Horstman et al., 2017a).
Ektopi¢na ekspresija BBM odreduje identitet i totipotentnost somatskih ¢elija (Horstman et al., 2017a).
BBM je na hijerarhijski viSem nivou regulacije somatske embriogeneze jer reguliSe ekspresiju LEC1-
ABI3-FUS3-LEC2 (Horstman et al., 2017b). LEC1/L1L, ABI3, FUS3 i LEC2 se u literaturi oznacavaju
kao LAFL proteini, jer kolektivno reguliSu proces embriogeneze, od identiteta embrionalnih ¢elija, do
sazrevanja i dormancije embriona (Jia et al., 2014). Ektopi¢na ekspresija BBM, LEC1 i LEC2
pojedinacno je dovoljna za indukciju somatske embriogeneze, dok ektopi¢na ekspresija AGL15, FUS3
ili ABI3 stimuliSe somatsku embriogenezu, ali nije u stanju da je indukuje (Horstman et al., 2017a).
LEC promovise biosintezu auksina, stimuliSu¢i ekspresiju YUCCA gena (Gaj et al., 2005; Stone et al.,
2008; Wojcikowska & Gaj, 2015) i pozitivno reguliSe aktivnost AGL15 ¢ija je uloga da stimuliSe
dediferenciaciju celija (Braybrook et al., 2006, 2008). FUS3 i ABI3 reguliSu konverziju embriona u
klijance. SERK i LAFL na vrlo kompleksan na¢in vrSe medusobnu pozitivnu i negativnu regulaciju
ekspresije (Zheng et al., 2009, 2013; Zheng & Perry, 2014; Liu et al., 2018a; Pérez-Pascual et al.,
2018).

U klijancima je aktivnost pomenutih transkripcionih faktora suprimirana, kako ne bi ometali
njihovo vegetativno razvi¢e (Holdsworth et al., 2008). Ova inhibicija je posredovana genima Kkoji
kodiraju enzime za remodelovanje hromatina, a glavnu ulogu ima PKL koji kodira
hromatin-remodeluju¢u ATP-azu (Rider et al., 2003; Henderson et al., 2004). Pretpostavlja se da
somatska embriogeneza predstavlja put razvic¢a koji je suprimiran na nivou hromatina u vegetativnim
¢elijama. Stoga, somatska embriogeneza se ne bi mogla smatrati procesom koji se indukuje, vec
procesom koji se oslobada supresije (Fehér, 2008, 2019).
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Smatra se da postoje bar dva nezavisna mehanizma indukcije somatske embriogeneze kod A.
thaliana, koje reguliu transkripcioni faktori WUS i LEC1 (Fehér et al., 2016). Pod uticajem 2,4-D iz
nezrelih zigotskih embriona na kotiledonarnom stadijumu razvi¢a direktno regeneriSu somatski
embrioni (Gaj et al., 2005), dok pri neSto vecoj koncentraciji 2,4-D, iz istih eksplantata se formira
embriogeni kalus, a do regeneracije somatskih embriona dolazi ubrzo posle izostavljanja auksina iz
medijuma (Su et al., 2009). Ve¢ 16 h posle subkultivacije embriogenih kalusa na medijum bez auksina,
uoceno je prisustvo poveéane koncentracije endogenog auksina na obodima kalusa, kao i ekspresija
PIN1, dok je ekspresija WUS detektovana u regionu nekoliko slojeva ¢elija nize, ta¢no ispod regiona
ekspresije PIN1, u regionu sa niskim nivoom auksina (Su et al., 2009). Osim WUS, detektovana je i
rana ekspresija WOX5 u preklapaju¢im regionima embriogenog kalusa, pre nego $to somatski embrioni
postanu vidljivi (Su et al., 2015). Smatra se da uklanjanje auksina moze izazvati transport citokinina u
specifican region embriogenog kalusa i omoguciti ispravnu ekspresiju WOX5 (Su et al., 2015).
Korektna ekspresija WUS i WOX5 je od kljuénog znaCaja za uspostavljanje SAM i RAM i
bazalno-apikalne osovine somatskih embriona. Auksin se posle indukcije WUS redistribuira i
akumulira u apikalnim ¢elijama proembriona, zatim u primordijama kotiledona, pa u radikuli (Su et al.,
2009). Primordije kotiledona se zatim formiraju u oblasti maksimuma auksina na periferiji kalusa.

Drugi mehanizam indukcije somatske embriogeneze se zasniva na transkripcionom faktoru
LECI, koji je glavni regulator razvia embriona i semena (Jo et al., 2019), koji integriSe dejstvo
transkripcionih faktora, hormona i svetlosti (Junker et al., 2012). LEC1 pripada familiji NF-YB
proteina, koji nemaju DNK-vezujué¢i domen, ve¢ se kao kompleks sa NF-YC i NF-YA proteinima
vezuju za CCAAT cis regulatornu sekvencu (Boulard et al., 2018; Jo et al., 2020). LEC1 direktno
interaguje sa velikim brojem transkripcionih faktora i zahvaljuju¢i tome, kao deo multiproteinskog
kompleksa, dinamicki reguliSe ekspresiju velikog broja gena tokom svih faza razvi¢a semena (Jo et al.,
2020). LEC1 pokreée ekspresiju ostalih regulatora razvica semena: ABI3, FUS3, LEAFY
COTYLEDON-LIKE 1 (LIL1) i LEC2 (Pelletier et al., 2017). LEC1 je regulaciono mesto kontrole
tranzicije embrionalnog u vegetativno razvice, jer je upravo ovaj gen pod negativnom kontrolom PKL,
VIVIPAROUS ABI3-LIKE (VALL1/VALZ2) i pozitivnom kontrolom transkripcionih faktora MYB118 i
MYB115, koji deluju nezavisno od PKL i WUS (Ogas et al., 1999; Wang et al., 2009; Zhou et al.,
2013).

Vecina transkripcionih faktora koja je aktivna tokom somatske embriogeneze intereaguje sa
metaboli¢kim i signalnim putevima hormona (Nowak & Gaj, 2016). Za 40% transkripcionih faktora
ukljucenih u indukciju somatske embriogeneze kod A. thaliana je pokazano da modulisu ekspresiju
gena koji su ukljuceni u metabolizam i signalni put auksina (Gliwicka et al., 2013). LEC1 moze da
zameni puls auksina potreban za pokretanje somatske embriogeneze zahvaljujué¢i tome S§to Sam
stimuliSe ekspresiju YUCCA gena (Lotan et al., 1998; Junker et al., 2012), ali i kroz pokretanje
ekspresije LEC2, koji takode pozitivno regulise ekspresiju YUCCA gena, koji kodiraju kljuéne enzime
za biosintezu auksina iz triptofana (Wojcikowska et al., 2013). Osim LEC, SERK takode stimuli$e
ekspresiju YUCCA gena, kao i polarni transport auksina preko PIN1 i PIN4 transportera i percepciju
auksina preko TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1) receptora (Pérez-Pascual et al., 2018).
L1L1, iz familije LEC1 gena, stimuliSe ekspresiju PHOSPHATASE 2AA2 gena, ¢iji proizvod regulise
defosforilaciju PIN1 i time reguliSe polarni transport i distribuciju auksina (Xu et al., 2019a).

LEC1 direktno interaguje sa DELLA proteinima, koji inhibiraju njegovu aktivnost, dok ga
bioaktivni giberelini (GA), koji se akumuliraju tokom rane faze razvia embriona, oslobadaju
inhibicije (Hu et al., 2018a). Prekomerna ekspresija LEC1 izazvala je smanjenje nivoa endogene
abscisinske kiseline (ABA) i povecanje GA, indol 3-siréetne kiseline (IAA) i citokinina (Xu et al.,
2019b). FUS3 takode integriSe hormonske signale, jer ekspresiju ovog gena stimuliSe ABA, a

8



suprimiraju GA (Chiu et al., 2016). Prekomerna ekspresija CsFUS3 Citrus sp. uspostavlja povoljno
okruzenje za regeneraciju somatskih embriona, bar delimi¢no uspostavljanjem visokog odnosa ABA i
GA (Liu et al., 2018a). Tretman eksplantata soje sa GAs je znaCajno smanjio ekspresiju AGL15,
AGL18, ABI3 i FUS3, dok je paklobutrazol (PAC) uticao na povecanje ekspresije navedenih gena i
suprimirao ekspresiju Giberelin-2-oksidaze (GA2-0x6) i TIR1 (Zheng & Perry, 2014; Zheng et al.,
2016). AGL15 utice na biosintezu i percepciju etilena (Zheng et al., 2013). Etilen i GA naj¢eSc¢e imaju
antagonisticko dejstvo na somatsku embriogenezu (Weiss & Ori, 2007). Smatra se da AGL15
promovi$e somatsku embriogenezu stimulacijom ekspresije AtGA2-0x6 i smanjenjem nivoa GA (Wang
et al., 2004). PKL takode vrsi svoj inhibitorni uticaj regulacijom signalnog puta GA (Ogas et al.,
1999; Henderson et al., 2004).

PKL i VAL geni kodiraju hromatin remodelirajuce faktore koji inhibira ekspresiju LEC1 gena
nakon klijanja semena (Ogas et al., 1999; Suzuki et al., 2007). PKL reprimira ekspresiju LEC1
metilacijom histona, a VAL1 i VAL?2 interakcijom sa deacetilazama histona HDC19 i HDC6 (Ogas et
al., 1999; Zhou et al., 2013). Korenovi pkl mutanta gajeni na medijumu bez BRR, spontano formiraju
kalusno tkivo i somatske embrione (Thomas & Jiménez, 2005), a kod dvostrukih vall val2 mutanata
somatski embrioni spontano regenerisu iz SAM klijanaca (Suzuki et al., 2007). Klijanci pkl pokazuju
mnoge embrionalne osobine kao §to je npr. intenzivno nagomilavanje rezervnih materija (Ogas et
al.,1999). DELLA proteini interaguju sa PKL i spre¢avaju njegovu aktivnost, a GA ga oslobadaju
represije (Zhang et al., 2014b). Inhibitori biosinteze giberelina stimuliSu somatsku embriogenezu kod
pkl i vall/val2 mutanata (Ogas et al., 1997; Suzuki et al., 2007).

1.1.2.3.  Molekularni markeri specifi¢ni za somatsku embriogenezu

Vecina poznatih gena je aktivna tek u kasnijim fazama somatske embriogeneze, dok joS uvek
ostaje nepoznato koji su molekularni osnovi prelaska somatske Celije iz vegetativnog u embrionalni
status (Nakano et al., 2006; Vergne & Dumas, 2000; Jha et al., 2020). Kako do sada nisu otkriveni
citoloSki markeri za razlikovanje embriogenih od neembriogenih ¢elija, kloniranje pojedinih gena je
omoguc¢ilo njihovu upotrebu kao genetickih markera za somatsku embriogenezu. Detektovanje njihove
ekspresije u fazi indukcije somatske embriogeneze omogucava kvantifikaciju embriogenog potencijala
i pre vidljivih morfoloskih promena na tkivu iz koga somatski embrioni regeneriSu (Mahdavi-Darvari
etal., 2015).

SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK)

Ekspresija SERK gena je prvi put detektovana u embriogenim kulturama Sargarepe u prisustvu
auksina. Ekspresija je bila najve¢a u embriogenim celijama sve do globularnog stadijuma razvica,
usled cega je predlozeno da se SERK geni mogu koristiti kao molekularni markeri za detekciju
somatske embriogeneze na ranim stupnjevima razvica (Schmidt et al., 1997). Kasnije je pokazano da
je ekspresija SERK gena usko povezana sa prelaskom somatskih ¢elija iz vegetativnog na embrionalni
put razvica kod mnogih biljnih vrsta (Hecht et al., 2001; Thomas et al., 2004; Maillot et al., 2009;
Steiner et al., 2012; Singh & Khurana, 2017). Prekomerna ekspresija SERK snazno stimuliSe proces
somatske embriogeneze, dok supresija ovog gena dovodi do skoro potpunog gubitka embriogenog
potencijala (Zheng et al., 2016; Peérez-Pascual et al., 2018). Pored njegove uloge u somatskoj
embriogenezi, pokazano je da je ekspresija SERK gena u korelaciji sa indukcijom de novo razvica
pupoljaka (Thomas et al., 2004).

SERK geni kodiraju za receptornu kinazu bogatu leucinskim ponovcima (Leucine Rich Repeat-
Receptor Like Kinases - LRR-RLK) koje su veoma vazne u signalnim putevima kod biljaka, a
pokazano je da stimuliSu dediferenciaciju i omogucavaju totipotenciju biljnih ¢elija (Toonen et al.,
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1994; Pilarska et al., 2016 ). Kod mnogih biljnih vrsta je pokazano da SERK kodiraju familije gena,
npr. pet ¢lanova je identifikovano kod A.thaliana (Hecht et al., 2001), a dva kod pirin¢a (Ito et al.,
2005). Geni u okviru SERK familije mogu imati razli¢ite funkcije i njihovu ekspresiju mogu
indukovati razli¢iti stimulusi. Na primer, kod Triticum aestivum ekspresiju SERK2 i SERK3 indukuju
auksini, dok je ekspresija ostalih ¢lanova ove familije gena najveca u prisustvu brasinosteroida (Singh
& Khurana, 2017). Pored toga, ekspresija SERK gena je detektovana u razli¢itim biljnim organima, kao
Sto su apikalni meristemi, korenovi i listovi tokom razli¢itih faza rastenja i razviéa biljaka (Santos et
al., 2005; Nolan et al., 2009; Maillot et al., 2009). Takode, ekspresiju SERK gena mogu indukovati
razli¢iti bioticki faktori, kao $to je npr. napad patogena (Hu et al., 2005; Nolan et al., 2011). Sve
navedeno ukazuje da se SERK geni ne mogu koristiti kao pouzdani markeri za somatsku embriogenezu
(Mahdavi-Darvari et al., 2015).

LEAFY COTYLEDON (LEC)

LEC geni, LEC1 i LEC2, su prvi otkriveni transkripcioni faktori za koje je pokazano da
indukuju somatsku embriogenezu kada se ektopi¢no eksprimiraju u klijancima (Lotan et al., 1998;
Stone et al., 2001). Tokom ranih faza somatske embriogeneze LEC geni odreduju identitet celija
suspenzora, dok u kasnijim fazama stimuliSu maturaciju i1 sprecavaju prerano klijjanje embriona
(Meinke et al., 1994; Stone et al., 2001, 2008; Jo et al., 2019; Kumar et al., 2020). LEC1 pripada
familiji NF-YB regulatornih proteina (Boulard et al., 2018; Jo et al., 2020), a LEC2 spada u familiju
B3 transkripcionih faktora, koji se B3 domenom vezuju za RY motiv u promotoru gena ¢iju ekspresiju
reguli$u (Lee et al., 2003).

Kod mnogih biljnih vrsta je pokazana korelacija izmedu ekspresije LEC gena i povecanja
embriogenog potencijala (Ledwon & Gaj, 2011; Ayil-Gutiérrez et al., 2013; Zhang et al., 2014a;
Brand et al., 2019). Zanimljivo je da u prirodnim uslovima kod Kalanchoe daigremontiana upravo
LEC1 pokrece regeneraciju somatskih embriona na obodima listova (Garces et al., 2007). LEC geni
indukuju somatsku embriogenezu i1 bez prisustva BRR, povecavaju¢i nivo endogenih auksina
(Wojcikowska et al., 2013; Wojcikowska & Gaj, 2015). Kako je do sada specificna ekspresija LEC
gena detektovana samo tokom embriogenze, oni se mogu smatrati veoma pouzdanim markerom za
somatsku embriogenezu (Mahdavi-Darvari et al., 2015).

WUSCHEL (WUS)

WUS je vazan transkripcioni faktor, koji regulie odredivanje identiteta mati¢nih éelija SAM
(Laux et al., 1996). Korelacija izmedu ektopi¢ne ekspresija WUS gena i prelaska Celije iz vegetativnog
na embriogeni program razvica je pokazana kod mnogih biljnih vrsta (Chen et al., 2009;
Santa-Catarina et al., 2012; Zheng et al., 2014). Auksini indukuju ekspresiju WUS gena koji
promovisu proliferaciju i dedifrencijaciju somatskih ¢elija i pozitivno reguliSe ekspresiju LEC gena
(Zuo et al., 2002; Mérquez-Lopez et al., 2018). Uloga WUS gena u somatskoj embriogenezi se moze
objasniti njegovom sposobnoséu da indukuju produkciju mati¢nih ¢elija, koje mogu biti pluripotentne
ili totipotentne 1 da na taj nacin obezbede potencijalni izvor ¢elija od kojih ¢e se formirati somatski
embrioni (Zuo et al., 2002). Kao i LEC, WUS geni se smatraju pouzdanim markerom za somatsku
embriogenezu (Mahdavi-Darvari et al., 2015).

BABYBOOM (BBM)

BBM geni kodiraju za protein koji pripada familiji AP2/ERF (Karami et al., 2009) i izolovani
su iz kulture mikrospora Brassica napus (Boutilier et al. 2002). Kod A.thaliana i B. napus ektopi¢na
ekspresija BBM stimuliSe prelazak sa vegetativnog na embrionalni program razvica, indukujuéi
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somatsku embriogenezu spontano, bez prisustva BRR (Kulinska-Lukaszek et al., 2012). Medutim,
ekspresija BBM gena se moze razlikovati kod razli¢itih biljnih vrsta na razli¢itim stupnjevima razvica
somatskih embriona. Ekspresija BBM gena kod Coffea canephora je detektovana tek nakon indukcije
somatske embriogeneze (Silva et al., 2015), dok je prekomerna ekspresija ovog gena inhibirala kasnije
razvi¢e somatskih embriona kod Theobroma cacao (Florez et al., 2015). Zbog svoje razlicite ekspresije
kod razli¢itih biljnih vrsta, BBM gen ipak nije pouzdan marker za somatsku embriogenezu.

AGAMOUS LIKE 15 (AGL15)

Ektopi¢na ekspresija AGL15 gena dovodi do ucestalijeg formiranja somatskih embriona u
eksplantatima koji su gajeni na medijumu bogatom auksinima i omogucéava dugogodisnje (preko 20
godina) odrzavanje embriogenog potencijala, dok mutacija ovog gena dovodi do znacajnog smanjenja
embriogenog potencijala mutanata (Harding et al., 2003; Thakare et al., 2008; Zheng et al., 2016).
Istrazivanja na A. thaliana su pokazala da AGL15 geni pripadaju MADS-box familiji gena i da se
eksprimiraju tokom svih faza razvica embriona, ali da njihova ekspresija opada nakon klijanja
embriona (Fernandez et al., 2000; Thakare et al., 2008). Primetna je sli¢nost u funkcijama ovih gena sa
SERK i LEC genima, §to naglasava da oni nisu potpuno izdvojeni u indukciji somatske embriogeneze,
ve¢ se njihovi putevi u odredenoj meri preklapaju (Braybrook et al., 2006).

1.1.2.4. Faktori koji uti¢u na somatsku embriogenezu

Somatske biljne celije nisu trajno diferencirane i zbog toga mogu povratiti totipotenciju i
pokrenuti embrionalni put razvica u odgovaraju¢im uslovima kultivacije. lako je ovaj fenomen poznat
ve¢ vise od 60 godina, jo§ uvek je misteriozan, jer se i dalje ne zna zasto su odredeni genotipovi,
eksplantati ili ¢elije podlozniji somatskoj embriogenezi od ostalih (Fehér, 2008, 2019). Optimizacijom
razli¢itih uslova kultivacije moguce je indukovati somatsku embriognezu kod veéine biljnih vrsta,
medutim utvrdivanje takvih uslova je izrazito teSko zbog postojanja velikog broja faktora koji uticu na
sticanje embriogene kompetencije somatskih ¢elija (Ji et al., 2011). Veliki broj publikacija ukazuje da
je embriogeni potencijal pre svega geneticki determinisan. To je potvrdeno uspeSnim prenosom
regenerativnih sposobnosti sa embriogenih na neembriogene genotipove seksualnim ukrStanjem
(Moltrasio et al., 2004). Pretpostavlja se da sve biljne ¢elije imaju sposobnost regeneracije, ali da
ispoljavanje embriogenih osobina zavisi od fizioloSkog stanja Celije koje je determinisano slozenom
interakcijom genetickih i egzogenih faktora (von Arnold et al., 2002; Fehér, 2008).

Genotip

Genotip predstavlja jedan od najvaznijih faktora koji odreduje regenerativni potencijal kod
mnogih biljnih vrsta. Uocena je velika varijabilnost u regenerativnom odgovoru kod razlicitih
genotipova u okviru iste vrste i varijeteta, §to je pokazano kod Arachis hypogea (Radhakrishnan et al.,
2001), pamuka (Zhang et al., 2001), pirin¢a (Huang et al., 2002; Lee & Huang, 2013), krastavca (Yang
et al., 2003), graska (Wang et al., 2005) i mnogih drugih biljnih vrsta. Prisustvo ovako velike
genetiCke varijabilnosti moze objasniti zasto razli¢iti faktori kod razli¢itih biljnih vrsta indukuju isti
odgovor Celija 1 zaSto se kod pojedinih vrsta i pored optimizacije mnogih protokola i dalje teSko
postize de novo regeneracija (Delporte et al., 2014).

Pokazano je da se potencijal za de novo regeneraciju nasleduje kroz generacije (Bolibok et al.,
2007; Anami et al.,, 2010; Milojevi¢c et al., 2011). Stoga, selekcija genotipova sa visokim
regenerativnim potencijalom je od velikog znacaja za postizanje uspeSne regeneracije u uslovima in
vitro (Bolibok et al., 2007; Milojevi¢ et al., 2011). Primena konvencionalnih metoda za selekciju
visoko regenerativnih genotipova je skupa i dugotrajna, pa se sve viSe tezi koriS¢enju genetickih

11



metoda 1 otkrivanju gena koji kontroli$u visok regenerativni potencijal (Song et al., 2010). Na osnovu
klasi¢nih genetickih studija prvobitno su otkrivena dva komplementarana gena koji kontroliSu
sposobnost za somatsku embriogenezu (Pueschel et al., 2003; Moltrasio et al., 2004), medutim
upotreba molekularnih markera je omogucila da se identifikuju 1 mapiraju specificni lokusi
Quantitative Trait Loci (QTL) povezani sa regenerativnim potencijalom (Nishimura et al., 2005;
Bolibok et al., 2007; Song et al., 2010; Priyono et al., 2010; Liu et al., 2012; Li et al., 2013; Xu et al.,
2015a; Salvo et al., 2018). Postojanje velike varijabilnosti u regenerativnom odgovoru razlicitih
genotipova je u korelaciji sa velikim brojem lokusa na razli¢itim hromozomima, §to ukazuje da je
regenerativni potencijal pod poligenom kontrolom (Jia et al., 2007, 2009).

Biljni regulatori rastenja

Medu razli¢itim faktorima koji indukuju somatsku embriogenezu, BRR imaju najznacajniju
ulogu stimuliSu¢i diferenciaciju i nastanak embriogenih ¢elija (Sun & Hong, 2010; Huang et al.,
2012b; Awasthi et al., 2017; Marquez-Lopez et al., 2018; Grzybkowska et al., 2018). Ipak, uloga BRR
u somatskoj embriogenezi se ne moze generalizovati, jer su kod mnogih biljnih vrsta pokazane njihove
kontradiktorne uloge u indukciji somatske embriogeneze (Ji et al., 2011). Pored toga, nivo endogenih
hormona se veoma razlikuje medu eksplantatima, ¢ime se potrebe tkiva za egzogenom primenom BRR
mogu razlikovati (Jiménez, 2005).

U jednoj studiji je pokazano da je indukcija somatske embriogeneze bez primene BRR
postignuta samo u 7% protokola, dok ¢ak u 80% protokola je bila neophodana primena auksina ili
njihova kombinacija sa citokininima (Gaj, 2004). Cesta primena auksina i citokinina u indukciji
somatske embriogeneze nije zacudujuca posto oni imaju znacajne uloge u stimulaciji ¢elijskih deoba i
regulaciji ¢elijskog ciklusa (Fehér et al., 2003; Gaj, 2004; Raghavan, 2004; Jiménez, 2005). Najcesce
kori¢eni auksin u indukciji somatske embriogeneze je 2,4-D (Karami et al., 2009; Nic-Can et al., 2016;
Chavez-Cortazar et al.,, 2020). Na primer, pokazano je da primena 2,4-D u vrlo niskim
koncentracijama moze da poveca i do 20 puta embriogeni odgovor kod nekih vrsta (Abohatem et al.,
2017). Na koji nacin 2,4-D efikasno indukuje embriogeni odgovor kod mnogih biljnih vrsta nije do
kraja razjaSnjeno. Mnogi autori smatraju da 2,4-D moze da deluje kao stresni signal, $to ide u prilog
¢injenici da somatska embriogeneza predstavlja odgovor biljaka na stresne uslove (Feher, 2003; Gaj,
2004). Uloga 2,4-D u indukciji somatske embriogeneze moze biti i indirektna, preko poveéanja nivoa
endogenih auksina (Michalczuk et al., 1992; Jiménez, 2005). Pokazano je da pretretman biljaka Coffea
canephora sa 2,4-D znacajno povecava nivo endogenih auksina i pre indukcije somatske
embriogeneze, ¢ime povecava embriogeni potencijal ove biljne vrste (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Za
razliku od 2,4-D, primena a-naftil-siréetne kiseline (NAA) i IAA u indukciji somatske embriogeneze je
znacajno manja. lako primena NAA najces¢e dovodi do formiranja neembriogenog kalusa (Chee,
1995), kod pojedinih biljnih vrsta je uocen pozitivan efekat NAA u indukciji somatske embriogeneze
(Komai et al., 1996a; Knoll et al., 1997; Szewczyk-Taranek et al., 2015; Yang et al., 2018a; Xu et al.,
2019c).

Uticaj citokinina na indukciju somatske embriogeneze je veoma varijabilan. Kod veéine biljnih
vrsta niske koncentracije citokinina u kombinaciji sa auksinom promovisu somatsku embriogenezu, ali
je uoc€en i inhibitoran efekat citokinina kod manjeg broja vrsta (Knoll et al., 1997; Mujib et al., 2016).
Tek kod nekoliko vrsta je pokazano da je samo prisustvo citokinina dovoljno za indukciju somatske
embriogeneze (Zdravkovi¢c-Kora¢ & Neskovié, 1999; Sagare et al., 2000; Chung et al., 2005).
Najéedée koriiéen citokonin u indikciji somatske embriogeneze je NP-benzilaminopurin (BAP)
(Werbrouck et al., 1996; Rahman et al., 2018). Iako je primena BAP veoma efikasna i ekonomicna,
visoke koncentracije ovog citokinina mogu dovesti do pojave razliCitith abnormalnosti kod mnogih
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biljnih vrsta, kao Sto je pojava hipehidratisanosti (Bairu et al., 2007). Za razliku od toga, primena
tidiazurona (TDZ), u znacajno nizim koncentracijama se pokazala efikasnijom u indukciji somatske
embriogeneze u poredenju sa drugim citokininima (Visser et al.,1992; Lin et al., 2004; Panaia et
al., 2004; Ghosh et al., 2018). TDZ je derivat feniluerce sa snaznim citokininskm dejstvom za kojeg je
pokazano da indukuje somatsku embriogenezu menajuéi nivo endogenih auksina i citokinina u
eksplantatima (Murthy et al., 1995).

Primena GA, ABA ili etilena najces¢e nije nephodna za indukciju somatske embriogeneze.
ABA je imala pozitivan efekat na indukciju somatke embriogeneze kod Sargarepe (Nishiwaki et al.,
2000) i papaje (Fitch, 1993), ali je kod mnogih biljnjih vrsta prisutvo ABA bilo neophodno u kasnijim
fazama somatske embriogeneze tokom sazrevanja embriona (Dodeman et al., 1997). Etilen naj¢esce
inhibira somatsku embriogenezu (Thorpe, 2000), ili ne utice na indukciju ovog procesa (Roustan et al.,
1994). Uticaj GA u indukciji i razvi¢u somatskih embriona varira kod razli¢itih biljnih vrsta i tipova
eksplatanata (Chen & Lai, 2001). Egzogenom primenom inhibitora biosinteze GA se moze utvditi
moguca uloga GA u procesima regeneracije kod biljaka.

Uticaj giberelina i paklobutrazola na indukciju somatske embriogeneze

U poslednjih nekoliko decenija, PAC se sve ¢e$ée ukljucuje u protokole za indukciju de novo
regeneracije biljaka u uslovima in vitro (George et al., 2008). Njegov uticaj na procese de novo
organogeneze i1 somatske embriogeneze je najcesce stimulativan, ali to pre svega zavisi od faze razvi¢a
donora eksplantata i biljne vrste (Hutchinson et al., 1997; Sankhla et al., 1992; Biddington et al.,
1992). Awadh et al. (2019) su pokazali da PAC indukuje regeneraciju pupoljka direkthom
organogenezom iz apikalnih meristema urme. Pretpostavlja se da PAC pospeSuje regeneraciju
procesom organogeneze delujuci na povecanje biosinteze citokinina u eksplantatima (Zhu et al., 2004).
Dok je egzogena GAj; (0.5-5 mg/l) inhibirala regeneraciju adventivnih pupoljaka iz epikotila Citrus
grandis, PAC je u znatno nizim koncentracijama poveéavao regenerativni potencijal eksplantata ove
biljne vrste (Tao et al., 2002). Kod Albizzia julibrissin PAC je u koncentraciji od 0.3-0.4 uM
stimulisao regeneraciju pupoljaka iz hipokotila klijanaca (Sankhla et al., 1993). Pozitivan efekat PAC
na de novo organogenezu pupoljaka je pokazan kod mnogih biljnih vrsta kao $to su: ananas (Escalona
et al., 1999), banana (Albany et al., 2005) i jabuka (Kepenek & Karoglu, 2011). Smatra se da GA
inhibiraju proces organogeneze inhibicijom dedifrenciacije ¢elija, a da PAC sprecava inhibiciju ovog
procesa.

Za razliku od toga, u slucaju somatske embriogeneze stvari stoje drugacije. lako je generalno
poznato da GA inhibiraju formiranje somatskih embriona (Fujimura & Komamine, 1975; Tisserat &
Murashige, 1977a,b; Kochba et al., 1978; Spiegel-Roy & Kochba, 1980; Hutchinson et al., 1997;
Tokuji & Kuriyama, 2003; Cheong & Pooler, 2004), postoje i primeri njegovog stimulativnog efekta
kod nekoliko biljnih vrsta, uklju¢ujuci i spana¢ (Komai et al., 1996a,b; Knoll et al., 1997; Evans et
al.,1976; Lakshmi Sita et al., 1979). Stoga, efekat PAC na regeneraciju somatskih embriona varira kod
razli¢itih biljnih vrsta, ali 1 u okviru iste vrste tokom razli¢itih stadijuma razvi¢a somatskih embriona
(Hutchinson et al., 1997; Li & Wolyn, 1995). Kod Pelargonium hortorum za indukciju somatskih
embriona iz hipokotila klijanaca neophodno je prisustvo TDZ, medutim primena 0.1-0.5 pM PAC u
medijumu za diferenciaciju je stimulisala formiranje somatskih embriona, dok je taj efekat izostao
kada je PAC dodat u indukcioni medijum (Hutchinson et al., 1997). Dodavanje GA3 u indukcioni ili
medijum za diferenciaciju dovelo je do inhibicije formiranja somatskih embriona. Takode, PAC nije
imao efekta tokom faze indukcije somatske embriogeneze kod Asparagus sp, ali je stimulisao razviée
somatskih embriona u biljke (Li & Wolyn, 1997). Posto GA povecavaju sintezu hidrolitickih enzima
koji razlazu rezervne materije tokom klijanja semena, Li 1 Wolyn (1997) smatraju da inhibicija GA sa
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PAC moze povecati nivo rezervnih materija, Sto moze biti kriticno za razvi¢e somatskih embriona u
biljke. Navedeni primeri ukazuju da uticaj PAC na somatsku embriogenezu podrzava hipotezu da
endogeni GA imaju inibitornu ulogu tokom kasnijih faza razvi¢a somatskih embriona. Medutim,
pokazano je da GA mogu imati inhibitoran efekat i tokom pocetnih faza somatske embriogeneze.
Tokom globularnog stadijuma razvi¢a somatskih embriona Sargarepe, inhibitorni efekat GA moze biti
ponisten primenom inhibitora biosinteze GA (Tokuji & Kuriyama, 2003). Takode, PAC u koncetraciji
0.33-3mg/l je indukovao regeneraciju i razvi¢e somatskih embriona kod nekoliko vrsta cCetinara
(Pullman et al., 2005a). Varijabilnost u odgovoru biljaka na primenu PAC moze biti u korelaciji sa
nivoom endogenih GA u eksplantatima (Pullman et al., 2005a). Noma et al. (1982) su uspostavili
korelaciji izmedu visokog nivo endogenih GA, verovatno GAj, i sSmanjene sposobnosti katabolizma
GA; sa odsustvom razvi¢a somatskih embriona kod Pimpinella anisum i Daucus carota. Sa druge
strane, povecan katabolizam GA; i formiranje GAg i drugih konjugovnih oblika GA je bilo u korelaciji
sa pospesenim razviéem somatskih embriona. Da je smanjenje endogenih GA primenom inhibitora
biosinteze kljuéno za indukciju somatske embriogeneze, pokazano je i kod pkl mutanta A. thaliana,
kod kojih je povecanje katabolizma endogenih GA omogucilo dediferenciaciju celija korena u
embriogene celije, $to je dovelo do indukcije somatske embriogeneze (Ogas et al., 1997). | zaista kod
mnogih biljnih vrsta smanjenje nivoa endogenih GA primenom PAC je predstavljao okidac za
indukciju somatske embriogeneze, §to je potvrdeno kod: Echinochloa (Sankhala et al., 1992),
Centaurium erythraea (Suboti¢ et al., 2009), Oncidium (Chen & Chang, 2003), Phoenix dactylifera
(Hussam et al., 2015), Pennisetum purpureum (Rajasekaran et al., 1987). Medutim, kod nekoliko
biljnih vrsta je pokazano da PAC moze da inhibira somatsku embriogenezu, kao kod prokelja
(Biddington et al., 1992), Medicago sativa (Rudus et al., 2002), Sargarepe (Mitsuhashi et al., 2003) i
Medicago truncatula (Igielski & Kepczynska, 2017). Primena inhibitora biosinteze GA, dovela je do
zaustavljanja razvica somatskih embriona Sargarepe na stadijumu torpeda, dok je egzogena primena
GA stimulisala ovaj proces (Mitsuhashi et al., 2003). Verovatno u slu¢aju somatske embriogeneze
Sargarepe, za razliku od gore pomenutih primera, povecanje nivoa endogenih GA je bilo klju¢no za
indukciju razviéa somatskih embriona. Takode, pokazano je da dolazi do povecanja ekspresije
Giberelin-3-oksidaze (GA3-0x) tokom svih stadijuma razvica somatskih embriona, dok se nivo
ekspresije Giberelin-20-oksidaze (GA20-0x) i GA2-0x2 nije menjao, $to ide u prilog Cinjenici da
povecanje biosinteze GA predstavlja neki vid stimulusa u indukciji somatske embriogeneze Sargarepe
(Mitsuhashi et al., 2003). Povecanje ekspresije MtGA3-0x gena je detektovano tokom indukcije
somatske embriogeneze iz listova Medicago truncatula, dok je primena 0.5-10 uM PAC inhibirala
ovaj proces (Igielski & Kepczynska, 2017). Medutim, u ovom slu¢aju egzogena primena GA3 ne samo
da nije ponistila efekat PAC, ve¢ je u koncentraciji od 0.5 uM takode inhibirala indukciju somatske
embriogeneze. Autori smatraju da je endogeni nivo GA klju¢an i da u nekim slucajevima moze biti
dovoljan za proliferaciju embriogenih kalusa i1 razvi¢a somatskih embriona, te i da nije potrebna
primena egzogene GAgs, pogotovu kod genotipova koji poseduju visok embriogeni potencijal (lgielski
& Kepczynska, 2017). Do sada nema literaturnih podataka o uticaju bilo kog inhibitora biosinteze GA
na indukciju somatske embriogeneze spanaca.

Svetlost

Svetlost je jedan od vaznih faktora koji kontroliSe rastenje i razvi¢e biljaka, utiCe na
morfogenezu, metabolizam, kao i sadrzaj hlorofila u biljnim ¢elijama, tkivima i kulturama organa
gajenim u uslovima in vitro (Dou etal., 2017). Svetlost takode moZe da utiCe na osetljivost tkiva
prema BRR, kao i na nivo endogenih hormona (Garcia-Martinez & Gil, 2001; Halliday et al., 2009;
Stavang etal., 2007). Uticaj svetlosti na regeneraciju kod biljaka u uslovima in vitro moze se
razlikovati u zavisnosti od biljne vrste, sorte i izbora eksplantata (Economou & Read, 1987). Kod
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mnogih biljnih vrsta svetlost je bila neophodna za indukciju de novo regeneracije, $to je pokazano kod
Petunia hybrida (Reuveni & Evenor, 2007), Armoracia rusticana (Saitou et al., 1992), Carica papaya
(Ascencio-Cabral et al., 2008), Citrus clementina (Germana et al., 2005) i Phaseolus vulgaris
(Cabrera-Ponce et al., 2015). Kod C. papaya pored stimulativnog uticaja svetlosti na indukciju
somatske embriogeneze, pokazan je i pozitivan efekat svetlosti na klijanje i dalje razviée somatskih
embriona (Ascencio-Cabral et al., 2008). Nasuprot tome, svetlost je imala negativan uticaj na direktnu
somatsku embriogenezu kod Phalaenopsis sp. dovode¢i do nekroze somatskih embriona i njihovog
abnormalnog razvi¢a (Gow et al., 2009). Kod Aesculus flava, svetlost je skoro potpuno inhibirala
formiranje kalusa iz filamenata prasnika i regeneraciju somatskih embriona (Zdravkovi¢-Korac et al.,
2019). Kod pojedinih biljnih vrsta regeneracija nije bila u potpunosti inhibirana pod uticajm svetlosti,
ve¢ je ona imala samo negativan efekat prvih nekoliko sati tokom indukcije de novo regeneracije
(Kanwar etal., 2010; Nameth et al., 2013; Muktadir etal., 2016; Talla etal., 2018). Pa je tako,
pretretman eksplantata u mraku, u trajanju samo 2-6 h, povecao efikasnost regeneracije pupoljaka iz
kotiledona A. thaliana (Nameth et al., 2013).

Periodi¢na primena svetlosti (fotoperiod) na biljke gajene u uslovima in vitro, pokazala se
veoma vaznom, jer moze povecati potencijal regeneracije kod mnogih biljnih vrsta. Uslovi dugog dana
(DD, 16h svetlosti) su imali stimulativan uticaj na produkciju embriogenog kalusa, regeneraciju
protoplasta i pupoljaka kod mnogih biljnih vrsta (Leshem et al., 1995; Liu et al., 2001; Rinaldi, 1999),
dok su za indukciju regeneracije pupoljka kod Piper nigrum (Ahmad et al., 2014) i regeneraciju
protoplasta kod Solanum pennellii (Hassanpour-Estahbanati & Demarly, 1985) optimalni bili uslovi
kratkog dana (KD, 8h svetlosti).

Pored uticaja fotoperioda, za indukciju regeneracije biljaka veoma je vazan i intezitet svetlosti.
Dok je kod pojedinih biljnih vrsta, kao Sto je Gossypium hrisutum za efikasnu regeneraciju bio
potreban veoma nizak intezitet svetlosti (5 pmol m™s™, Gupta et al., 2000), regeneracija pupoljaka kod
Linum usitatissimum je bila efikasna tek pri intenzitetu svetlosti od 150 pmol m?s™? (Caillot et al.,
2009). Ipak, kod vecine biljnih vrsta optimalni intezitet svetlosti za efikasnu indukciju regeneracije je
45-60 pmol m?s™ (Farhadi et al., 2017; Chen et al., 2019).

U poslednjih nekoliko godina, veliki broj publikacija ukazuje 1 na vaZnost izvora svetlosti za
rastenje i razvice, ali i morfogenezu biljaka u uslovima in vitro, isticu¢i velike prednosti korisé¢enja
svetlosti koje emituju Light Emitting Diode (LED) u poredenje sa konvencionalnim fluorescentnim
lampama (FL) (Dutta Gupta & Jatothu, 2013; Ramirez-Mosqueda et al., 2016; Dutta Gupta &
Agarwal, 2017; Bello Bello, 2017; Xu et al., 2020). Prednosti koris¢enja LED lampi u kulturi in vitro
se ogledaju u emisiji uskog talasnog opsega svetlosti i dinamickoj kontroli intenziteta svetlosti Cime se
omogucava prilagodavanje spektralnog kvaliteta specifiénom fizioloSkom procesu kao 1 biljnoj vrsti
(Dutta Gupta & Jatothu, 2013). Suprotno tome, novija istrazivanja pokazuju da dobar deo spektra
svetlosti koje emituju FL lampe nije upotrebljiv za biljne kulture (Dutta Gupta & Jatothu, 2013).
Takode, LED lampe precizno pretvaraju elektricnu energiju u fotone odredene talasne duzine 1 gustine
fluksa uz zanemarljivo oslobadanje toplote, Sto je suprotno od FL lampi koje dosta energije troSe na
emisiju toplote (Dutta Gupta & Agarwal, 2017). Interakcija izmedu fotoreceptora koji detektuju
svetlost iz crvenog i plavog dela spektra je okarakterisana kao najvaznija u odgovoru biljke na okolne
svetlosne uslove (Franklin & Whitelam, 2004). Smatra se da je kontrola i optimizacija tih uslova
znaajno olakSana upotrebom LED lampi. Imajué¢i u vidu sve navedene cinjenice, LED lampe
predstavljaju idealan izvor svetlosti uskog opsega talasne duzine koja je neophodna za indukciju
organogeneze i somatske embriogeneze kod mnogih biljnih vrsta. Povecanje efikasnosti regeneracije
putem organogeneze, ali i povecavanje stope prezivljavanja biljaka u uslovima ex vitro i njihove
biomase, pod uticajem LED svetlosti je pokazano kod mnogih biljnih vrsta (Hahn et al., 2000; Nhut et
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al., 2003; Jao et al., 2005; Shin et al., 2008; Li et al., 2010; Dutta Gupta & Sahoo, 2015). Pozitivan
uticaj LED svetlosti na indukciju somatske embriogeneze je uocen kod nekoliko biljnih vrsta, kao §to
su Doritanaeopsis sp. (Park et al., 2010), Peucedanum japonicum (Chen et al., 2016a) i papaje
(Almeida et al., 2019).

Stres

Stres predstavlja vazan faktor u indukciji somatske embriogeneze. Osmotski stres, stres izazvan
teSkim metalima, visioka i niska temperatura, nedostatak kiseonika i UV zraenje stimuliSu prelazak
somatskih ¢elija iz vegetativnog na embrionalni program razvi¢a. (Zavattieri et al., 2010; Nic-Can et
al., 2016; Ochatt, 2017). Kakav ¢e biti odgovor biljnih ¢elija na stresne uslove zavisi¢e od nivoa stresa
i fizioloSkog stanja Celije (Ikeda-lwai et al., 2003; Fehér, 2015). Visok intenzitet stresnih uslova moze
da dovede do smrti ¢elija ako one nisu u stanju da toleriSu takav nivo stresa. Drugi efekti stresa
podrazumevaju pokretanje raznovrsnih mehanizama adaptacija koji dovode do reprogramiranja
ekspresije gena i promena ¢elija na fizioloSkom i metabolickom nivou (Pasternak et al., 2002). Smatra
se da somatska embriogeneza predstavlja jedan od mehanizama adapdacije biljaka na stresne uslove
(Dudits et al., 1991; Desjardins et al., 2009).

Sami uslovi kultivisanja in vitro predstavljaju neobi¢nu kombinaciju faktora koji su stresni za
biljne Celije. Sterilizacija i uvodenje u kulturu primarnih eksplantata ukljucuje oksidativni stres pri
sterilizaciji natrijum hipohloritom, stres povredivanja pri izolaciji eksplantata i osmotski stres usled
kultivacije eksplantata na medijumu koji sadrzi osmotski aktivne supstance (Nolan et al., 2006; Jin et
al., 2014a). Takode, prisustvo visokih koncentracija auksina u medijumu tokom indukcije somatske
embriogeneze predstavlja vrlo stresne uslove za biljne ¢elije. Primena visoke koncentracije 2,4-D u
kombinaciji sa natrijom-hloridom (NaCl) ili sorbitolom efikasno indukuje somatsku embriogenezu kod
Cattleya maxim (Cueva Agila et al., 2015). Kod nekih biljnih vrsta razli¢iti stresni faktori indukuju
somatsku embriogenezu i1 bez prisustva BRR. Na primer, somatska embriogeneza Sargarepe se
efikasno indukuju primenom visestrukih faktora stresa, jonima teskih metala, osmotskim ili toplotnim
stresom (Kamada et al., 1994), dok je pretretman izdanaka Pinus patula niskim temperaturama (2°C)
bio dovoljan da indukuje razvice embriogenih ¢elija (Malabadi & Van Staden, 2006). Stresni faktrori
pored toga Sto promoviSu dediferencijaciju somatskih ¢elija, mogu i1 da utiu na razvi¢e somatskih
embriona. Visoka koncentracija betaina u medijumu, koji deluje kao osmotski faktor, stmulisala je
razvice somatskih embriona kod Camellia sinensis (Akula et al., 2000). Kod pojedinih vrsta ¢etinara je
pokazano da je polietilen glikol (PEG) u kombinaciji sa ABA imao pozitivho dejstvo na sazrevanje
somatskih embriona (Stasolla et al., 2002; Salo et al., 2016).

Korelacija izmedu somatske embriogeneze i pojave reaktivnih oblika kiseonika (Reactive
Oxygen Species - ROS) je uocena kod mnogih biljnih vrsta, §to i nije ¢udno jer se oksidativni stres
javlja kao posledica delovanja mnogih primarnih stresora (susa, ekstremne temperature, visok
intenzitet svetlosti, prisustvo soli u zemljistu) (Vranova et al., 2002; Blazquez et al., 2009; Zhou et al.,
2016; Yang et al., 2019; Prudente et al., 2019). Egzogena primena ROS u niskim koncentracijama
efikasno je indukovala somatsku embriogenezu kod nekoliko biljnih vrsta npr. Lycium barbarum,
A. thaliana i duvana (Kairong et al., 2002; Rose et al., 2010), dok su ROS u visokim koncentracijama
imali inhibitoran efekat na formiranje embriogenih ¢elija (Papadakis et al., 2001). Formiranje ROS
tokom indukcije somatske embriogeneze dovodi do povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima.
Kultivacija protoplasta lucerke uz dodatak 1 mM Fe-EDTA izazvala je povecanje aktivnosti askorabat
peroksidaze (APX) ve¢ posle jednog dana, kao odgovor ¢elija na povecanu produkciju vodonik-
peroksida (H,O;) (Pasternak et al., 2002). Sli¢ni rezultati su dobijeni primenom drugih jedinjenja koja
indukuju formiranje ROS u ¢elijama, kao $to su bakar (Pasternak et al., 2002), kadmijum (Patnaik et
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al., 2005), hemoglobin (Ganesan & Jayabalan, 2004) i PEG (Heringer et al., 2013). 2,4-D povecava
nivo superoksid radikala (+O,-) (Romero-Puertas et al., 2004), koga zatim superoksid dismutaza
(SOD) konvertuje u H,0,, a katalaze (CAT) i peroksidaze (POD) prevode u H,O. Difenilen jodonium
(DPI), inhibitor nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze (NADPH), koji blokira oslobadanje
(-O2-), izazvao je i snizenje aktivnosti antioksidativnih enzima i smanjenje embriogenog potencijala
eksplantata listova M. truncatula (Orlowska & Kepczynska, 2020a), ukazuju¢i da je neophodna
odgovarajuca koncentracija ROS za indukciju embriogeneze i za regulaciju ekspresije klju¢nih gena za
pokretanje somatske embriogeneze, koji ukljucuju gene Polycomb i Trithorax grupe, LEC1, L1L,
WUS, WOX5 i STM (Ortowska & Kepczynska, 2020a,b). Povecan nivo ROS i antioksidativnih enzima
je detektovan i pri indukciji somatske embriogeneze inhibitorima enzima koji vrSe razlidite
modifikacije hromatina (Wang et al., 2016; Wojcikowska et al., 2018). Ovaj efekat je poniSten u
prisustvu tiouree, koja ima snazno antioksidativno dejstvo i uti¢e na smanjenje H,O, (Wang et al.,
2016). Redukovani glutation (GSH) moze da indukuje somatsku embriogenezu i bez prisustva auksina
povecanjem ekspresije YUCCA gena i akumulacijom endogenih indolnih jedinjenja (Kudetko & Gaj,
2019). Uoceno je da je ekspresija gena koji imaju ulogu u odgovoru na stres znacajno veéa kod
somatskih nego kod zigotskih embriona (Jin et al., 2014a). Smatra se da prisustvo ROS regulise balans
izmedu proliferacije i diferencijacije ¢elija (Tsukagoshi et al., 2010; Jin et al., 2014a) i da je povecana
aktivnost SOD, APX i CAT u embriogenim kulturma Catharanthus roseus omogucila njihovo
odrzavanje tokom 14 godina (Gulzar et al., 2021).

Tokom indukcije somatske embriogeneze dolazi do velikih promena u ekspresiji gena koji
odgovaraju na stres npr. gena koji kodiraju kinaze i enzime ukljucene u biosintezu ABA, jasmonata i
salicilne kiseline, medutim ta¢an mehanizam delovanja stresnih faktora jo§ uvek nije poznat (Rudus et
al., 2009; Jin et al., 2014b; Thibaud-Nissen et al., 2003; Zeng et al., 2007 Nic-Can et al., 2016; Nowak
& Gaj, 2016). Moguce je da postoji zajednicki signalni put, ali da je on modulisan interakcijom
razlicitih stresnih faktora koji stimuliSu embrionalno razvi¢e u somatskim ¢éelijama.

pH medijuma

Korelacija izmedu poveéanja pH vrednosti i indukcije somatske embriogeneze je prvi put
pokazana u embriogenim celijama kalusa lucerke (Schaefer, 1985). Kasnije je pokazano da se
formiranje proembrionalne mase kod Sargarepe uspostavlja usled alkalinizacije Celija koju izaziva
dodavanje amonijum hlorida (NH4Cl) uz paralelno smanjenje pH medijuma (Smith & Krikorian,
1990a, b). Sa druge strane, primena pufera 2-(N-morfolino) etansulfonske kiseline (MES) je dovela do
gubitka embriogenog kapaciteta ¢ak i u prisustvu 2,4-D, Sto ukazuje da nije vazna samo vrednost
intercelularnog pH, ve¢ i ekstracelularnog koji dovodi do uspostavljanja gradijenta protona na Celijskoj
membrani (Pasternak et al., 2002). Uloga pH u indukciji i razviéu somatskih embriona se ogleda u
stimulaciji ¢elijskih deoba 1 pokretanju ¢elijskog ciklusa, ali je 1 pokazano da povecanje pH vrednosti u
¢elijama moze da poveca njihovu osetljivost prema BRR (Santarem et al., 1997).

Hranljivi sastojci u medijumu

Za uspesnu indukciju de novo regeneracije i efikasno rastenje i razvice biljaka u uslovima in
vitro neophodno je za svaku biljnu vrstu empirijski odrediti tip i koncentraciju hranljivih sastojaka
(Birhman et al., 1994; Dahleen, 1995; Komai et al., 1996a). Svaki medijum sadrzi mineralni rastvor
kojeg ¢ini kombinacija mikro i makro elemenata, koji se najéeS¢e koriste kao formulacije koje su
optimizovane za neku biljnu vrstu, poput Murashige & Skoog (1962, MS) mineralnog rastvora. MS
mineralni rastvor je koriS¢en u viSe od polovine studija indukcije somatske embriogeneze kod
razli¢itih biljnih vrsta (Carman et al., 1987; Preece, 1995; Verma & Mathur, 2011). Osim ove, koristi
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se 1 niz drugih formulacija mineralnog rastvora, poput B5 (Gamborg et al., 1968), White (White,
1943), Nitsch (Nitsch, 1969), SH (Schenk & Hildebrandt, 1972) i dr.

Prisustvo razli¢itih izvora azota u medijumu u vidu neorganskog (nitrata i amonijuma) ili
organskog (amino kiselina) znacajno uti¢e na indukciju somatske embriogeneze. Kod mnogih biljnih
vrsta je pokazano da razliite koncentacije amonijuma (NH4") i nitrata (NO3) ali i njihov odnos imaju
ulogu u indukciji i razviéu somatskih embriona (Grimes et al., 1990; Choi et al., 1998; Kothari et al.,
2004). Dodavanje NH;" i NOs u odnosu 1:1 je uticalo na efikasnu indukciju somatske embriogenze kod
pirin¢a, povecavajuci osetljivost tkiva na auksine (Kothari et al., 2004). U slu¢aju somatske
embriogeneze $argarepe i bundeve primena NH;" kao jedinog izvora azota je stimulisala ovoj proces i
bez primene egzogenih BRR (Leljak & Jelaska, 1995; Smith & Krikorian, 1989, 1991). Medutim, u
oba slucaja proces somatske embriogeneze je bio zaustavljen na stadijumu proembriogene mase c¢elija,
a za dalje razvi¢e somatskih embriona bilo je neophodno prisustvo NO3 (Higashi et al., 1996; Leljak-
Levanic et al., 2004a). Zaustavljanje razvi¢a embriogenih kultura se moze pripisati negativnom efektu
NH," kao $to je toksi¢nost prema biljnom tkivu i acidifikacija medijuma (Smith & Krikorian, 1992).
Ipak indukcija somatske embriogeneze kod bundeve primenom NH," u poredenju sa 2,4-D dovodi do
formiranja embriogenih kultura koje su visoko sinhronizovane i imaju veéi potencijal za regeneraciju
(Leljak-Levani¢ et al., 2004a,b). Pored neorganskog, dodavanje organskog azota u medijum u vidu
aminokiselina, kao $to su glutamin, alanin, arginin i prolin efikasno doprinosi indukciji somatske
embriogeneze (Kim & Moon, 2007; Gerdakaneh et al., 2011; Nieves et al., 2008). Kazein-hidrozolat i
glutamin predstavljaju najcesc¢e koriS¢ene izvore organskog azota koji imaju pozitivan efekat tokom
razli¢itih stadijuma razvica somatskih embriona (Bozhkov et al., 1993; Pescador et al., 2012b). Za
efikasnu indukciju somatske embriogeneze kod nekih biljnih vrsta je neophodna kombinacija
organskog i neorgaskog izvora azota. Glutamina u kombinaciji sa NH;" i NO;z je stumulisao razviée
proembrionalne mase kod Picea abies, dok je taj efekat izostao kada je u medijumu bio prisutan samo
neorganski izvor azota (Carlsson et al., 2017). Tokom klijanja somatskih embriona P. abies, ¢ak 50%
asimilovanog azota je poticao iz glutamina (Carlsson et al., 2019).

Primena razlicitih tipova mikronutrijenata, npr. bakara i cinka u obliku sulfata, u optimalnim
koncentracijama je imala stumulativan efekat na razvice kalusa i indukciju somatske embriogeneze
kod mnogih biljnih vrsta, dok u visokim koncentracijama mogu biti toksi¢ni za biljne ¢elije (Dahleen,
1995; Sahrawat & Chand, 1999; Tahiliani & Kothari, 2004; Sing et al., 2017; Alam et al., 2020).
Efekat bakra na regeneraciju biljaka se moze pripisati njegovoj ulozi kao kofaktora klju¢nih enzima
koji u€estvuju u transportnom lancu elektrona, biosintezi ugljenih hidrata i metabolizmu polifenola,
dok cink moduliSe ekspresiju mnogih gena koji odgovaraju na stres 1 ucestvuje u sintezi proteina
(Cakmak, 2000). Slicno tome, prisustvo bora u vidu borne kiseline u medijumu je indukovalo
embrionalno razvice somatskih ¢elija kod pirin¢a (Sahasrabudhe et al., 1999) i papaje (Renukdas et al.,
2003). Pokazano je da bor stimulise aktivnost transkripcionih faktora koji uti¢u na nivo endogenih
hormona i sintezu proteina koji su u korelaciji sa sticanjem embriogenog potencijala (Pandey et al.,
2012).

Seceri predstavljaju obavezan sastojak svih medijuma za kultivaciju biljaka u uslovima in vitro,
jer obezbeduju ugljenik i energiju (Gaj, 2004) Prisustvo Sec¢era u medijumu stvara odgovarajuce
osmotske uslove za rastenje i razvice, a pored toga je pokazano da oni mogu delovati 1 kao signalni
molekuli (Eveland & Jackson, 2012; Li & Sheen, 2016). Pokazano je da razli¢iti tipovi i koncentracije
Secera imaju ulogu u indukciji somatske embriogeneze (Barro et al., 1999; Wu et al., 1992; Oldach et
al., 2001). Za indukciju i razvice somatskih embriona naj¢eSée se koristi 1-6 % saharoza, mada
koncentracija moze varirati u zavisnosti od biljne vrste 1 tipa ¢elije (Lipavska & Konrddova, 2004).
lako se saharoza brzo hidrolizuje u medijumu na fruktozu i glukozu, smatra se da novonastali odnos
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heksoza predstavlja signal za indukciju i razvie somatskih embriona, stimuliSuci sintezu skroba i
rezerevnih proteina (Iraqi & Tremblay, 2001a, b). Takode je pokazano da saharoza moze da poveca
osetljivost tkiva prema BRR, ali i da uti¢e na nivo endogenih auksina i citokinina (Charriere et al.,
1999). Navedeni efekat se moze pripisati ulozi saharoze kao signalnog molekula koji se ukrSta sa
signalnim putevima mnogih hormona, modulisuéi ekspresiju gena ukljucenih u biosintezu i
metabolizam hormona (Leon & Sheen, 2003; Dobrenel et al., 2013). Kori$¢enje drugih tipova Secera
(glukoze, fruktuze, maltoze, manitola, celobioze, sorbitola) se pokazalo manje efikasnim u indukciji
somatske embriogeneze u poredenju sa saharozom. Kod pojedinih biljnih vrsta npr. krastavca i dinje za
indukciju 1 razviée somatskih embriona bila je neophodna kombinacija razlicitih tipova Seéera (Lou &
Kako, 1995; Nakagawa et al., 2001).

U medijum za kultivaciju biljaka ¢esto se dodaju razli¢iti vitamini, koji imaju ulogu enzimskih
kofaktora u mnogim metaboli¢kim reakcijama i na taj na¢in stimuliSu rastenje biljaka u uslovima in
vitro, ali u odredenim kombinacijama stimuliSu i regeneraciju kod mnogih biljnih vrsta (Benson,
2000). NajceSc¢e koris¢eni vitamini u kulturi biljnih tkiva su tiamin (vitamin B1), niacin (nikotinska
kiselina) i piridoksin (vitamin B6) (Dodds & Roberts, 1995). Vitamin B1 se smatra esencijalnim
sastojkom skoro svih formulacija medijuma za kultivaciju biljaka, jer je on veoma vazan kofaktor u
metabolizmu Secera (Fehér et al., 2003; Goyer, 2010). Pored toga, pokazana je uloga vitamin B1 u
regulaciji ekspresije gena tokom reproduktivne faze ¢elija (Goyer, 2010), pa nije zacudujuce Sto je kod
pojedinih biljnih vrsta znaCajno uticao na povecanje embriogenog potencijala (Al-Khayri, 2001;
Reyes-Diaz et al., 2020). lako se u manjoj meri koriste askorbinska kiselina (vitamin C), biotin
(vitamin H), pantotenska kiselina (vitamin B5), riboflavin (vitamin B2) i tokoferol (vitamin E) (Dodds
& Roberts, 1995), kod pojedinih biljnih vrsta pokazano je njihovo stumulativno dejsvo na indukciju
somatske ebriogeneze. Vitamin B12 i E su indukovali somatsku embriogenezu iz zrelih zigotskih
embriona kod ¢etinara (Pullman et al., 2005b), dok je vitamin B2 stimulisao razvie embriogenog
kalusa kod Zoysia japonica (Asamo et al., 1996). Zanimljivo je da je vitamin C bio neophodan
sastojak u medijumu za regeneraciju Acacia mangium (Xie & Hong, 2001) i Sapindus trifoliatus
(Asthana et al., 2017), dok je inhibirao razvi¢e somatskih embriona kod A.thaliana (Becker et al.,
2014).

Na povecanje efikasnosti somatske embriogeneze kod nekih biljnih vrsta pozitivno je uticalo
dodavanje organskih ekstrakata (slad, homogenat banane, kokosovo mleko, ekstrakti krompira,
kukuruza, papaje) u medijum (Ichihashi & Islam, 1999; Islam et al., 2003). Kokosovo mleko indukuje
somatsku embriogenezu kod papaje, dok slad pozitivno uti¢e na razviée i klijanje somatskih embriona
citrusa (Carimi et al., 1998,1999). U poredenju sa primenom BRR, pokazano je da organski ekstrakti
ne dovode do pojave mutacija, ¢ime se smanjuje Sansa za pojavu somaklonalnog variranja (Rahman et
al., 2004). Ipak, organski ekstrakti se rede koriste zbog slozenog i promenljivog sastava, usled ¢ega se
ne moze utvrditi koja je komponenta odgovorna za indukciju somatske embriogeneze.

1.2.  Giberelini

Giberelini (GA) predstavljaju vaznu klasu biljnih hormona, koji su u fokusu istraZivanja
proteklih osamdest godina. Termin ,,giberelin“ je uveden 1935. godine za supstancu koju proizvodi
gljiva Gibberella fujikuroi, koja izaziva simptome prekomernog rasta kod pirinca (Yabuta, 1935).
Kasnije je pokazano da ovu supstancu ¢ini meSavina giberelina od kojih su GA; i GA;3 bioloski aktivni
(Takahashi et al., 1955). Klju¢ne uloge GA u rastenju i razvi¢u biljaka su otkrivene nakon proucavanja
mutanata deficijentnih za biosintezu GA, koji su nizeg rasta nego divlji tip. PoSto su se patuljasti
mutanti graska izduzivali posle egzogene primene GAj3 izolovane iz G. fujikuroi, pretpostavljeno je da
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je GA prirodni faktor rasta koji nedostaje kod patuljastih mutanata graska (Brian & Hemming, 1955).
Ova pretpostavka je potvrdena godinu dana kasnije kada je otkriveno da biljni ekstrakti takode mogu
da stimuliSu rast izdanaka kod patuljastih mutanata (Radley, 1956). Primenom fizicko-hemijskih
metoda je otkriveno da su GA zapanjujuce velika grupa prirodnih proizvoda sa preko 130 razli¢itih
jedinjenja prisutnih kod bakterija, gljiva i visih biljaka (Hedden, 2016). Medutim, samo nekoliko GA
poseduje biolosku aktivnost, zbog ¢ega imaju ulogu hormona. Medu glavne bioaktivne gibereline
spadaju GA;, GA3, GA4, | GA7 (Yamaguchi, 2008). Nakon otkri¢a velikog strukturnog diverziteta GA
bilo je jasno da oni nisu neophodni samo za izduzivanje stabiljke kod biljaka, ve¢ ucestvuju u gotovo
svim razvojnim procesima u biljci kao znacajan Cinilac u kompleksnoj interakciji hormona. Pa tako,
GA imaju ulogu u kljijanju semena, sazrevanju polena, razvi¢u trihoma, ekspaniziji listova i u
indukciji cvetanja (Anderson et al., 2001; Sauter et al., 1995; Hedden & Sponsel, 2015; Hedden, 2016;
Plackett et al., 2011; Sakamoto et al., 2004; Plackett & Wilson, 2016).

1.2.1. Biosinteza i metabolizam GA

Biosinteticki put GA je veoma kompleksan, medutim zahvaljujuéi mnogobrojnim
biohemijskim 1 genetickim studijama koje su vrSene na viSim biljkama, on je danas u velikoj meri
poznat. Mnogi geni koji kodiraju enzime ukljucene u biosintezu GA su identifikovani i potvrdena im je
funkcija. Aktivnost svakog od tih enzima je precizno prostorno i vremenski regulisana (Han & Zhu,
2011; Hedden & Thomas, 2012; Hedden, 2016; Yamaguchi, 2008; Binenbaum et al., 2018; Gao et al.,
2017).

GA spadaju u grupu diterpenoidnih jedinjenja sa 19 ili 20 ugljenikovih atoma, koji grade
tetraciklican skelet od dva Sesto¢lana i dva petoClana prstena. Mogu se naéi u slobodnom ili
konjugovanom obliku. U konjugovane GA spadaju oni koji su eterskom ili esterskom vezom vezani za
glukozu i naj¢es¢e nemaju biolosku aktivnost u biljkama (Rademacher, 1992). Sa druge strane, da bi
bili bioloski aktivni, GA moraju da poseduju intaktan tetracikli¢ni skelet prstenova, karboksilnu grupu
na C7 atomu, 1 petoclani laktonski prsten. Ostali GA koji se nalaze u biljkama su prekursori ili
proizvodi deaktivacije aktivnih GA (Rademacher, 1992).

Biosintetcki put GA se generalno moze podeliti u tri faze, koje zahtevaju aktivnosti tri razli¢ite
grupe enzima lociranih u razli¢itim cCelijskim odeljcima (SI. 1) (Olszewski et al., 2002; Sponsel &
Hedden, 2004; Hedden & Thomas, 2012). Prva faza u biosintetickom putu GA obuhvata ciklizaciju
geranilgeranil difosfata (GGPP), prekursora svih diterpenoida, u ent- kauren - prvi stabilni i specifi¢ni
prekursor GA (Hedden & Kamiya, 1997; Sponsel, 1995). Ova rekcija se odvija u plastidima i
katalizovana je enzimima ent-kopalil-difosfat sintazom (CPS) i sintazom ent-kaurena (KS)
(Hedden & Kamya, 1997; Hedden & Phillips, 2000; Hershey et al., 2014; Salazar-Cerezo et al., 2018).

Druga faza biosinteze GA se odvija u endoplazmati¢nom retikulumu i katalizovana je
enzimima koji pripadaju tipu monooksigenaza zavisnih od citohroma P-450. U ovoj fazi enzim ent-
kauren oksidaza (KO) katalizuje oksidaciju na C-19 atomu, prilikom ¢ega nastaje ent-kaurenoi¢na
kiselina koja se dalje konvertuje u GA;, zahvaljujuci aktivnosti enzima oksidaze ent-kaurenoi¢ne
kiseline (KAO) (Helliwell et al., 1998, 1999, 2001; Ko et al., 2008; Morrone et al., 2010). GA1,
predstavlja prvo jedinjenje sa giberelinskim prstenom od kojeg postaju svi ostali GA (SI. 1)
(Hedden & Kamya, 1997). Poznato je da su prethodne faze koje dovode do formiranja GAi,, U
biosintetskom putu GA konzervirane kod viSih biljaka. Nasuprot tome, u trecoj fazi biosinteze GA
dolazi do racvanja puteva u kojima se od GA1, preko razlicitih intermedijera formiraju bioloski aktivni
GA zahvaljujuci aktivnosti GA20-oksidaze (GA20-0x) i GA3-oksidaze (GA3-ox, Sl. 1). GA20-ox i
GA3-ox pripadaju multifunkcionalnim solubilnim dioksigenazama zavisnim od 2-oksoglutarata, koje
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su prisutne u citosolu i poseduju veoma rasirenu specificnost supstrata (Chiang et al., 1995; Plackett et
al., 2012; Sponsel et al., 1997; Xu et al., 1995). Prema tome, GA;, predstavlja mesto ra¢vanja dva
paralelna puta u biosintezi GA i to u zavisnosti od mesta hidroksilacije. Tako hidroksilacijom 3[3-
ugljenika nastaje bioaktivni GA4, dok hidroksilacijom 13B-ugljenika nastaje bioaktivni GA; (Sl. 1).

Kod vecine visih biljaka, ukljucujuéi i spana¢, veéina endogenih GA potice iz biosintetskog
puta 13-hidroksilovanih GA (Talon et al., 1991a; Graebe, 1987). Smatra se da u ovom putu GA20-0x
katalizuje seriju oksidacija od GAj, do GAyg, dok u zavrsnom koraku biosinteze ucestvuje GA3-0X
koja katalizuje hidroksilaciju na C-3B atomu GAj, pri ¢emu nastaje GAi;. Mutacija u koraku
3-B-hidroksilacije blokira prelaz GAz u GA;. Ova pojava je ujedno pokazala da je u slucaju spanaca
GA1 prvi GA aktivan per se, dok su ostali prekursori neaktivni metaboliti (Hedden, 1990; Nakayama et
al., 1990). Sa druge strane hidroksilacija C-2 atoma ugljenika dovodi do inaktivacije GA. Ovu reakciju
katalizuje GA2-oksidaza (GA2-0x). Na ovaj nacin aktivni GA; i GA4 prelaze u neaktivne GAg i GAs,
(Coles et al., 1999). Generalno, vecina GA se u biljkama nalazi u neaktivnom obliku, §to im omogcava
da na brz nacin reguliSu nivo bioaktivnih GA, §to je od izuzetnog znacaja za njihovo uspesSno rastenje i
razviée i njegovo uskladivanje sa uslovima u okruzenju (Gao et al., 2017).

Biljka sintetiSe GA u tkivima koja aktivno rastu, kao Sto su apikalni delovi stabla, mladi
listovi, koreni, nezrela semena i plodovi (Jones & Phillips, 1966; Kobayashi et al.,1988; Potts, 1982;
Silverstone et al., 1997; Kaneko et al., 2003). Takode, i u potpuno razvijenim tkivima, kao $to su na
primer listovi, odvija se biosinteza GA, mada je kod graska pokazano da oni sadrze manji nivo
bioaktivnih GA, $to je posledica visoke stope inaktivacije 2-f hidroksilacijom (Ross et al., 2003). Na
osnovu distribucije transkripata gena za biosintezu GA u korenu A. thaliana, pokazano je da su
meristem i zona izduZivanja korena glavna mesta biosinteze GA, dok se njihova inaktivacija odvija u
zrelom korenu (Dugardeyn et al., 2008). Pored tkiva koja aktivno rastu, prisustvo GA je detektovano i
u ksilemu i floemu, $to ukazuje da se oni u biljkama mogu transportovati u svim pravcima i na velikim
udaljenostima (Hoad, 1995; Eriksson et al., 2006).

Enzime koji su uklju¢eni u rane faze biosinteze GA najéesc¢e kodira jedan gen ili mala familija
gena (Hedden & Thomas, 2012; Hedden, 2016; Gao et al., 2017). lako je kod mnogih biljnih vrsta
prisutno vise homolognih gena koji kodiraju isti enzim, najées¢e produkat samo jednog od tih gena
ucestvuje u biosintezi GA. Na primer, familije gena kod prin¢a, OSCPS i OsKS, sastoje se od 3
odnosno 11 gena, ali samo OsCPS1 i OsKS1 ucestvuju u sintezi ent-kaurena (Grennan, 2006). Prema
tome, genetiCka kontrola ranih faza u biosintezi GA je najverovatnije konzervisana kod razli¢itih
biljnih vrsta.
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Slika 1. Biosintetski put giberelina (GA). CPS: ent-kopalil difosfat sintaza, KS: sintaza ent-kaurena, KO: ent-kauren
oksidaza, KAO: sintaza ent-kaurenoi¢ne kiseline, GA20-ox: GA20-oksidaza, GA3-ox: GA3-oksidaza, GA2-ox: GA2-
oksidaza. Modifikovano prema Binenbaum et al. (2018).
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Za razliku od enzima koji katalizuju rane stupnjeve biosinteze GA, viSeclane familije gena
kodiraju enzime koji katalizuju zavrSne korake u biosintezi GA. Pa tako, familije gena kod pirinca se
sastoje od 8 GA20-0x, 2 GA3-0ox i 11 GA2-ox gena (Sakamoto et al., 2004); A. thaliana poseduje 5
GA20-0x, 4 GA3-0x i 8 GA20-x gena (Rieu et al., 2008), a soja sadrzi 8 GA20-0x, 6 GA3-0x i 10
GA2-ox gena (Han & Zhu, 2011). Svaki od tih gena u okviru familija poseduje specifican obrazac
ekspresije na nivou tkiva, organa i u razli¢itim fazama razvica biljaka (Han & Zhu, 2011; Mitchum et
al., 2006; Hu et al., 2008; Plackett et al., 2012; Rieu et al., 2008; Pimenta-Lange et al., 2013;
Binenbaum et al., 2018; Sun et al., 2018; Li et al., 2019b). Na primer, kod A. thaliana je pokazano da
je ekspresija AtGA20-0x1 najveca u mladom vegetativnom tkivu koje se izduzuje, dok je ekspresija
AtGA20-0x2 i AtGA20-0x3 najveca u cvetovima (Dugardeyn et al., 2008). Za razliku od toga, kod
krastavca ekspresija GA20-0x1 je najveca u korenu, Sto ukazuje da ovaj gen moze imati razlidite
funkcije kod razli¢itih biljnih vrsta (Sun et al., 2018). Ekspresija AtGA3-0x1 je relativno visoka tokom
razvi¢a u svim biljnim organima, osim u semenima koja klijaju. Sa druge strane, ekspresija AtGA3-0x2
je najveca tokom klijanja semena, dok se AtGA3-0x3 i AtGA3-0x4 eksprimiraju u cvetovima (Hu et al.,
2008). AtGA2-ox se eksprimira u svim delovima biljke, ali je interesantno da je ekspresija AtGA2-0x2 i
AtGA2-0x6 najveca u korenu (Dugardeyn et al., 2008). Rezultati Southern blot hibridizacije ukazuju na
postojanje samo jednog gena koji kodira GA20-ox kod spanaca (Wu et al., 1996). Takode, kloniran je
jedan gen koji kodira GA3-ox (Lee & Zeevaart, 2002) i tri gena koji kodiraju GA2-ox spanaca (Lee &
Zeevaart, 2002; 2005).

Ekspresija gena koji kodiraju enzime iz metaboli¢kog puta GA je specificna za tip Celije 1
najbolje je proucena u korenu A. thaliana. Ekspresija AtGA20-ox1l, -2 i -3 je najveta u
promeristemskoj zoni i tranzitnoj zoni, dok se AtGA3-ox1 eksprimira samo iznad zone izduZivanja.
Suprotno tome, AtGA3-0x2 se eksprimira u zoni izduzivanja, meristemu i kolumeli glavnog i lateralnih
korenova. AtGA3-0x3 i AtGA3-ox4 pokazuju jaku ekspresiju u svim delovima korena (Dugardeyn et
al., 2008). Od svih ¢lanova AtGA2-ox familije, AtGA2-0x2, -6 i -7 imaju najvecu ekspresiju u glavnom
korenu. Ekspresija AtGA2-0x2 je najveca u meristemskoj zoni, AtGA2-0x6 u zoni korenskih dlaka, dok
je ekspresija AtGA2-0x7 najveca u meristemskoj zoni i zoni izduzivanja (Li et al., 2019b). Za raziliku
od toga, svi ¢lanovi AtGA2-ox familije se eksprimiraju u lateralnim korenovima, ali se njihov obrazac
ekspresije razlikuje tokom razli¢itih faza razvi¢a biljaka. Interesantno je napomenuti da se ekspresija
AtGA2-0x2, -4, -6 i -8 naglo povecava u lateralnim korenovima kada su biljke izlozene stresnim
uslovima (Li et al., 2019b).

1.2.2. Inhibitori biosinteze GA

Retardanti rastenja su prirodne ili sinteticke supstance koje menjajuci nivo endogenih hormona
uticu na rastenje i razvice biljaka. Stoga, imaju ogroman znacaj i primenu u poljoprivrednoj industriji,
reguliSuéi rastenje i razvice biljaka povecavaju prinos i kvalitet useva (Kumar et al., 2000; Kumar,
2003; Yan et al., 2011; Vineeth et al., 2015; Liu et al., 2015). Mnogi od njih imaju osobine BRR, stoga
imaju sposobnost da indukuju toleranciju biljaka na abioticki stres, povecavajuci aktivnost
antioksidativnog sistema u ¢elijama. Pokazano je da njihova primena smanjuje osetiljvost biljaka na
brojne faktore abiotiCkog stresa, kao Sto su suSa, visoke i1 niske temperature, poviSen nivo vode i
povecan salinitet (Jaleel et al., 2007a; Fahad et al., 2015).

Inhibitori biosinteze GA predstavljaju grupu jedinjenja koja se dugi niz godina koriste u
poljoprivredi kao retardanti rastenja i pruzaju niz prednosti u proizvodnji useva (Hedden, 1999).
Pokazano je da uticu na smanjenje broja deoba i1 elongaciju ¢elija, ¢ime se obustavlja ili usporava
rastenje biljaka, Sto se Cesto koristi radi spre€avanja suviSnog izduZivanja stabla, koje vodi npr.
poleganju zita (Rademacher, 2000, 2016; Kamran et al., 2018; Wang et al., 2020b). Oni su takode

23



znaajna alternativa upotrebi mutanata prilikom proucavanja funkcije GA. S tim u vezi, njihov
nedostatak je nespecificno delovanje u pojedinim sluc¢ajevima, ali imaju prednost u odnosu na mutante
koja se ogleda u vecoj kontroli vremena i mesta inhibicije GA u biljkama (Grossmann, 1990).

Inhibitori biosinteze GA se mogu podeliti u tri klase, a svaka specifi¢na klasa blokira jednu od
tri faze biosinteze GA (SI. 2). U prvu klasu spadaju kvartenerna amonijumova jedinjenja (hlormekvat-
hlorid, mepikvat-hlorid i AMO-1618) i fosfonijumova jedinjenja (hlorfenijum-hlorid) koja blokiraju
sintezu ent-kaurena iz GGPP. Kako navedeni retardanti rastenja deluju kao opsti inhibitori
terpenoidnih ciklaza, njihova specifi¢nost je mala (Douglas & Paleg, 1974; Hedden, 1999). Druga
klasa se sastoji od heterocikli¢nih jedinjenja koja sadrze azot, kao §to su ancimidol, tetciklacis i
jedinjenja na bazi triazola (PAC, unikonazol). Ova jedinjenja inhibiraju oksidaciju ent-kaurena u ent-
kaurenoi¢nu kiselinu, koju katalizuje P450 monooksigenaza tokom druge faze biosinteze GA. Smatra
se da atomi azota inhibitora interaguju sa gvozdem u srediStu hema citohroma P450, ¢ime ova vrsta
inhibitora pokazuje znacajnu strukturnu i funkcionalnu specifi¢nost (Katagi et al., 1987). Treca klasa
ukljuéuje acilcikloheksandione koji inhibiraju 2-oksoglutarat-zavisne dioksigenaze u trecoj fazi
biosinteze GA. Acilcikloheksandioni, poput proheksadiona-Ca i trineksapak-ctila, imaju sli¢ne
strukture 2-oksoglutaratu i prema tome inhibiraju aktivnost dioksigenaza kompetiraju¢i za supstrat
(Srivastava, 2002).

PAC pripada grupi triazola koji poseduje osobine BRR. Od kada je prvi put otkriven od strane
Lever et al. (1982) intezivno se koristi u poljoprivrednoj industriji radi smanjenja vegetativnog rasta
biljaka, povecanja debljine izdanaka, broja listova i poboljSanja razvic¢a korena (Syahputra et al., 2016;
Liu et al., 2018b). Za ovu namenu, PAC je mnogo efikasniji od raznih drugih BRR i to u znatno nizim
koncentracijama (Rady & Gaballah, 2012). PAC smanjuje rast biljaka inhibirajuci biosintezu GA $to
za posledicu ima smanjeno izduzivanje internodija usled smanjenja broja deoba i elongacije Celija
(Rahman et al., 1989 a, b). Usled toga, biljke koje su tretirane PAC su niZeg rasta, razgranate su i
proizvode viSe semena, S§to je potvrdeno kod repe (Zhou & Xi, 1993), kineskog krompira
(Kishorekumar et al., 2006), Jatropha curcas (Seesangboon et al., 2018) i dr. biljnih vrsta. Nasuprt
inhibitornom dejstvu PAC na izduzivanje izdanaka, on stimuliSe izduzivanje korenova Cime se
povecava apsorpciona povrsina za usvajanje mineralnih materija. Pokazano je da povecava precnik i
duzinu korenova, kao i da stimuliSe formiranje lateralnih korenova (Jaleel et al., 2007a; Liu et al.,
2018b). Pored toga, PAC pozitivno uti¢e na izduzivanje palisadnih ¢elija listova kod uljane repe (Zhou
& Xi, 1993) i pSenice (Sopher et al., 1999). Primena PAC dovodi do povecéanja asimilacije CO; u
listovima i njihovog zadebljanja kod biljaka Catharanthus roseus, §to pobolj$ava njihovo rastenje u
uslovima visokog saliniteta (Jaleel et al., 2007b).
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Slika 2. Enzimske reakcije na koje deluju inhibitori biosinteze GA. Modifikovano prema Rademacher (2016).

Navedene efekte na rastenje 1 razvice biljaka, PAC pre svega ostvaruje uti¢u¢i na ravnotezu
biljnih hormona (Jaleel et al., 2008a,b; Wang et al., 2020b). PAC inhibira aktivnost KO enzima
blokirajuci prelaz ent-kaurena u ent-kaurenoi¢nu kiselinu, ¢ime uti¢e na izoprenoidni put, smanjujuéi
nivo endogenih GA i etilena i povecavajuci biosintezu citokinina i ABA (Kamountsis & Sereli, 1999;
Upreti et al., 2013). To se moze objasniti ¢injenicom da kada je blokirana biosinteza GA dolazi do
povecane akumulacije prekursora u terpenoidnom putu koji se onda koriste za poveanu sintezu
citokinina i ABA (Rademacher, 1997). Pa tako, uti¢u¢i na sintezu i katabolizam ABA, PAC povecava
otpornost biljaka na suSu, smanjujuéi prekomeran gubitak vode. Poveé¢anjem sinteze ABA, povecava
se njena koncentracija u listovima, a glavna uloga ABA je da utiCe na zatvaranje stoma sprecavajuci na
taj na¢in gubitak vode transpiracijom. Pored toga, PAC smanjuje rastenje izdanaka, dovodi do
anatomskih promena na listovima koje sprecavaju gubitak vode i stimuliSe izduZivanje korenova ¢ime
se povecava povrsina za usvajanje vode. Kod mnogih biljnih vrsta, kao $§to su jagoda (Parvin et al.,
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2015), krastavac (Baninasab & Ghobadi, 2011) i soja (Asare-Boamah et al., 1986), tretman PAC
doveo je do smanjenja nivoa transpiracije, povecanja sadrzaja vode u biljkama, usled Cega je bio
povecan prinos navedenih useva u uslovima suSe. PAC povecéava otpornost biljaka na abiticki stres i
preko drugih mehanizama koji ne podrazumevaju samo povecanje biosinteze ABA. U uslovima suse
dolazi da znacajnog oStecenja strukture hloroplasta, smanjenja sinteze fotosintetickih pigmenta, Sto za
posledicu ima smanjen nivo fotosinteze i mogucu pojavu prerane senescencije listova (Kolodziejek et
al., 2003). PAC stimuliSe biosintezu fotosintetickih pigmenata (Kumar et al., 2012), jer biljke tretirane
PAC sintetiSu viSe citokinina (Upreti et al., 2013; Seesangboon et al., 2018), koji zatim stimuliSu
diferencijaciju hloroplasta i biosintezu fotosintetickih pigmenata, sprecavaju razgradnju hloroplasta i
odlazu senescenciju listova (Fletcher & McCullag, 1971; Fletcher et al., 2000; Nivedithadevi et al.,
2015; Cortleven & Schmulling, 2015; Cortleven et al., 2016). Pretpostavlja se da je smanjenje
razgradnje hloroplasta kod biljaka tretiranth PAC posledica smanjenja oSteenja prouzrokovanih
delovanjem ROS (Kumar et al., 2012). PAC izaziva povecanje aktivnosti antioksidativnog sistema,
kako poveéanjem enzimske komponente, SOD, peroksidaza itd. (Gopi et al., 2007; Sankar et al., 2007;
Mohamed et al., 2011; Pan et al., 2013; Abbasi et al., 2015; Jungklang et al., 2017), tako i neenzimske
komponente, karotenoida, askorbata, tokoferola, redukovanog glutationa itd. (Sankar et al., 2007;
Kumar et al., 2012; Jungklang et al., 2017). Na ovaj nacin dolazi do smanjenja peroksidacije lipida i
ostecenja celijske membrane, §to doprinosi povecanju otpornosti biljaka prema abiotickom stresu, kao
Sto su povecan salinitet i niske temperature (Jungklang & Saengnil, 2012; Pan et al., 2013; Jungklang
etal., 2017).

1.2.3. Molekularni mehanizmi delovanja inhibitora biosinteze GA

Kao §to je ve¢ receno, inhibitori biosinteze GA uti€u¢i na promene u metabolizmu, signalnim
putevima i interakcijama hormona, uti¢u na promenu koncentracije hormona u biljnom tkivu, a zatim i
na niz fizioloskih procesa (Wang et al., 2014, 2020b; Zhang et al., 2015; Seesangboon et al., 2018).
Posle aplikacije PAC, u klasju biljaka Agapanthus praecox doslo je do promene nivoa ekspresije ¢ak
2838 gena, od toga 75 transkripcionih faktora, od kojih je ve¢ina imala smanjenu ekspresiju (Zhang et
al., 2015), dok je u cvetnim pupoljcima Jatropha curcas detektovana promena ekspresije 96 gena koji
ucestvuju u biosintezi i signalnom putu biljnih hormona (Seesangboon et al., 2018).

Inhibitori biosinteze GA su izazvali smanjenje ekspresije gena koji kodiraju enzime za
biosintezu 1 signalni put auksina, brasinosteroida, jasmonata i etilena, dok je ekspresiju gena Ciji
proizvodi ucestvuju u metabolizmu i signalnom putu citokinina i ABA bila poveéana (Zhang et al.,
2015; Seesangboon et al., 2018; Gazara et al., 2019; Qiu et al., 2019; Duan et al., 2019; Wang et al.,
2020b). U skladu sa oc¢ekivanjima, inhibitori biosinteze GA su izazivali smanjenje bioaktivnih GA u
biljnom tkivu, ali razli¢itim mehanizmima kod razli¢itih biljnih vrsta. PAC nije uticao na smanjenje
ekspresije gena ukljucenih u biosintezu GA kod A. praecox i J. curcas, ve¢ gena ukljucenih u
transdukciju GA signala (Zhang et al., 2015; Seesangboon et al., 2018). Kao i PAC, mepikvat-hlorid je
u biljkama pamuka inhibirao ekspresiju gena koji kodiraju anabolicke enzime CPS, KS, GA20-0X i
GA3-ox, katabolicki enzim GA2-ox i proteine koji ucestvuju u transdukciji signala (Wang et al., 2014,
2020Db).

PAC, unikonazol i mepikvat-hlorid su uticali na povecanje koncentracije citokinina
(Seesangboon et al., 2018; Liu et al., 2015; Gazara et al., 2019; Qiu et al., 2019; Wang et al., 2020b).
PAC je kod J. curcas izazvao inicijalno povecanje ekspresije gena koji kodira izopentenil transferazu
(IPT), smanjenje ekspresije negativnih regulatora ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR) i
gena koji kodiraju kataboli¢ki enzim citokinin oksidazu/dehidrogenazu (CKX, Seesangboon et al.,
2018), dok je kod soje takode uticao na smanjenje ekspresije negativnih ARR tipa A regulatora, ali nije
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imao efekta na gene ukljucene u metabolizam citokinina (Gazara et al., 2019). Unikonazol je uticao na
smanjene ekspresije CKX gena, povecanje ekspresije citokininskih receptora, a preko ARR tipa B je
uticao na ekspresiju STAY-GREEN2 (SGR2) gena (Liu et al., 2015). SGR geni kodiraju
magnezijum-dehelatazu, koja uklanja Mg iz hlorofila, ¢ime pocinje degradacija hlorofila (Shimoda et
al., 2016). Inhibicijom ekspresije SGR gena se spre¢ava degradacija hloroplasta i senescencija listova.

PAC 1 unikonazol su izazvali povecanje koncentracije ABA u celijama usled povecane
ekspresije ABA receptora i smanjene ekspresije negativnih regulatora signalnog puta ABA (Liu et al.,
2015; Gazara et al., 2019; Duan et al., 2019). Smanjenja koncentracije IAA nakon primene PAC i
mepikvat-hlorida je doslo usled smanjene ekspresije gena koji kodiraju enzime koji katalizuju
biosintezu (YUCCA) i polarni transport auksina (PIN), kao i ekspresija gena uklju¢enih u signalni put
auksina - auksinskog receptora, ARF i AUX/IAA represora transkripcije (Gazara et al., 2019; Wang et
al., 2020b).

U vecini studija nije utvrdeno da li inhibitori biosinteze GA deluju direktno na signalne puteve
biljnih hormona, dok je kod pamuka uticaj mepikvat-hlorida bio indirektan, preko inhibicije biosinteze
GA, s obzirom da je njegov uticaj bio poniSten egzogenim GA3 (Wang et al., 2020b).

Snizena koncentracija bioaktivnih GA usled primene PAC ili mepikvat-hlorida je negativno
uticala na procese ¢elijske deobe, ¢elijski ciklus i sintezu ¢elijskog zida (Zhang et al., 2015; Gazara et
al., 2019; Wang et al., 2014, 2020b). PAC je uticao na smanjenje ekspresije 30 gena koji su ukljuéeni
u sintezu cCelijskog zida u embrionalnom tkivu soje tokom klijanja semena (Gazara et al., 2019).
Pokazano je da je smanjenje broja Celija 1 izduzivanje ¢elija internodusa klijanaca pamuka posledica
izmenjene ekspresije gena ukljucenih u kontrolu ¢elijskog ciklusa, pre svega zbog smanjene ekspresije
kinaza zavisnih od ciklina (cyclin-dependent kinase - CDK) i ciklina specifi¢nih za G2 fazu mitoze i
kontrolnih proteina koji inaktiviraju regulatore ¢éelijskog ciklusa proteolitickom degradacijom, kao i
povecane ekspresije inhibitora ¢elijskog ciklusa (Wang et al., 2020b).

1.2.4. Signalni put GA

Otkrice GA receptora kod gidl mutanta pirin¢a koji su neosetljivi prema GA, dovelo je do
velikog pomaka u razumevanju signalnog puta GA (Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Mehanizam
percepcije GA signala je konzervisan kod biljaka, §to je pokazano kod A. thaliana i pirin¢a kod kojih
je signalni put detaljno proucen. Pirina¢ poseduje samo jedan GID1 gen, dok su kod A. thaliana
prisutna tri funkcionalna homologa ovog gena (GID1a,b,c), a gubitak funkcije sva tri gena kod A.
thaliana je potreban da bi izostao GA odgovor (Griffiths et al., 2006; Willige et al., 2007). GID1 se
uglvnom nalazi u jedru, mada je njegovo prisustvo detektovano i u citoplazmi. Pokazano je da GID1
poseduje veci afinitet za vezivanje bioloski aktivnih GA (GA1, GAs i GA4) za razliku od neaktivnih
oblika GA. Medutim, afinitet vezivanja GA4 za GIDI je 20 puta veci od GAs, iako GA, poseduje
manju fiziolosku aktivnost od GAj Navedeno neslaganje izmedu afiniteta za vezivanje GIDI1 1
fizioloske aktivnosti GAs i GA4 se ogleda u njihovoj razlicitoj stabilnosti u biljkama. GA4 ¢ak i u
nizim koncentracijama podleZe brzoj degradaciju u poredenju sa GA3 (Ueguchi-Tanaka et al., 2007).
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Slika 3. Model signalnog puta giberelina (GA) koji je posredovan DELLA proteinima. Modifikovano prema Salazar-
Cerezo et al. (2018).

Signalni put GA otpocinje vezivanjem bioloski aktivnih GA za GIDI1 receptor koji onda
intereaguje sa DELLA proteinima, koji predstavljaju glavne represore signalnog puta GA. DELLA
proteini su konzervativni kod razli¢itih biljnih vrsta, ukljuéijuci A. thaliana, psenicu, kukuruz i pirina¢
(Peng et al., 1997, 1999; Ikeda et al., 2001; Chandler et al., 2002). A. thaliana poseduje 5 gena koji
kodiraju DELLA proteine: REPRESSOR OF GA1-3 (RGA1), GA INSENSITIVE (GAl), i RGA-LIKE 1
(RGL1), RGL2 i RGL3, koji imaju razli¢ite funkcije, ali u odsustvu GA svi deluju kao represori
rastenja (Peng et al., 1997; lkeda et al., 2001; Silverstone et al., 2001; Lee et al., 2002). DELLA
proteini pripadaju visoko konzervativnoj GRAS familiji regulatornih proteina koji poseduju C-
terminalni GRAS domen koji je ukljucen u “F box“ proteinsko vezivanje (Ogawa et al., 2000; Ikeda et
al., 2001; Chandler et al., 2002). Za razliku od ostalih proteina u okviru GRAS familije, DELLA
proteini poseduju N terminalni domen koji se sastoji iz dva visoko konzervativna domena: DELLA
domen i VHYNP domena. U prisustvu GA, ova dva domena DELLA proteina omogucavaju njegovo
vezivanje za GID1 receptor, nakon ¢ega se ceo kompleks (GA-GID1-DELLA) vezuje za F-box protein
"SLEEPY1" (SLY1) (Lechner et al., 2006). Nakon toga, zapo€inje ubikvitinizacija DELLA proteina
preko SCF°-Y'UbE3 ligaze, ¢ime se oni oznacavaju za degradaciju u 26S proteozomima, usled cega se
geni Ciju ekspresiju indukuju GA oslobadaju represije (SI. 3) (Dill et al., 2004; Fleet & Sun, 2005;
Harberd et al., 2009; Gao et al., 2011; Wallner et al., 2016; Salazar-Cerezo et al., 2018). U slucaju
odsustva GA, spreCena je degradacija DELLA proteina, a samim tim i odgovor na GA. To se deSava
pod uticajem specfi¢nog inhibitora 26S proteozoma (npr. MG123), koji inhibira degradaciju DELLA,
kao i inhibira biosinteze GA, npr. PAC (Dill et al., 2004). Interesatno je pomenuti da je degradacija
DELLA proteina u prisustvu GA specificna za odredeni tip celije, uspostavljaju¢i na taj nacin
normalno rastenje celija unutar tkiva. Na primer, u korenu A.thaliana je pokazano da su celije
endodermisa primarno mesto za degradaciju DELLA proteina posredstvom GA (Ubeda-Tomas et al.,
2009).
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1.2.5. Povratna sprega kao kontrola dinamike sinteze giberelina

Budu¢i da GA imaju vazne uloge u rastenju i razvicu biljaka, neophodno je postojanje
mehanizama kojim ¢e se regulisati nivo GA koji je potreban za odvijanje fizioloskih procesa. Jedan od
tih mehanizama se zasniva na sposobnosti bioloski aktivnih GA da kontroliSu sopstveni nivo kroz
regulaciju biosinteze mehanizmom povratne sprege. Ovaj efekat je prvi put primeéen kod mutanata
koji su neosetljivi prema GA (Hedden & Croker, 1992). Ovi mutanti pSenice (rht3) i kukuruza (d8),
poseduju veci nivo bioaktivnog GA1, dok je nivo GAjg nizi u poredenju sa divljim tipom (Appleford &
Lenton, 1991).

Sli¢no je i kod mutanta kukuruza (d1) i graska (le) kod kojih je prisutna mutacija u 3-p-
hidroksilaciji i koji sadrze visok nivo GAyp, ali smanjen nivo GAsz i GAjg u poredenju sa divljim
tipom. Egzogena primena GA, d1 i le mutantima omogucava da nivo GA bude priblizan nivou divljeg
tipa, Sto ukazuje da je GA20-ox pod snaznom kontrolom negativne povratne sprege (Hedden &
Croker, 1992). Suprotno tome, mutanti graska (lacrys) koji su osetljivi prema GA, sadrze smanjen nivo
IRNK za GA20-ox u odnosu na divlji tip. Egzogena primena GA na biljke divljeg tipa, dovela je do
smanjenja koli¢ine transkripta za GA20-0x i nivoa GAy, sli¢no lacrys mutantima (Martin et al., 1996).
Takode, biljake tretirane inhibitorima biosinteze GA su sadrzale veéi nivo transkripta za GA20-0X |
GA3-ox 1 snizen nivo transkripta za GA2-ox kao odgovor na smanjenu koli¢inu bioaktivnih GA
(Chiang et al., 1995; Phillips et al., 1995; Thomas et al., 1999). Za razliku od toga, kod biljaka
tretiranih egzogenim GA uocena je smanjena transkripcija gena koji kodiraju enzime ukljucene u
biosintezu GA (Phillips et al., 1995; Thomas et al., 1999).

Odrzavanje homeostaze GA mehanizmom povratne sprege se moze pratiti kod transgenih
biljaka kod kojih je prisutna prekomerna ekspresija gena za metabolizam GA, $to omogucava da se
identifikuju stupnjevi koji ograni¢avaju sintezu bioaktivnih GA (Hedden & Phillips, 2000). Pa tako,
prekomerna ekspresija gena koji su ukljuceni u ranim fazama biosinteze GA kod A. thaliana (AtCPS i
AtKS) je dovela do akumulacije ent-kaurena i ent-kaurenoi¢ne kiseline, kao i GA1, i GAz4 (SI. 1), ali ne
i do promene koli¢ine bioaktivnih GA niti morfologije biljke (Radi et al., 2006; Fleet et al., 2003). Ovo
ukazuje da rani enzimi u biosintetskom putu GA nisu regulisani povratnom spregom. Medutim,
utiavanje ekspresije gena za KS kod biljaka A. thaliana metodom interference RNK (RNK:i) izaziva
pojavu patuljastog rasta (Papareli et al., 2013). Ova pojava ukazuje da nedovoljna koli¢ina prekursora
onemogucava odrZanje homeostaze GA. Sa druge strane kod mnogih biljnih vrsta, ukljucujuéi 1 A.
thaliana, prekomerna ekspresija GA20-ox dovodi do pojave izduzenog fenotipa biljaka, $to je
posledica povecanog nivoa bioaktivnih GA (Huang et al., 1998; Coles et al., 1999; Carrera et al.,
2000; Vidal et al., 2003; Radi et al., 2006; Bhattacharya et al., 2012; Fukazawa et al., 2017). Navedene
¢injenice ukazuju da je GA20-ox pod snaznom kontrolom negativne povratne sprege i da aktivnost
ovog enzima predstavlja ograni¢avajuéi faktor u produkciji bioaktivnih GA (Hedden, 2016). U slucaju
prekomene ekspresije GA3-0x postoje kontradiktorni rezultati kod razli¢itih biljnih vrsta. Kod
transgenih linija hibridne topole Populus tremula, prekomerna ekspresija GA20-ox je dovela do
povecane sinteze bioaktivnih GA, dok je kod transgenih biljaka sa prekomernom ekspresijom GA3-0X
dolazilo do povecane 3-B-hidroksilacije, ali nije bilo prisutno povecanje nivoa bioaktivinh GA, niti je
dolazilo do promena u rastenju i morfologiji biljaka (Israelsson et al., 2004), sto dovodi do zakljucka
da je GA20-o0x pod snaznijom kontrolom negativne povratne sprege u odnosu na GA3-ox. Sli¢no tome,
prekomerna ekspresija PSGA3-0x graska u biljkama duvana, dovela je samo do neznatnih promena u
morfologiji biljaka i koli¢ini bioaktivnih GA (Gallego-Giraldo et al., 2008). Medutim, biljke A.
thaliana koje su transformisane genom GA3-0x1 pokazivale su izduzeni fenotip i ubrzano razvice
(Radi et al., 2006). Pokazano je da prekomerna ekspresija GA3-0x1 izaziva povecanje nivoa aktivnog
GA, 1 njegovog katabolickog produkta GAss dok na ostale GA ne uti¢e (Radi et al., 2006), sto ukazuje
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da u slucaju A. thalana GA3-ox predstavlja ograni¢avajuéi faktor u produkciji bioaktivnih GA. Pored
toga, pokazano je da je GA3-0x1 pod dejstvom negativne povratne sprege, ali ne i GA3-0x2, za koga se
smatra da izaziva povecavanje koli¢ine aktivnih GA do granice koja je potrebna da bi se pokrenuo
neki fizioloski odgovor, a da kasnije ta koli¢ina GA indukuje negativnu povratnu spregu (Yamaguchi
et al., 2001). Za razliku od biosintetickih enzima koji su regulisani negativnom povratnom spregom,
povecan nivo bioaktivnih GA pozitivno uti¢e na akumulaciju katabolickih enzima. Pokazana je
povecana ekspresija gena za katabolizam GA kod A. thaliana (AtGA2-ox1 i AtGA2-0x2) i pirinca
(OsGA2-ox1 i OsGA2-0x3) nakon egzogene primene GA; (Sasaki et al., 2003; Thomas et al., 1999;
Zhang et al., 2008; Zhu et al., 2006; Denis et al., 2017).

Molekularni mehanizmi pomoc¢u kojih bioloski aktivni GA reguliSu sopstveni nivo
mehanizmom povratne sprege, nisu jo§ uvek u potpunosti poznati. Smatra se da glavne komponente
signalnog puta, kao §to su GIDI receptor, DELLA proteini, F-box protein SLEEPY1, mogu biti deo
molekularnih mehanizama koji su odgovorni za odrzavanje homeostaze GA (Dill & Sun, 2001; Sasaki
et al., 2003; Ueguchi-Tanaka et al., 2007; Zentella et al., 2007; Fukazawa et al., 2014; Boccaccini et
al., 2014). Pokazano je da DELLA proteini uti¢u na homeostazu GA deluju¢i negativnom povratnom
spregom na ekspresiju gena GA20-ox i GA3-ox (Zentella et al., 2007). Kod dvostrukog mutanta
DELLA proteina, gai-t6 rga28, pokazana je smanjena ekspresija AtGA3-ox1 (Oh et al., 2007), dok je
kod mutanta pirinéa, gidl i gid2, prisutno znacajno povecanje ekspresije OsGA20-ox2 (Sasaki et al.,
2003; Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Identifikacija pojedinih transkripcionih faktora je omogucila
dobijanje dodatnih informacija o molekularnim mehanizmima koji leZe u osnovi odrazavanja
homeostaze GA. Pokazano je da transkripcioni faktor REPRESSION OF SHOOT GROWTH (RSG)
kod duvana, ¢iju ekspresiju negativno reguliSu bioaktivni GA, moze da uti¢e na ekspresiju GA20-0x
putem negativne povratne sprege. Izgleda da je moguca uloga RSG u odrzavanju homeostaze GA
ograni¢ena samo na GA20-0x, jer je pokazano da ne uti¢e na promenu ekspresije GA3-0x (Ishida et al.,
2004). Sa druge strane, pokazano je da transkripcioni faktor YABBY ima sposobnost da se veze za
promotore gena OsGA3-ox2 (Dai et al., 2007) i OsGA20-0x2 (Yang et al., 2016), vrseéi na taj nacin
represiju ovih gena. Takode, transkripcioni faktor kod A. thaliana AT hook protein (AGF1) u prisustvu
GA do sada nepoznatim mehanizmom smanjuje ekspresiju AtGA3-ox1 (Matsushita et al., 2007).
Navedene ¢injenice ukazuju da se regulacija ekspresije gena GA20-ox i GA3-0x putem negativne
povratne sprege zasniva na razli¢itim mehanizmima. Moguce je i da postoji nekoliko mehanizama za
regulisanje negativne povratne sprege pojedinacnih gena, kako bi se omogucila interakcija razli¢itih
nivao regulacije. Na primer, za AGF1 je pokazano da je neophodan, ali i nedovoljan za regulaciju
mehanizma povratne sprege GA3-0x, $to ide u prilog Cinjenici da je za ovakvu regulaciju nephodno
vise faktora (Matsushita et al., 2007).

1.2.6. Percepcija svetlosti

Sposobnost biljaka da na pravilan nacin odgovore na razliCite uslove spoljasnje sredine je
veoma vazna za njihovo prezivljavanje i reprodukciju. Intenzitet, kvalitet i duzina trajanja (fotoperiod)
svetlosti svakako predstavljaju jedne od vaznih faktora spoljasnje sredine koji uti€u na rastenje i
razvice biljaka. Kako bi mogle da usklade svoje rastenje 1 razvi¢e sa promenljivim svetlosnim
uslovima, biljke su kao sesilni organizmi morale da razviju niz razlicitih tipova fotoreceptora koji vrse
percepciju svetlosti razli¢itih talasnih duzina (Possart et al., 2014; Ballaré & Pierik, 2017; Mawphlang
& Kharshiing, 2017). Najvazniji fotoreceptori biljkaka su fitohromi i kriptohomi. Ovi receptori
poseduju hromoforu koja apsorbuje svetlost i pretvara je u biohemijske signale koji dovode do
aktivacije mnogih enzima, uspostavljaju¢i specificne protein-protein interakcije (Kong & Okajima,
2016). Kriptohrom je receptor koji apsorbuje plavu svetlost (B). Kod vecine biljnih vrsta kriptohrom
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kodira familija gena. Najmanje dva gena, CRY1 i CRY2, kodiraju za kriptohrom kod A. thaliana, koji
imaju razli¢ite funkcije (Cashmore et al., 1999). Kriptohrom CRY1 je fotostabilan i glavni je receptor
B svetlosti, dok je CRY?2 fotolabilan i ima sposobnost da apsorbuje samo B svetlost niskog intenziteta
(Lin et al., 1998). Sa druge strane, fitohromi su receptori koji apsorbuju crvenu (R) i tamnocrvenu (FR)
svetlost. Odnos R:FR biljci omogucava da proceni opseg aktivne svetlosti i da u vezi sa tim uskladi
svoje rastenje i razvi¢e (Rockwell et al., 2006). Fitohrom se u biljkama moze naci u dve spektralno
razlicite fotointerkonvertibilne forme: Pr (apsorbujué¢a forma crvene-R svetlosti) i Pfr (apsorbujuca
forma tamnocrvene-FR svetlosti). Pr je neaktivna forma fitohroma koja nakon apsorpcije R svetlosti
prelazi u aktivnu Pfr formu. Pod uticajem FR svetlosti Pfr forma reverzibilno prelazi u Pr formu.
Maksimum apsorpcije Pr je 660 nm, a Pfr 730 nm (Chory et al., 1996; Rockwell et al., 2006). Nakon
konformacione promene pod uticajem R svetlosti, Pfr forma prelazi iz citoplazme u jedro gde dovodi
do aktivacije niza transkripcionih faktora, koji onda menjaju ekspresiju gena na koje utie svetlost. Na
taj nacin, fitohromi prevode informacije o svetlosnim uslovima u signale koji kontroliSu gotovo sve
faze tokom rastenja i razvica biljaka, od klijanja semena do cvetanja.

1.2.7. Uticaj svetlosti na biosintezu giberelina

Mnoga istrazivanja su pokazala da svetlost koju apsorbuju fitohromi dovodi do promene
koncentracije GA i/ili menja osetljivost tkiva prema GA tokom klijanja semena i procesa de-etiolacije
biljaka (Kamiya & Garcia-Martinez, 1999; Yamaguchi & Kamiya, 2000; Olszewski et al., 2002; Yang
et al., 2018b).

Pre viSe od pola veka je otkrivena uloga fitohroma u kljijanju semena kod zelene salate
(Borthwick et al.,1952). Pokazano je da R svetlost stimuliSe, dok FR svetlost inhibira ovaj process
(Borthwick et al., 1952). Zbog toga §to egzogeno dodati GA stimuliSu klijanje semena u mraku,
imitirajuéi na taj nacin efekat R svetlosti, pretpostavilo se da R svetlost stimuliSe klijanje semena
povecavajuci ekspresiju gena ukljucenih u biosintezu GA. Ova pretpostavka je potvrdena u kasnijim
istrazivanjima u kojima je pokazano da fitohrom reguliSe biosintezu GA tako Sto promovise
3-B-hidroksilaciju (Toyomasu et al., 1998; Sawada et al., 2008, Nakaminami et al., 2003). Povecanje
nivoa GA; u tretmanu FR+R osvetljavanjem imbibovanih semena zelene salate (Sawada et al., 2008) i
A. thaliana (Shinomuraet al.,1996) je posledica stimulacije ekspresije GA3-0x1 i GA3-0x2 i inhibicije
ekspresije GA2-0x2 R svetlos¢u. Kod A. thaliana fitohrom kodira familija kuju ¢ini 5 gena (PHYA-E).
Poznato je da PHYB apsorbuje R svetlost stimuliSu¢i klijanje semena tokom pocetnih faza imbibicije
(do nekoliko sati), dok PHYA apsorbuje FR svetlost i stimulise klijanje semena tokom kasnijih faza
imbibicije i u odsustvu aktivne forme PHYB (Shinomura et al., 1994; Rausenberger et al., 2011). Kod
phyB mutanta je pokazano da dolazi do povecane ekspresije AtGA3-0x2 pod uticajem R svetlosti, §to
ukazuje da je ovaj tip fitohnroma odgovoran za indukciju klijanja semena kod A.thaliana (YYamaguchi et
al., 1998).

Kao $to je ve¢ pomenuto, nakon apsorpcije R svetlosti, Pfr forma fitohroma prelazi u jedro gde
interaguje sa transkripcionim faktorima, menjaju¢i na taj nacin ekspresiju gena ukljucenih u
metabolizam GA. Jedan od najznacajnih transkripcionih faktora koji posreduje u interakciji GA i
svetlosti je PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR1 (PIF1) (Park et al., 2011; Jiang et al., 2016;
Wang et al., 2019a). U uslovima mraka, kada je PHYB prisutan u neaktivnom obliku, PIF1 inhibira
klijanje semena tako §to povecava ekspresiju GA2-0x2, a smanjuje ekspresiju GA3-ox1 i GA3-0x2 (Oh
et al., 2004, 2007). U uslovima R svetlosti Pfr aktivna forma PHYB se transportuje u jedro i fosforilise
PIF1, usled ¢ega dolazi do njegove ubikvitinizacije i degradacije u 26S proteozomima (Zhao et al.,
2007; Kim et al., 2008; Shin et al., 2016). Na ovaj nacin se GA3-0x1 i GA3-0x2 oslobadaju represije,
§to dovodi do povecane biosinteze endogenih GA, koji onda indukuju Klijanje semena. PIF1 nema
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sposobnost da se direktno veZze za promotore gena ukljuenih u metabolizam GA, Sto ukazuje da
postoje dodatne komponente sa kojima interaguje da bi izvrSio regulaciju ekspresije ovih gena.
Medutim, PIF1 direktno moze da se veze za promotore GAl i RGA Koji kodiraju za DELLA proteine,
koji onda direktno vrSe represiju gena ukljucenih u biosintezu GA (Oh et al., 2007; Park et al., 2011,
Li et al., 2016; Jiang et al., 2016). Pored toga, PIF1 moze da uti¢e na ekspresiju gena ukljucenih u
metabolizam GA i preko drugih mehanizama koji ne podrazumevaju prisustvo DELLA proteina. Pa
tako je pokazano da PIF1 utice na nivo GA kroz aktivaciju DOF AFFECTING GERMINATION 1
(DAGL1) transkripcionog faktora koji se vezuje za promotor GA3-0x1 gena, vrse¢i njegovu represiju
(Gabriele et al., 2010). Sli¢no tome, PIF1 interaguje sa SOMUNUS (SOM) transkripcioniom faktorom
koji onda vrsi represiju GA3-0x1 i GA3-0x2 gena i stimuliSe ekspresiju GA2-0x2 gena (Kim et al.,
2008). U uslovima mraka SOM nakon aktivacije od strane PIF1 inhbira aktivnost histon arginin
demetilaza, koje kodiraju geni JUMONJI 20 (JMJ20) i JMJ22. Smanjen nivo ekspresije JMJ20 i
JMJ22, dovodi do visokog stepena metilacije hromatina na GA3-ox1 i GA3-0x2 lokusu, inhibirajuci
transkripciju ovih gena. Medutim, u uslovima R svetlosti izostaje aktivacija SOM od strane PIF1 koji
je degradovan, ¢ime se povecava ekspresija JIMJ20 i IMJ22 gena, dovodeci do demetilacije hromatina
i povecane transkripcije GA3-0x1 i GA3-0x2 gena (Cho et al., 2012).

Fitohromi u interakciji sa PIF transkripcionim faktorima (PIF3 i PIF4) uéestvuju u procesu
de-etiolacije biljaka, ali je njihov efekat u ovom procesu inhibitoran (De Lucas et al., 2008; Feng et al.,
2008). Tokom procesa de-etiolacije dolazi do smanjenja koli¢ine bioaktivnih GA, a time i redukcije
izduzivanja stabiljke (Ait-Ali et al.,1999; O Neill et al., 2000; Reid et al., 2002). Do smanjenja nivoa
GA: dolazi nakon 4h izlaganja klijanaca graska R ili B svetlosti (Foo et al., 2006; Reid et al., 2002).
Smanjen nivo bioaktivnih GA u procesu de-etiolacije biljaka je posledica smanjenja ekspresije
GA3-0x1 i povecanja ekspresije GA2-0x1 (Reid et al., 2002). Smatra se da glavnu ulogu u percepciji
svetlosti u ovom procesu imaju PHYA i CRY1, ali ne i PHYB (Xu et al., 2016). U slucaju A. thaliana
redukcija izduzivanja hipokotila je posredovana CRY1 i CRY2, usled ¢ega dolazi do smanjenja
ekspresije AtGA20-ox1 i AtGA3-ox1 u uslovima B svetlosti (Zhao et al., 2007). Sli¢no tome, B svetlost
je inhibirala izduzivanje hipokotila klijanaca paradajza povecavajuci ekspresiju GA2-0x7 gena (Matsuo
et al., 2018).

Molekularni mehanizmi koji leZe u osnovi efekta plave svetlosti ukazuju da CRY imaju ulogu u
inaktivaciji CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) koji kodira za ubikvitinsku ligazu
promovisuci degradaciju transkripcionog faktora ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) koji stimulisu
ekspresiju gena u prisustvu svetlosti (Duek et al., 2004; Lau & Deng, 2012; Podolec & Ulm, 2018). U
uslovima mraka, smanjen nivo GA indukuje proces de-etiolacije biljaka, medutim ovaj efekat GA
izostaje kod hy5 mutanta, §to ukazuje na vaznu ulogu HY'S u kontroli ovog procesa posredstvom GA
(Alabadi et al., 2008). Takode, mutacija LONG1 gena, homolognog genu HY5 kod graska, u uslovima
svetlosti dovodi do drasti¢nih promena u ekspresiji gena uklju¢enih u biosintezu GA, ali ne uti¢e na
slignalni put GA (Alabadi et al., 2008; Weller et al., 2009). Smatra se da pod uticajem svetlosti HY5
smanjuje nivo bioaktivnih GA, mada molekularni mehanizam kojim se to deSava jo§ uvek nije poznat
(Wang et al., 2019a).

Pored razli¢itih talasnih duzina svetlosti, pokazano je da duzina trajanja svetljenja (fotoperiod)
ima ogroman uticaj na biosintezu GA. Rozetaste biljke dugog dana kao $to su A. thaliana, Lolium
temulentum i spanaé, rastu vegetativno i ne izduzuju celije stabla u uslovima kratkog dana (KD, 8h
svetlosti). Po izlaganju uslovima dugog dana (DD, 12h svetlosti ili duze, Culafi¢ & Neskovi¢, 1973),
¢elije stabla se izduzuju i biljke cvetaju. U fotoperiodskoj reakciji posreduje GA, jer jedino aplikacija
GA moze povratiti normalan fenotip kod biljaka sa patuljastim rastom (Phinney, 1984). Egzogena GAg
indukuje cvetanje kod spanaéa u uslovima KD (Culafi¢ & Neskovi¢, 1980; Zeevaart et al.,1993), dok
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primena inhibitora biosinteze GA inhibira izduZzivanje éelija stabla u uslovima DD (Culafi¢ &
Neskovi¢, 1980; Talon & Zeevaart, 1990). Prebacivanje biljaka spanaca sa uslova KD u uslove DD
dovelo je do povecanja nivoa GAjg Sto se prvenstveno moze pripisati regulisanju transkripta za
S0GA20-0x1, sto ukazuje da je ovaj gen pod kontrolom fotoperioda (Wu et al., 1996; Lee & Zeevaart,
2002, 2005). Takode, kod spanaca je detektovana veca koli¢ina informacione RNK (iRNK) za GA20-
ox u uslovima DD nego u uslovima KD ili u mraku (Wu et al., 1996). Za razliku od toga, nisu
zabelezene znaCajne promene u ekspresiji GA3-0x gena u uslovima DD, §to ukazuje da ovaj gen nije
pod kontrolom fotoperioda (Lee & Zeevaart, 2005).

1.2.8. Uticaj svetlosti na biosintezu, signalni put i transport auksina

Svetlost uti¢e na nivo 1 distribuciju auksina u biljnom organizmu, reguliSuc¢i na taj na¢in mnoge
aspekte zivotnog ciklusa biljaka. Svetlost stimuliSe biosintezu auksina u listovima i uti¢e na njegovu
distribuciju duz celog klijanca, menjajuéi osetljivost individualnih ¢elija prema auksinu (Salisbury et
al., 2007).

Uticaj svetlosti na biosintezu auksina moZe biti stimulativan ili inhibitoran u zavisnosti od faze
zivotnog ciklusa biljaka. Svetlost inhibira biosintezu auksina u momentu de-etiolacije biljaka. Tokom
de-etiolacije dolazi do inhibiranja izduzivanja hipokotila etioliranih biljaka, dok se stimuli$e razvijanje
apikalnog meristema i listova. Kod deetioliranih biljaka aktivna forma fitohroma stimulise ekspresiju
SUPERROOT 2 (SUR2) i inhibira ekspresiju TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE (TAA1l) gena.
SUR2 je citohrom P450 monooksigenaza koja reguliSe ravnotezu izmedu IAA 1 indol glukozinolata i
smanjuje koncentraciju slobodne 1AA, a TAALl je triptofan aminotransferaza, koja katalizuje
konverziju triptofana u IAA (Hoecker et al., 2004; Grubb & Abel, 2006). Pored toga, PHYA i PHYB
reguliSu transkripciju GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) gena (Tanaka et al., 2002), koji kodiraju
konjugaciju IAA i amino kiselina, pri ¢emu dolazi do skladiStenja ili degradiranja IAA (Staswick et al.,
2005). Nasuprot tome, svetlost stimuliSe biosintezu auksina tokom sindroma izbegavanja senke kod
biljaka. Kada predu na fotoautotrofan nacin zivota, mlade biljke se nalaze u kompeticji za svetloS¢u sa
ostalom vegetacijom. Kako bi mogle da apsorbuju dovoljnu koli¢inu svetlosti za odvijanje fotosinteze,
biljke uz pomo¢ fitohroma mogu da detektuju nizak odnos R:FR, §to predstavlja okidac za izazivanje
sindroma izbegavanja senke. Posledica ovakvog odgovora kod biljaka je izduZivanje hipokotila, dok se
razvice listova i korenova inhibira (Casal, 2013; Pierik & de Wit, 2014; Pedmale et al., 2016; Ballare
& Pierik, 2017). Kod A. thaliana nizak R:FR tretman je u roku od 1h doveo do povecanja nivoa IAA
za 50% (Tao et al., 2008; Li et al., 2012a; Kohnen et al., 2016), jer u uslovima niskog odnosa R:FR
fitohromi intereaguju sa PIF7 transkripcionim faktorom, koji indukuje ekspresiju YUCCA gena (Yang
& Lin, 2017). YUCCA geni (YUC2, YUCS5, YUC8 i YUC9) kodiraju za flavin monooksigenezu koja
ucestvuju u triptofan nezavisnom putu biosinteze auksina (Tao et al., 2008; Li et al., 2012a; de Wit et
al., 2015; Kohnen et al., 2016; Muller-Moulé et al., 2016).

Svetlost moze da reguliSe nivo auksina, uti¢uéi i na njegov signalni put. Pokazano je da CRY1 i
PHYB mogu direktno da interaguju sa Aux/IAA, inhibiraju¢i na taj nacin izduzivanje hipokotila u
momentu de-etiolacije (Kepinski & Leyser, 2005; Calderon-Villalobos et al., 2012). SkoraSnja
istrazivanja ukazuju da ova interakcija dovodi do stabilizacije Aux/IAA proteina i da cak u prisustvu
auksina ne dolazi do njegove degradacije (Hug, 2018; Xu et al., 2018). U uslovima visokog intenziteta
svetlosti TIR1 receptor ima vecéi afinitet za vezivanje CRY 1-Aux/IAA i PHYB-Aux/IAA kompleksa u
odnosu na auksine, ¢ime se onemogucava aktivnost ARF transkripcionog faktora da stimuliSe
ekspresiju auksinskinh gena. Prema tome, fotoreceptori kompetiraju sa auksinima u vezivanju za
auksinski receptor, a rezultat kompeticije zavisi od intenziteta svetlosti i koli¢ine auksina (Xu et al.,
2018). Pored toga, Mao et al. (2020) su pokazali da CRY1 i PHYB mogu direktno da intereaguju i sa
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ARF transkripcionim faktorima sprecavaju¢i njihovo vezivanje za promotore auksinskih gena, S$to
predstavlja jo$ jedan nivo regulacije signalnog puta auksina u prisustvu B i R svetlosti. Za razliku od
toga, u uslovima niskog odnosa R:FR, PHYB ucestvuje u stabilizaciji ARF (ARF6, ARF7, ARF 8)
¢ime se stimuliSe ekspresija gena koji su odgovorni za pojavu sindroma izbegavanja senke kod biljaka
(Reed et al., 2018).

Svetlost uti¢e i na aktivni polarni transport auksina deluju¢i na PIN i PGP, koji uspostavljaju
lokalni gradijent auksina (Grieneisen et al., 2007; Titapiwatanakun & Murphy, 2009). U mladim
biljkama pod uticajem svetlosti dolazi do uspostavljanja ravnoteze u nivou aksina izmedu izdanka i
korena, $to je klju¢no za kordinisano razvic¢e ovih organa (Halliday et al., 2009). Hipokotil je centralni
organ koji ucestvuje u komunikaciji izmedu izdanka i korena, pri ¢emu se komunikacija ostvaruje
zahvalju¢i postojanju polarnog aktivnog transporta auksina. U etioliranim Kklijancima A. thaliana
prisutna je niska ekspresija PIN1 gena, koja se znaajno povecava nakon izlaganja klijanaca R i B
svetlosti (Sassi et al., 2012, 2013), $to ukazuje da svetlost u procesu de-etiolacije kontrolise transport
auksina uglavnom putem regulacije PIN1 u hipokotilu. Sli¢no tome, pokazano je da B svetlost u
fototropskoj reakciji, kao i uslovi niskog odnosa R: FR dovode do akumulacije PIN3 u celijama
hipokotila koje su direktno izloZzene svetlosnom signalu (Ding et al., 2011; Keuskamp et al., 2010;
Kohnen et al., 2016). Fototrpska reakcija je posredovana receptorima fototropinima i predstavlja
asimetri¢ano rastenje organa, $to za posledicu ima savijanje hipokotila ka izvoru svetlosti (Christie,
2007). Akumulacija PIN3 pod uticajem B svetlosti na osvetljenoj strani hipokotila dovodi do efluksa
auksina i njegove akumulacije na zamracenoj strani, usled ¢ega dolazi do asimetri¢nog rasta hipokotila
I njegovog savijanja ka izvoru svetlosti (Vieten et al., 2007; Friml, 2010). B svetlost i nizak odnos
R:FR indukuju ekspresiju gena D6 PROTEIN KINASE (D6PK) i D6PKL1, ¢ija je uloga u fosforilaciji
PIN3, sto je neophodno za njegovu akumulaciju u prisustvu svetlosti (Keuskamp et al., 2010; Barbosa
et al., 2014; Kohnen et al., 2016; Ma & Li, 2019). Pored PIN3, B svetlost uti¢e i na akumulaciju ATP-
binding cassette B (ABCB) transportera, ali mehanizam kojim se to odvija nije poznat (Ge et al.,
2017).

Svetlost ne uti¢e na transport auksina samo u nadzemnim delovima biljke, ve¢ uti¢e 1 na njegov
transport u korenovima, iako oni nisu direktno izlozeni uticaju svetlosti. Pokazano je da u ovom
slu€aju i1zdanci vrSe percepciju svetlosti, Saljuci signale do korenova §to dovodi do akumulacije PIN1 1
PIN2 u apikalnom meristemu korena (Sassi et al., 2012). Ekspresija PIN1 i PIN2 je regulisana
aktivnos¢u COP1. U uslovima mraka COP1 vrsi degradaciju HYS, ¢ime se vrsi represija PIN1 1 PIN2
gena, dok u uslovima svetlosti je povecana aktinost HYS koji stimuliSe ekspresiju ovih gena (Chen et
al., 2016b; van Gelderen et al., 2018) Na ovaj nacin lokalizacija i1 distribucija PIN1 i PIN2 u
apikalnom meristemu korenova pod uticajem svetlosti dovodi do proliferacije i elongacije celija
korena.

1.2.9. Interakcija giberelina sa drugim fitohormonima

Rastenje 1 razvice biljaka je regulisano kompleksnom mrezom signalnih puteva razlicitih
fitohormona, koja je formirana jo§ tokom ranih faza evolucije, najverovatnije zbog prisustva mnogih
ogranicenja koje biljke poseduju kao sesilni organizmi (Gallego-Bartolome et al., 2012). Fitohormoni
uticu na skoro svaki aspekt zivotnog ciklusa biljaka u saglasnoS¢u sa faktorima spoljasnje sredine.
Dejstvo GA na neki specifican fizioloski proces uglavnom zavisi od interakcije sa drugim hormonima.
Priroda interakcije (sinergizam ili antagonizam) GA i drugih hormona zavisi od tipa fizioloskog
procesa, mesta njihovog delovanja, stadijuma razvi¢a u kojem se biljka nalazi, kao 1 od faktora
spoljasnje sredine (Weiss & Ori, 2007; Ross et al., 2011, 2016; Banerjee & Roychoudhury, 2019).
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Ipak, interakcije izmedu fitohormona su veoma slozene i Cesto je veoma tesko utvrditi da li se one
odvijaju na nivou metabolizma ili signalnih puteva fitohormona.

Jedan od najjasnijih efekta jednog hormona na nivo drugog je povecanje nivoa GA; U prisustvu
auksina. lako su mnoga istrazivanja pokazala da auksini uti¢u na biosintezu i signalni put GA, (Weiss
& Ori, 2007; Ross et al., 2000, 2003, 2011, 2016), GA u znatno manjoj meri uti¢u na nivo auksina
stimuli$u¢i njegov polaran transport (Bjorklund et al., 2007; Willige et al., 2011; Lofke et al., 2013).
Sinergisticki efekat auksina i GA se ogleda u regulaciji ¢elijske ekspanzije i diferencijacije tkiva. U
jednom od prvih istraZivanja interakcije GA i auksina je pokazano da egzogeno dodata 4-hlor indol
sirCetna kiselina (4-CI-IAA), kao i prisustvo semena, stimuliSu transkripciju GA20-0x u mahunama
graS8ka (Huizen et al., 1997). Pozitivan uticaj semena na poveéanje ekspresije gena GA20-0X
objasnjava se time $to seme prirodno sadrzi 4-CI-IAA (Ozga et al., 2009; Magnus et al., 1997). Nakon
toga su usledila mnogobrojna istrazivanja koja su pokazala da IAA indukuje ekspresiju GA20-0X i
GA3-ox i inhibira ekspresiju GA2-ox kod mnogih biljnih vrsta kao §to su: grasak (Ross et al., 2000),
duvan (Wolbang & Ross, 2001), je¢am (Wolbanget al., 2004) i A. thaliana (O’Neill et al., 2010).
Povecanje GA; 1 izduzivanje hipokotila je stimulisano nakon egzogene primene IAA kod
dekapitovanih biljaka kojima je uklonjen izvor aukina, S$to ukazuje da GA posreduju u izduzivanju
¢elija hipokotila zajedno sa auksinima. Kod A. thaliana, a-naftalen sir¢etna kiselina (NAA) takode
povecava nivo transkripcije GA20-0x1 i GA20-0x2, ali nema efekta na ostale ¢lanove iste genske
familije (GA20-0x3 i GA20-0x4) i ne utice na ekspresiju GA3-0x1 i GA3-0x2 (Frigerio et al., 2006).
Sli¢no tome, auksini stimuliSu biosintezu GA tokom sazrevanja plodova (Serrani et al., 2008; Ozga et
al., 2009; Bermejo et al., 2018; Hu et al., 2018b).

Skora$nja istrazivanja ukazuju da DELLA proteini mogu da interaguju sa ARF transkripcionim
faktorima, inhibiraju¢i na taj nacin ekspresiju gena koju indukuju auksini tokom sazrevanja plodova
(Oh et al., 2014; Hu et al., 2018b). U prisustvu auksina formiranje kompleksa DELLA-ARF inhibira
ekspresiju gena koji u¢estvuju u sazrevanju plodova, ali stimulise ekspresiju GA20-0x i GA3-0x. Pored
toga, DELLA-ARF stimulise ekspresiju GH3 koji je odgovoran za degradaciju auksina (Hu et al.,
2018b). Navedeno ukazuje da u slucaju sazarevanja plodova auksini povecavaju nivo GA uticuci na
njegov signalni put, ali i da GA mogu da uti¢u na nivo auksina modulacijom ekspresije GH3.

GA mogu da uti¢u na nivo auksina, stimuliSu¢i njegov polaran transport. Pokazano je da su GA
odgovorni za asimetri¢nu distribuciju auksina u fototropskoj reakciji (Willige et al., 2011; Lofke et al.,
2013). Willige et al. (2011) ukazuju da je protein koji je potreban za upucivanje PIN u vakuole
regulisan DELLA proteinima i da se na taj na¢in asimetri¢an obrazac ekspresije PIN moduliSe nivom
GA. Takode, interakcija GA, ABA 1 auksina inhibira izduzivanje lateralnih korenova, §to se moze
objasniti modifikacijom polarnog transporta auksina (Duan et al., 2013).

DELLA proteini ucestvuju u inhibiranju izduzivanja hipokotila u momentu de-etiolacije biljaka
interaguju¢i direktno sa transkripcionim faktorima koji su deo signalnih puteva auksina i
brasinosteroida. U odsustvu GA, DELLA proteini interaguju sa ARF, PIF4 i BRASSINAZOLE
RESISTANT1 (BZR1) transkripcionim faktorima, sprecavajuci njihove vezivanje za promotore ciljnih
gena, ¢ime se inhibira izduzivanje hipokotila (Bai et al., 2012; Gallego-Bartolomé et al., 2012; Li et
al., 2012b; Oh et al., 2014). Brasinosteroidi i GA sinergisticki interaguju tokom indukcije cvetanja.
Pokazano je da BZR1 indukuje ekspresiju GA20-0x, ¢ime se povecava nivo GA koji je neophodan za
stimulaciju cvetanja (Unterholzner et al., 2015; Bao et al., 2020). DELLA interaguju sa
transkripcionim faktorima iz grupe ETHYLENE RESPONSE FACTOR, koji indukuju biosintezu
etilena, reguliSuéi na taj nacin razvice apikalne kuke u mraku (An et al., 2012; Marin-de la Rosa et al.,
2014).
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DELLA proteini mogu da interaguju i sa signalnim putevima ABA u kojima najces$¢e ostvaruju
antagonisticke efekte. GA podsticu klijanje semena i cvetanje, dok ABA inhibira te procese (Nelson et
al., 2009; Finkelstein et al., 2008; Vishal & Kumar, 2018; Tuan et al., 2018; Bao et al., 2020). U
uslovima koji su nepovoljni za klijanje semena (uslovi mraka, visoka temperatura) DELLA proteini
interaguju sa transkripcionim faktorima iz grupe ABA INSENSITIVE FACTOR ¢ime se povecava nivo
ABA, koja onda utice na smanjenje GA, inhibirajuci ekspresiju GA3-0x i stimuliSuci ekspresiju GA2-
ox (Piskurewics et al., 2008; Vishal & Kumar, 2018; Tuan et al., 2018; Li et al., 2019b). Interakcija
GA, ABA 1 etilena se najbolje moze uociti tokom naglog izduzivanja biljke u sluCaju potpunog
potapanja, kada se biljka nalazi u anoksi¢nim ili hipoksi¢nim uslovima, u kojima dolazi do povecane
produkcije etilena. Nagomilani etilen dovodi do smanjenja koli¢ine ABA 1 povecanja biosinteze GA
(Benschop et al., 2005; Vriezen et al., 2003; Jin et al., 2017).

GA 1 citokinini ostvaruju antagonisticke efekte u mnogim fizioloSkim procesima (Yanai et al.,
2005; Achard et al., 2009). Poveéanje nivoa citokinina inhibira ekspresiju GA20-0x, ali stimuliSe
ekspresiju GA2-ox (Fonouni-Farde et al., 2017). Sa druge strane, DELLA proteini interaguju sa ARR
transkripcionim faktorom, moduli$uéi signalni put citokinina (Moubayidin et al., 2010; Marin-de la
Rosa et al., 2015).

1.3. Spanaé

Spana¢ je diploidna, diecka biljna vrsta koja pripada familiji Amaranthaceae (Morelock &
Correll, 2008). Njegovo poreklo i domestifikacija jo§ uvek nisu u potpunosti poznati (Andersen &
Torp, 2011). Veruje se da je poreklom iz Persije (Hu et al., 2007; Morelock & Correll, 2008), a rani
arheobotanicki zapisi ukazuju da se spana¢ jo§ u 11. veku uzgajao u Spaniji, odakle se kasnije progirio
u Francusku i na ostatak Evrope (Hallavant & Ruas, 2014). Danas se prirodno rasprostire od
Avganistana do isto¢nog dela Mediterana (Kondo et al., 1991).

Spanac¢ je jednogodisnja biljka koja u vegetativnoj fazi formira rozetu. MozZe se uspesno gajiti u
mnogim klimatskim predelima, mada su za proizvodnju semena pogodniji predeli sa nizim
temperaturama i uslovima dugog dana. Uzgaja se radi listova koji se u ljudskoj ishrani koriste svezi ili
termicki obradeni (Le Strange et al., 2003). Listovi spanaca imaju visok sadrzaj hranljivih materija,
bogati su vitaminima (K, A, C i E, folna kiselina), mineralima (Mg, Mn, Fe) i dijetalnim vlaknima
(Shohag et al., 2011; Kim et al., 2016; Roberts & Moreau, 2016). Primena spanac¢a u ishrani moze da
spre¢i pojavu i razvoj hroni¢nih bolesti, zbog visokog sadrzaja jedinjenja koja poseduju
antioksidativnu aktivnost (Kim et al., 2016; Roberts & Moreau, 2016; Sah et al., 2017). Spana¢ se
smatra jednim od najbogatijih izvora karotenoida, luteina, koji spre€ava pojavu razlicitih
degenerativnih promena oc€iju izazvanih starenjem (Moeller et al., 2000). Spana¢ takode sadrzi veliku
koli¢inu fenolnih jedinjenja koji imaju antioksidativno, antimkrobno i antifungalno dejstvo. Medu
najceS¢e konzumiranim lisnatim povréem, spana¢ sadrzi 40% viSe fenolnih jedinjena nego kupus i
70% vise nego zelena salata (Roberts & Moreau, 2016). Spana¢ sadrzi najvecu koli¢inu
glikoglicerolipida, odmah nakon perSuna, koji inhibiraju proliferaciju kancerogenih ¢elija kod ljudi, §to
ukazuje na izrazito antikancerogeno dejstvo spanaca (Maeda et al., 2011). Pored toga, spana¢ ima i
antiinflamatorna, antiproliferativna 1 hepatoprotektivna svojstva i pruza zaStitu od gama zracenja
(Subhash et al., 2010). Nepovoljne osobine spanaca se ogledaju u visokom sadrzaju oksalata koji moze
dovesti do stvaranja kamena u bubregu (Wang et al., 2015a) i visokog sadrzaja nitrata koji mogu
dovesti do pojave methemoglobinemije kod novorodencadi (Santamaria, 2006). Smanjenje oksalata i
povecanje korisnih jedinjenja koja se odnose na zdravlje ljudi su vazni ciljevi kultivisanja spanaca.
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Zbog svog pozitivnog efekta na zdravlje ljudi, poslednjih ¢etrdeset godina kultivacija spanaca
je postala veoma popularna, ¢ime se povecala njegova proizvodnja deset puta
(http://faostat3.fao.org/browse/Q/QC/E). Danas se spanac kultivise Sirom sveta u vise od 50 zemalja.
Od nedavno se spana¢ gaji i u staklenicima uz pomo¢ plovnog sistema, koji omogucava ekonomicnu
proizvodnju tokom cele godine i bolji kvalitet biljaka (Oztekin et al., 2018).

Tokom dugotrajnog perioda kultivacije spanaca selekcionisan je veliki broj sorti i hibrida u
cilju povecanja otpornosti spanaca na razne bolesti, povecanja njegove hranjljive vrednosti, kao i bolje
produktivnosti (Xu et al., 2015b, 2017). Medutim, i pored relativno velikog broja prisutnih sorti u
svetu, na domacem trzistu i u okruzenju je najcesc¢e dostupna samo sorta Matador.

Konvencionalno oplemenjivanje je generalno veoma spor proces, posebno kod biljnih vrsta sa
slozenom determinacijom pola, kao $to je spana¢ (Okazaki et al., 2019). Modernim biotehnoloskim
pristupom, upotrebom kulture in vitro i genetickog inzinjerstva, oplemenjivanje ove biljne vrste bi se
moglo ubrzati. Medutim, za spanaé¢ jo§ uvek ne postoji dovoljno pouzdan i efikasan sistem za
regeneraciju in vitro, te je neophodno dublje proucavanje ovog problema i dalje razvijanje protokola.

1.3.1. Morfogeneza spanaéa u uslovima in vitro

Regeneracija spanac¢a u uslovima in vitro je prvi put postignuta od strane nasih istrazivaca
(Neskovi¢ & Radojevi¢, 1973) prilikom ¢ega je dobijen samo jedan regeneriSuci kalus. Tek nekoliko
decenija nakon toga usledilo je niz publikacija u kojima je opisan veliki broj protokola za indukciju
kaulogeneze (Al-Khayri et al., 1991a; Molvig & Rose, 1994; Xiao & Branchard, 1995; Knoll et al.,
1997; Geekiyanage et al., 2006) i somatske embriogeneze (Xiao & Branchard, 1993; Komai et al.,
1995, 1996a; Zdravkovi¢-Kora¢ & Neskovi¢, 1998, 1999). lako postoje primeri direktne regeneracije
adventivnih pupoljaka (Knoll et al., 1997; Gekiyanage et al., 2006) i somatskih embriona (Zdravkovi¢-
Kora¢ & Neskovié, 1998), u veéini sluCajeva regeneracija spanaca se odvijala indirektnim putem. Na
efikasnost regeneracije spanac¢a u uslovima in vitro uti¢e veliki broj faktora, kao $to su: hranljivi
sastojci u medijumu (mikro- i makronutrijenti, BRR, vitamini, $eceri), biljni materijal (genotip, tip,
veli¢ina 1 starost eksplanta) i fizicki faktori (kvalitet 1 kvantitet svetlosti, fotoperiod i temperatura).

Jo§ na samom pocetku istraZivanja regeneracije spanaca, veliki broj publikacija je ukazao na
vrlo varijabilan potencijal sorti spanaca za kaulogenezu i somatsku embriogenezu, isticu¢i genotip kao
jedan od najznacajnijih faktora (Al-Khayri et al., 1991a; Komai et al., 1996a; Knoll et al., 1997; Zhang
& Zeevart, 1999). Poredenjem potencijala za formiranje adventivnih pupoljaka iz listova klijanaca Cetri
sorte spanaca, Al-Khayri et al. (1991a) su pokazali da je procenat regeneracije varirao od 2.4-32.5%,
dok je u slucaju embriogenog potencijala odsecaka korenova 8 sorti spanaca takode uocena velika
varijabilnost koja je iznosila od 17-78 % (Komai et al. 1996a). Da geneticki faktor ima snazan uticaj
na efikasnost regeneracije kod spanac¢a ukazuje postojane velike varijabilnosti u regenerativnom
odgovoru ne samo sorti ve¢ i individua u okviru iste sorte (Ishizaki et al., 2001; Milojevi¢ et al., 2011).
Frekvenca regeneracije individua je varirala 0 % - 80 % kod sorte Nippon (Ishizaki et al., 2001) i 0 % -
100 % kod sorte Matador (Milojevi¢ et al., 2011). Sorta Matador, koja je koris¢ena u ovom radu zbog
najveéeg ekonomskog znafaja na domacem trziStu, ima veoma nizak regenerativni potencijal
(Milojevic¢ et al., 2011). Nizak regenerativni potencijal sorte Matador se moze objasniti ¢injenicom da
su jedinke sa visokim regenerativnim potencijalom retke u populacijama ove sorte (Milojevi¢ et al.,
2011). Medutim, Milojevi¢ et al. (2011) su uspes$no povecali frekvencu regeneracije individua sorte
Matador sa 40% na 100%, samoukrstanjem jedinki sa srednjim embriogenim potencijalom. Navedeno
istrazivanje ukazuje da se embriogeni potencijal nekih jedinki moze povecati samooplodenjem 1 da se
na taj nacin mogu dobiti superiorne jedinke polaze¢i od jedinki sa skromnim embriogenim
potencijalom (Milojevi¢ et al., 2011). Pored toga, pokazano je da brzina kojom eksplantati odgovaraju
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takode geneticki determinisana, jer jedinke sa visokim embriogenim potencijalom znacajno brze
regeneriSu i ta osobina se konstantno odrzava u potomstvu (Milojevi¢ et al., 2011).

Tip 1 starost eksplantata znacajno uti¢e na efikasnost regeneracije kod spana¢a. Mlada biljna
tkiva imaju veci regenerativni kapacitet u poredenju sa starijim, pa Su se za indukciju regeneracije
spanaca najcesce koristili organi klijanaca (Al-Khayri, 1997). Zhang & Zeevart (1999) su pokazali da
su kotiledoni izolovani sa klijanaca starih 5 dana bili optimalni za indukciju regeneracije, jer su mladi
kotiledoni propadali, a kod starijih se nije mogla indukovati regeneracija. lako su za indukciju
kaulogeneze 1 somatske embriogeneze spanaca koriS¢eni brojni eksplantati: odsecci kotiledona (Komai
et al., 1996a; Zhang & Zeevaart, 1999; Geekiyanage et al., 2006), hipokotila (Xiao & Branchard,
1993, 1995; Zdravkovié-Kora¢ & Neskovi¢, 1993, 1998; Komai et al., 1996a), korenova (Komai et al.,
1996a; Knoll et al., 1997; Ishizaki et al., 2001; Milojevi¢ et al., 2011) i listova biljaka gajenih ex vitro
(Zdravkovi¢-Kora¢ & Neskovié, 1993, 1998) i in vitro (Komai et al., 1996a; Bao et al., 2009; Chin et
al., 2009) neki su se pokazali superiornijim u odnosu na druge. Komai et al. (1996a) su pokazali da
korenovi poseduju najveéu frekvencu regeneracije (75%), u poredenju sa hipokotilom (28%) i
bazalnim delom kotiledona (16%) koji su naj¢eS¢e obrazovali kalus, dok se iz distalnih delova
kotiledona 1 listova nije mogla indukovati regeneracija. Stoga korenovi su najceS¢e koriS¢eni
eksplantati za indukciju kaulogeneze i somatske embriogeneze, posebno apikalni fragmenti lateralnih
korenova, za koje je pokazano da imaju znac¢ajno veci regenerativni potencijal od srednjih i bazalnih
odsecaka (Xiao & Branchard, 1995; Komai et al., 1996a; Knoll et al., 1997).

Primena razli¢itih tipova i koncentracije BRR predstavlja jedan od najvaznijih faktora za
indukciju kaulogeneze i somatske embriogeneze kod spanaca. Kao i kod vecine drugih biljnih vrsta,
prisustvo auksina je bilo neophodno za indukciju oba procesa kod spanaca, te su ispitivani razliciti
tipovi auksina, vrlo Cesto u visokim koncentracijama (Xiao & Branchard, 1993, 1995; Komai et al.,
1996b; Knoll et al., 1997). Za indukciju kaulogenog kalusa iz odsecaka listova spanaca, najefikasnija
je bila primena 2,4-D u koncentraciji 2.62 uM (Al-Khayri et al., 1991a, b, c, d). Kasnije su Molvig &
Rose (1994) potvrdili ulogu 2,4-D u indukciji kaulogenog kalusa iz razli¢itih tipova eksplantata
(kotiledoni, hipokotili, korenovi), testiraju¢i brojne auksine: IAA, NAA , para-hlorfenoksisir¢etna
kiselina (pCPA) i 2,4-D. Kalus se formirao u prisustvo svih auksina, medutim samo kalus koji je gajen
na medijumu sa 2,4-D je imao sposobnost regeneracije pupoljaka (Molvig & Rose, 1994). Sli¢no tome,
za indukciju embriogenog kalusa, ispitivani su razli¢iti auksini IAA, IBA, 2,4-D i NAA u Sirokom
opsegu koncentracija od 0.1 uM do 100 uM (Komai et al., 1996b). Bez obzira na tip i koncentraciju
auksina, dolazilo je do formiranja kalusa, ali je izostala regeneracija somastkih embriona. Ukljucivanje
citokinina, najcesce kinetina, u protokole zajedno sa auksinima je stimulisalo formiranje somatskih
embriona (Zdravkovi¢-Kora¢ & Neskovi¢, 1993, 1998), dok u nekim slucajevima citokinini su
inhibirali regeneraciju pupoljaka (Knoll et al., 1997). Ipak u najve¢em broju studija tretiranje
ekplantanata razli¢itim kombinacijama citokinina i auksina dovela je do niske frekvence regeneracije
somatskih embriona i pupoljaka (Xiao & Branchard, 1995; Komai et al., 1996b), dok je u vecoj meri
uticala na povecéanje proliferacije kalusa (Neskovi¢ & Radojevi¢, 1973; Al-Khayri et al., 1992a; Xiao
& Branchard, 1993; Al-Khayri 1997). Za efikasnu indukciju somatske embriogeneze i kaulogeneze u
skoro svim studijama je bilo neophodno prisustvo GA3 (Al-Khayri et al., 1991a,b,c,d, 1992a; Molvig
& Rose, 1994; Knoll et al., 1997; Komai et al., 1996a,b). Xiao & Branchard (1993) smatraju da je
uloga GAj; da inhibira proliferaciju kalusa, dok stimuliSe regeneraciju pupoljaka. lako su u pojedinim
studijama koris¢ene visoke koncentracije GAz (100 pM) za indukciju kaulogeneze iz hipokotila i
odsecaka korenova (Xiao & Branchard, 1995), u vedini slucajeva za indukciju oba procesa kod
spanaca 0.1-10 uM GAg3 su bile optimalne koncentracije (Molvig & Rose, 1994; Xiao & Branchard,
1993; Komai et al., 1996a, b; Knoll et al., 1997). Molvig & Rose (1994) smatraju da je za efikasnu
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regeneraciju spanaca neophodna interakcija auksina i GA, u kojoj auksini indukuju formiranje
meristemskih ¢elija, dok GA stimuliSe razvice primordija. U skladu sa tim u najvec¢em broju protokola
GA; je kombinovan sa auksinima, pre svega sa 10-30 pM NAA (Xiao & Branchard, 1993; Komai et
al., 1996a,b; Knoll et al., 1997; Ishizaki et al., 2001). Za razliku od toga, primena drugih BRR za
indukciju regeneracije kod spanaca je znacajno reda. ABA je u niskim koncentracijama (1 pM)
stimulisala indukciju i razvi¢e somatskih embriona, dok je u viSim koncentracijama (4uM) inhibirala
dalje razvi¢e globularnih embriona, verovatno delujuéi stresno na biljno tkivo (Zdravkovi¢-Koraé &
Neskovi¢, 1999). Ishizaki et al. (2000) su ukazali na pozitivan efekat etilena u kombinacija sa GAz u
indukeciji embriogenog kalusa. Smatra se da u ovom slucaju etilen povecava osetljivost ¢elija na GAj
(Ishizaki et al., 2000).

Primena razli¢itih formulacija mikro i makroelemenata je znacajno uticala na efikasnost
regeneracije kod spanaca. Indukcija somatske embriogeneze iz korenova spanaca bila je najefikasnija
na medijumu koji je sadrzao Nitsch (1969) ili MS/2 mineralni rastvor (Komai et al., 1996a). lako su se
somatski embrioni formirali na medijumu koji je sadrzao MS, B5 (Gamborg et al., 1968) i SH (Schenk
& Hildebrandt, 1972) mineralne rastvore, frekvenca regeneracije je bila veoma niska, dok je ova
pojava izostala na medijumu koji je sadrzao White (White, 1943) mineralni rastvor. Pokazano je da
prisustvo neorganskog azota u obliku nitrata, ali i odnos izmedu nitrata i amonijuma uti¢e na indukciju
somatske embriogeneze. Optimalna koncentracija nitrata je bila 30 mM, dok vece koncentracije (60-
100 mM) su inhibirale formiranje somatskih embriona. Odnos 2:1 nitrata i amonijuma je znacajno
povecao frekvencu regeneracije somatskih embriona, ali nije uticao na indukciju kalusa (Komai et al.,
1996a). U skoro svim navedim protokolima, 2-3% saharoza je bila najc¢esc¢i kori¢en Secer za indukciju
kalusa i regeneraciju spanaca (Molvig & Rose, 1994; Xiao & Branchard, 1993; Komai et al., 19964, b;
Knoll et al., 1997; Al-Khayri et al., 1991a, b, c, d). U pojedinim studijama je pokazano da primena
fruktoze u niskom koncentracijama (29 mM) povecava frekvencu regeneracije somatskih embriona
kod spanaca, dok primena manoze, sorboze ili laktoze u bilo kojim koncentracijama inhibira ovaj
proces (Komai et al., 1996¢). U cilju poboljsanja in vitro regeneracije spanaca testirani su razliciti
tipovi jedinjenjai ekstrakata. Dodavanje 15% kokosovog mleka u medijum je povecalo frekvencu
regeneracije pupoljaka sa 15% na 41% iz odsecaka listvova dve sorte spanaca (Al-Khayri et al.,
1992b). Zanimljive rezultate su dobili Milojevic¢ et al. (2012a) primenom higromicina, antibiotika koji
se Cesto koristi za selekciju transformisanih biljkaka. U niskim koncentracijama (0.5 mg/l) higromicin
je poboljsao efikasnost somatske embriogeneze iz korenova spanaca sorte Matador, delujuci verovatno
kao subletalni stresni faktor (Milojevic et al., 2012a).

Na indukciju somatske embriogeneze 1 kaulogeneze, od fiziCkih faktora najveci uticaj imaju
intenzitet svetlosti, fotoperiod i1 temperatura. Dosadasnje studije o uticaju fotoperioda i intenziteta
svetlosti na regenerativni kapacitet spanaca su dale kontradiktorne rezultate (Geekiyanage et al., 2006,
Milojevi¢ et al., 2012b). Dok su Geekiyanage et al. (2006) pokazali da je regeneracija pupoljaka iz
kotiledona spanaca bila efikasnija u uslovima KD nego u uslovima DD, somatska embriogeneza iz
apikalnih odsecaka korenova svih testiranih linija spanaca je nesumljivo bila efikasnija u uslovima DD
nego u uslovima KD (Milojevi¢ et al., 2012b). U obe studije optimalni opseg gustine fluksa svetlosti je
bio 50-100 umol m?s™? (Geekiyanage et al., 2006; Milojevi¢ et al., 2012b). lako su u navedenim
studijama kori¢ene razliCite sorte spanaca i drugi tip eksplantata, kontradiktorni rezlutati su verovatno
posledica razli¢itog uzorkovanja biljnog matetijala. Milojevi¢ et al. (2012b) su koristili geneticki
identi¢an materijal na svim tretmanima, dok Geekiyanage et al. (2006) birali nasumi¢no eksplantate i
nisu uzeli u obzir uticaj genotipa koji mora biti eliminisan kako bi se dobili validni rezltati o uticaju
drugih faktora na regeneraciju spanac¢a. U vecini studija kulture su gajene na oko 25°C. Medutim, neka
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istrazivanja su pokazala da je proces kaulogeneze kod spanaca viSestruko efikasniji kad se eksplantati
gaje na 14°C nego na 25°C (Chin et al., 2009).

1.3.2. Molekularni markeri za pra¢enje somatske embriogeneze spanaca

Kod mnogih biljnih vrsta pokazano da je ekspresija pojedinih gena (WUS, LEC, BBM) u
korelaciji sa sticanjem embriogene kompetencije, pa se oni uspesno koriste kao molekularni markeri za
brzu detekciju somatske embriogeneze i pre vidljivih morfoloskih promena (Zuo et al., 2002; Stone et
al., 2001; Boutilier et al., 2002; Schmidt et al., 1997; Mahdavi-Darvari et al., 2015). Medutim, nijedan
od ovih gena nije do sada kloniran kod spanaca. U slucaju spanac¢a klonirana su i opisana dva ribozom-
inaktiviraju¢a proteina (RIP), SoRIP1 i SoRIP2, koji su izolovani iz embriogenog kalusa spanaca
(Ishizaki et al., 2002) i ¢ija je ekspresija bila specificna za razliCite faze razvi¢a somatskih embriona
(Kawade et al., 2008). Niska bazalna ekspresija SoRIP1 i SoRIP2 je detektovana u korenovima,
neembriogenim kalusima 1 embriogenim kalusima na pocetku indukcione faze somatske
embriogeneze, dok je njihova snazna eckspresija detektovana u embriogenim kalusima na kraju
indukcione faze, kao i u izolovanim somatskim embrionima (Kawade et al., 2008). U promotorskom
regionu SoRIP1 gena pronaden je RY motiv, za koji se vezuju transkripcioni faktori LEC2 i WUS, koji
mogu da indukuju somatsku embriogenezu (Zuo et al., 2002; Braybrook et al., 2006), dok je
promotorskom regionu SoRIP2 gena otkriven cis element koji je u korelaciji sa odbranom biljaka u
uslovima stresa (Kawade & Masuda 2009). lako RIP proteini nemaju ulogu u indukciji i razvicu
somatskih embriona, pokazano je da njihova ekspresija koincidira sa pojavom somatskih embriona
(Kawade et al., 2008; Mili¢ et al., 2017). Kawade et al. (2008) su detektovali povecanje ekspresije
SoRIP2 od 440 puta u somatskim embrionima 4 nedelje nakon prebacivanja na medijum bez BRR u
odnosu na ekspresiju u embriogenom kalusu. Sa daljim razvicem somatskih embriona ekspresija
SoRIP2 se drasti¢no smanjila, da bi na kotiletonarnom stadijumu ekspresija je bila na nivou kontrolnih
fragmenata korenova gajenih na medijumu bez BRR (Kawade et al., 2008). Sli¢no tome, ekspresija
SoRIP2 u somatskim embrionima na globularnom stupnju razviéa je bila oko 300 puta veca u odnosu
na fragmente korenova gajene tokom istog vremenskog perioda na medijumu bez BRR (Mili¢ et al.,
2017). Pored toga, pokazano je da genotip ima snazan uticaj na ekspresiju SORIP2 gena, koja se
neznatno povecava (2.5 puta) kod linija sa niskim regenerativnim potencijalom u poredenju sa linijama
sa srednjim (10 puta) i visokim regenerativnim potencijalom (50 puta) (Mili¢ et al., 2017). Navedene
studije ukazuju da se ekspresija SORIP2 moze koristiti kao solidan geneticki marker za procenu
embriogenog potencijala spanaca (Kawade et al., 2008; Mili¢ et al., 2017).
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2. CILJEVI

Glavni cilj ovog rada bio je ispitivanje uticaja giberelina i svetlosti na indukciju somatske
embriogeneze iz apikalnih odsecaka korenova spanaca sorte ,,Matador®, koji su kao izolovani organi
gajeni u uslovima in vitro.

e U cilju prevazilaZzenja problema varijabilnosti biljnog materijala, izazvane genetickim i
epigenetickim faktorima, postavljeni su sledeci eksperimentalni zadaci:

1. Ispitivanje razlika u embriogenom potencijalu eksplantata izolovanih sa nasumi¢no
izabranih individua u okviru populacija klijanaca dobijenih isklijavanjem semena sorte
“Matador” dobijenih od razli¢itih evropskih proizvodaca semena,

2. Razvijanje i testiranje metode uzorkovanja biljnog materijala kojom bi se prevazisla
geneticka varijabilnost biljnog materijala.

e Histoloskom analizom eksplantata tokom indukcije somatske embriogeneze ispitati:
3. Iz kojih tkiva i €elija korena regeneriSu SE.

e U cilju ispitivanja kojim mehanizmom GA i svetlost indukuju somatsku embriogenezu iz
eksplantata, testiran je:

4. Uticaj 1-10 uM PAC, inhibitora biosinteze GA, u kombinaciji sa 20 uM NAA ili
20 uM NAA +5 uM GA; na embriogeni potencijal eksplantata.

5. Uticaj 0-5 uM trihostatina (TSA), inhibitora deacetilaze histona, u kombinaciji sa 0, 1,
10ili 20 uM NAA i 0 ili 5 uM GA3 na embriogeni potencijal eksplantata.

6. Uticaj fluorescentne i LED svetlosti razli¢itog opsega talasnih duZina na embriogeni
potencijal eksplantata.

e Naredni cilj je bio sprovodenje detaljne analize metabolizma GA u eksplantatima tokom
indukcije somatske embriogeneze. U tu svrhu analizirana je:

7. Ekspresija gena koji kodiraju kljuéne enzime uklju¢ene u biosintezu (S0GA20-0x1 i
S0GA3-0x1) i katabolizam (S0GA2-0x1, SOGA2-0x2 i SOGA2-0x3) GA u eksplantatima
kultivisanim na medijumima sa: 1) 20 uM NAA, 2) 5 uM GAs,

3) 20 uM NAA+5 uM GA; ili 4) na medijumu bez BRR.

8. Ekspresija navedenih gena u eksplantatima kultivisanim na medijumima sa PAC+NAA,
PAC+NAA+GA3 i NAA+GA;, kako bi se rasvetlio uticaj PAC na metabolizam GA

9. Ekspresija navedenih gena u eksplantatima kultivisanim u uslovima razli¢itih svetlosnih

tretmana, kako bi se ispitao uticaj svetlosti razli€itih talasnih duzina na metabolizam
GA.
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10. Sadrzaj endogenih GA u apikalnim odseccima intaktnih korenova spanaca,
neembriogenim i embriogenim eksplantatima da bi se utvrdila korelacija izmedu
metabolizma GA i ispoljavanja embriogenog potencijala eksplantata.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.  Biljni materijal i uslovi gajenja kultura

3.1.1. Biljni materijal

U ovom radu su koriS¢ena semena spanaca (Spinacia oleracea L.) sorte “Matador®, koja su
nabavljena od proizvodaa semena iz Srbije i Evrope, $to ¢e biti kasnije precizirano u opisu
pojedinac¢nih eksperimenata.

3.1.2. Sterilizacija semena spanaca

Semena spanaca su isprana 10 min teku¢om vodom uz dodatak nekoliko kapi deterdzenta
(Fairy, “Procter & Gamble®, Ohio, USA), a zatim su tretirana 30 min 30% i 15 min 15% rastvorom
varikine (4% NaClO, “Panonija“, Pancevo, Srbija) i sve vreme muckana na horizontalnoj mesalici
(90 rpm), nakon Cega su isprana tri puta sterilnom destilovanom vodom. Semena su osusena na
sterilnom filter papiru i isklijavana na bazalnom medijumu za gajenje spanaca bez biljnih regulatora
rastenja (BRR), u uslovima dugog dana (DD, 16 h svetlosti/8h mraka). Klijanci su gajeni pod ovim
uslovima tokom 2-5 nedelja, koliko je bilo potrebno da razviju 5 listova i bogat korenovm sistem. Na
ovom stadijumu razvic¢a su kori$¢eni kao donor materijal za izolaciju korenova u svim eksperimentima.

Kako bi se odredio procenat klijavosti svake grupe semena, po 20 semena je kultivisano u 5
Petri kutija veli¢ine 90 mm. Procenat klijavosti je odredivan na svakih nedelju dana u periodu od 4
nedelje.

3.1.3. Bazalni medijum za gajenje spanaca

Bazalni medijum (BM) je sadrzao MS makro i mikro elemente po recepturi Murashige i Skoog
(1962). Sve soli koje su koris¢ene za pravljanje mineralnih rastvora su nabavljene od kompanije
“Lachner® (Brno, Czech Republic). Osim navedenog, BM je sadrzao i 20 g/l saharoze, 100 mg/l
myo-inozitola, 2 mg/l tiamina, 2 mg/l piridoksina, 5 mg/l nikotinske Kkiseline, 2 mg/l adenina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i 7 g/l agara (“Torlak®, Beograd, Srbija). Pre sterilizacije pH
medijuma je podeSen na 5.5 uz pomo¢ pH-metra (Consort C860, Turnhout, Belgium). Sterilizacija
medijuma je vrSena 25 min na 114°C (80 KPa) autoklaviranjem (Raypa AE75, Barcelona, Spain).

3.1.4. Uslovi gajenja in vitro kultura spanaéa

Sve kulture su gajene u uslovima DD, na svetlosti fluorescentnih lampi (Philips, Poland), pri
gustini fluksa fotona 100 pmol m™?s™, izmerenog koriste¢i L1-1400 Datalogger sa LI-190SA quantum
senzorom (LI-COR Biosciences, Bad Homburg, Germany) i na temperaturi 25 + 2°C, osim u
eksprimentu u kome je pracen uticaj svetlosti razliCitih talasnih duzina na embriogeni potencijal
spanaca, gde su navedeni specifi¢ni uslovi pod kojima su eksplantati kultivisani.

3.2.  Indukcija somatske embriogeneze
Somatska embriogeneza je indukovana iz apikalnih odsecaka (1cm) lateralnih korenova
spanac¢a (u daljem tekstu eksplantati), gajenih na medijumu za indukciju somatske embriogeneze

(IMSE), koji je sadrzao BM, 20 uM a-naftil-siréetnu kiselinu (NAA, Sigma-Aldrich) i 5 uM giberelnu
kiselinu (GAs, Sigma-Aldrich), prema proceduri opisanoj u radu Knoll et al. (1997). GA; je rastvorena
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u 100% etanolu i dodata u prohladen medijum (~40°C) nakon sterilizacije filtriranjem (0.22 pum,
Millipore, Merck, Germany).

Subkultivacija eksplantata na IMSE je vrSena u intervalima od 4 nedelje, tokom perioda od 12
nedelja, osim u eksperimentu u kome je pracen uticaj svetlosti razli¢itih talasnih duzina na embriogeni
potencijal spanaca, $to je naznaceno naknadno. Na kraju svake subkulture je vrSena kvantifikacija
somatskih embriona (SE) uz pomo¢ stereomikroskopa (Carl Zeiss, Jena, Germany), nakon ¢ega su SE
uklonjeni sa eksplantata i kultivisani na BM sa dodatkom 5 uM 6-furfurilaminopurina (kinetin, Kin,
Sigma-Aldrich). Na ovom medijumu SE su se razvili u zdrave biljke, koje su se oziljavale i
umnozavale. U cilju spreCavanja cvetanja i zavrSetka vegetativnog razvic¢a, ove biljke spanaca su
gajene u uslovima kratkog dana (KD, 8 h svetlosti/16h mraka). Sve biljke koje su regenerisale iz SE
poreklom od eksplantata izolovanih sa jednog klijanca predstavljaju jednu liniju. Korenovi biljaka
izabranih linija su kori$¢eni za novi ciklus indukcije regeneracije SE u naznacenim eksperimentima.

U svim eksperimentima embriogeni potencijal eksplantata je procenjen na osnovu tri zavisno
promenljiva parametra: frekvence regeneracije (odredene kao procenat eksplantata koji regeneriSu u
odnosu na ukupan broj eksplantata), prose¢nog broja SE po eksplantatu i indeksa koji opisuje
embriogeni potencijal (EP), koji objedinjuje frekvencu regeneracije i prosecan broj SE po eksplantatu,
izraCunat po formuli:

EP=(prosecan broj SE po eksplantatu x procenat eksplantata koji regenerisu)/100
3.3.  HistoloSka analiza

U svrhu ispitivanja iz kojih tkiva i ¢elija korena regeneriSu SE, uradena je histoloska analiza
eksplantata gajenih na IMSE tokom Sest nedelja. Uzorci su fiksirani u rastvoru FAA (formalin :
siréetna kiselina : etanol = 10:5:85). Po zavrSenoj fiksaciji, materijal je postupno dehidriran
sprovodenjem kroz seriju alkohola rastu¢ih koncentracija. Radi prosvetljavanja tkiva, materijal je
postupno sprovoden kroz meSavinu 100% alkohola i ksilola, sa rastu¢im udelom ksilola sve do Cistog
ksilola. Nakon toga je ksilol postupno zamenjen parafinom, na temperaturi od 58°C. Materijal je
ukalupljen u parafinu i seCen na rotacionom mikrotomu na preseke debljine 7 um. Preseci su nakon
deparafinizacije i rehidradacije obojeni toluidin plavim (Sakai, 1973) ili kombinacijom alcijan plavo/
Schiff reagens (PAS-AB) (Mc Manus & Mowry, 1960). Preparati su snimani na svetlosnom
mikroskopu Zeiss Axiovert (Carl Zeiss GmbH, Gottingen, Germany).

3.4.  Faktori koji uti¢u na somatsku embriogenezu iz apikalnih odse¢aka korenova spanaca
3.4.1. Genotip

Embriogeni potencijal eksplantata je studiran na nivou populacije i individue u okviru
populacije. U tu svrhu koriS¢ena su semena spanaca dobijena od devet evropskih proizvodaca semena
iz: Slovenije (SI), Poljske (P), Srbije (Sr), Engleske (E), Nemacke (N), Litvanije (L), Ukrajine (U),
Rusije (R) i Italije (Tabela 1). Klijanci dobijeni isklijavanjem semena nabavljenih od jednog
proizvodaca semena smatrani su populacijom. Populacije su obelezene gorenavedenim simbolima za
zemlju porekla.

1z svake populacije je nasumic¢no izabrano 20-30 Klijanaca, iz tri partije semena. Svaki klijanac
je smatran individualnom linijom. Sa svakog klijanca izolovano je 15-20 odsecaka korenova i
postavljeno u 3-4 petri kutije (5 eksplantata po petri kutiji). Postavljeno je ukupno po 400-500
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eksplantata za svaku populaciju. Fragmenti korenova su gajeni na IMSE, a kvantifikacija SE je
izvrSena tokom 12 nedelja kao §to je opisano pod 3.2.

Tabela 1 - Spisak proizvodaca ¢ija su semena spanaca kori$¢ena u ovom radu.

Proizvodac semena Zemlja porekla
King Seeds, Colchester Engleska
Kiepenkerl, Bad Marienberg Nemacka
Ansmuta, Moskow Rusija
Semenarna, Ljubljana Slovenja
Nojaus Seklos, Kaunas Litvanija
NikitovkaSeeds, Slowjansk Ukrajna
Seme Semena, Beograd Srbija
W. Legutka, Jutrosin Poljska
FlorsilvaAnsaloni, Bologna Italija

Kako bi se procenio embriogeni potencijal populacije, frekvenca regeneracije i prose¢an broj
SE su izracunati po klijancu. Smatrano je da klijanac odgovara na induktivne uslove, ako je najmanje
jedan eksplantat regenerisao SE. Frekvenca regeneracije je izraCunata kao udeo klijanaca koji
odgovaraju na induktivne uslove u odnosu na ukupan broj testiranih klijanaca. Frekvenca regeneracije
je izraCunata po bioloskom ponavljanju, nakon ¢ega je izracunata srednja vrednost frekvence za svaku
populaciju. Frekvenca regeneracije je racunata na nedeljnom nivou za svaku od devet testiranih
populacija. Prosecan broj SE je izracunat po ekplantatu za vreme ukupnog perioda kultivacije od 12
nedelja, a zatim su izracunate srednje vrednosti broja SE po eksplantatu za svaku populaciju.

Kako bi se procenio embriogeni potencijal individua u okviru populacije, frekvenca
regeneracije je izraCunata po petri kutiji, dok je prosecan broj SE izracunat po eksplantatu. Frekvenca
regeneracije SE iz eksplantata je odredena za svaki klijanac u okviru svake populacije, a zatim su ti
podaci svrstani u sledeée klase: n=0, 1<n<20%, 20<n<40%, 40<n<60%, 60<n<80% i 80<n<100% I
predstavljeni su kao frekvenca raspodele klijanaca koji pripadaju svakoj od navedenih klasa. Prose¢an
broj SE po eksplantatu je izracunat za svaki klijanac u okviru svake populacije, podaci su svrstani u
odgovarajucu klasu: n =0, 0<n< 1, 1<n<10, 10<n<20, i n>20 i frekvenca raspodele Kklijanaca koji
pripadaju svakoj klasi su predstavljene za svaku populaciju.

U svim narednim eksperimentima, uradenim u okviru ove disertacije, koriS¢eni su klijanci Sl
populacije, poSto su u ovom eksperimentu pokazali najve¢i embriogeni potencijal, osim pri testiranju
metoda uzorkovanja biljnog materijala opisanom pod 3.4.2.
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3.4.2. Testiranje metoda uzorkovanja biljnog materijala

Da bi se procenio uticaj giberelina i svetlosti na embriogeni potencijal eksplantata, testiran je
metod za uzorkovanje biljnog materijala, kako bi se anulirao uticaj genotipa na ovu osobinu. Za tu
svrhu je kori$¢en geneticki identiGan materijal za svaki tretman i kontrolu. To je postignuto tako $to je
podjednak broj fragmenta korenova izolovanih sa jednog klijanca postavljen na sve tretmane.

Za ovu analizu koriS¢eni su klijanci iz SI i U populacija, jer su pokazali najveéi 1 najnizi
embriogeni potencijal u eksperimentu pod 3.4.1. Za obe populacije su korisé¢eni eksplantati izolovani
sa po 20-30 nasumic¢no odabranih klijanaca po bioloSkom ponavljanju. Eksperiment je uraden u tri
bioloska ponavljanja (na ukupno 60-90 klijanaca).

U svrhu testiranja ovog modela uzorkovanja biljnog materijala, embriogeni potencijal je
procenjen na dva nacina: 1) klasicnom kvantifikacijom SE posle 12N gajenja eksplantata na IMSE i
2) merenjem ekspresije gena koji kodira ribozom-inaktiviraju¢i protein (SORIP2), koji se specifi¢no
eksprimira na globularnom stadijumu razvi¢a SE, posle 3-8N gajenja eksplantata na IMSE.

Ovaj model uzorkovanja biljnog materijala je koriS¢en za sve kasnije eksperimente uradene u
okviru ove doktorske disertacije.

3.4.3. Inhibitori biosinteze giberelina

Uticaj paklobutrazola (PAC, Duchefa Biochemie, Haarlem, The Netherlands), inhibitora
biosinteze giberelina, na indukciju regeneracije SE iz eksplantata je testiran na eksplantatima
izolovanim sa 20 nasumicno izabranih klijanaca, uzorkovanih kako je opisano pod 3.4.2, i
eksplantatima korenova izolovanih sa biljaka visokoregenerativne linije SI122. Ova linija je dobijena u
eksperimentu pod 3.4.1 regeneracijom SE iz eksplantata klijanca br. 122 iz Sl populacije. Eksplantati
su gajeni na BM sa 20 uM NAA ili 20 uM NAA+5 uM GA3; u kombinaciji sa0, 1, 2.5, 5 ili
10 uM PAC. Rastvor PAC je sterilisan filtriranjem (0.22 pum, Merck Millipore) i dodat u autoklaviran
medijum ohladen na oko 40°C, pod asepti¢énim uslovima. Za svaki tretman su postavljene tri petri
kutije sa po 10-15 eksplantata (n=30-45). SE su kvantifikovani pomocu stereomikroskopa na 4 nedelje,
tokom perioda od 12 nedelja, kako je opisano pod 3.2.

3.4.4. Trihostatin

Testiran je uticaj 0, 0.1, 0.5, 1 ili 5 uM trihostatina (TSA, Sigma-Aldrich) u kombinaciji sa 0, 1,
10 ili 20 uM NAA i 0 ili 5 uM GA3 na embriogeni potencijal eksplantata. Eksplantati su bili izlozeni
dejstvu TSA tokom 1, 7 ili 14 dana, posle ¢ega su subkultivisani na medijum istog sastava bez TSA.
TSA je rastvoren u DMSO tako da je finalna koncentracija DMSO u svim medijumima bila 0.5 pul/ml
(0.05%). Ista kolicina DMSO je dodata i u kontrolni medijum bez TSA.

Za svaki NAA/GA; tretman je postavljen jedan eksperiment u kome je varirana koncentracija i
duzina TSA tretmana koristec¢i ustanovljenu metodu uzorkovanja. Za svaki eksperiment je postavljena
kontrola za testiranje embriogenog potencijala kultivacijom eksplantata na IMSE. Da bi se ustanovio
uticaj DMSO na embriogeni potencijal eksplantata, kontrolni eksplantati su kultivisani na IMSE bez
DMSO ili sa 0.05% DMSO u trajanju 1, 7 ili 14 dana. Osim toga, za svaki eksperiment je postavljena i
druga kontrola za datu NAA/GA3; kombinaciju bez DMSO i TSA.

U okviru jednog eksperimenta, ukljucujuci i sve kontrole, kori§éeni su korenovi izolovani sa 30
klijanaca (po 1 koren za svaki tretman). U svim eksperimentima, eksplantati su kultivisani u petri
kutijama pre¢nika 5.5 cm. Pet petri kutija sa po 6 eksplantata je postavljeno po tretmanu (n=30).
Eksplantati kultivisani na IMSE su koriS¢eni za poredenje rezultata, da bi se eksperimenti za koje je
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koriS¢en geneticki razli¢it materijal mogli medusobno uporedivati. SE su kvantifikovani posle 8 1 12
nedelja pomocu stereomikroskopa.

3.4.5. Svetlost

Uticaj svetlosti razli¢itih oblasti vidljivog spektra na regeneraciju SE iz eksplantata je testiran
na eksplantatima izolovanim sa 30 klijanaca nasumi¢no odabranih iz populacije, prema modelu
opisanom pod 3.4.2. Eksplantati su gajeni na IMSE u mraku ili u uslovima osvetljenja dva razlicita
izvora svetlosti: 1) florescentnih lampi (FL, Philips, Poland), koje emituju svetlosti u intervalu 380-680
nm, sa maksimumima emisije u oblasti plavog i zelenog dela spektra (Sl 4a.) i 2) LED (Light-Emitting
Diode) lampi (Waveform lighting, VVancouver, USA) koje emituju svetlost iz oblasti plavog (B, sa
maksimumom emisije na 460 nm) i crvenog (R, sa maksimumom emisije na 630 nm) dela spektra, kao
I bele (W) LED svetlosti, sa intervalom emisije 300-720 nm (Sl. 4a). Gustina fluksa fotona W
(16 pmol m?s™Y), B (10.5 pmol m?s™), R (8 umol m™?s™) i FL (17 pumol m?s™) svetlosti je izmeren
instrumentom LI-1400 Data Logger sa LI-190SA quantum senzorom. Spektri FL i LED lampi su
prikazani na Sl. 4a. Eksplantati koji su bili izloZeni svetlosti LED lampi su gajeni u specijalno
dizajniranim komorama za kultivaciju biljaka (SI. 4b). Svi eksplantati su kultivisani na temperaturi 25
+ 2°C. Indukcija regeneracije je izvrSena prema protokolu opisanom pod 3.2, osim $to eksplantati nisu
subkultivisani na svez medijum. Za svaki tretman su postavljene tri petri kutije sa po 15 fragmenta
korenova (n=45). Kvantifikacija SE je izvr§ena uz pomo¢ steromikroskopa nakon 8 nedelja.
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Slika 4. a) Emisioni spektri FL i LED lampi koje su kori§¢ene u eksperimentu. b) Komore sa B i R LED svetlo§¢u.
Adaptirano prema Bello Bello et al. (2017).
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3.5.  Statisticka analiza podataka

U svim eksperimentima kulture su nasumi¢no poredane na polici i njihov raspored je menjan
tokom eksperimenta (eng. Completely Randomized Design - CRD). Da bi se postigla normalna
distribucija podataka, procentualni podaci su pre statisticke analize podvrgnuti angularnoj
transformaciji (arcsinVX), dok su podaci za broj SE transformisani kvadratnim korenovanjem.
Kolmogorov-Smirnov test je koris¢en za ispitivanje normalne raspodele podataka. Nakon analize
dobijeni rezultati su transformisani odgovaraju¢im inverznim funkcijama i kao takvi prikazani. Kako
bi se procenila statisticka znacajnost uticaja populacije i indivdua na embriogeni potencijal, koris¢ena
je nested ANOVA. Efekat doprinosa populacije i individua varijansi vrednosti zavisnih varijabli
(frekvence regeneracije, prose¢nog broja SE po eksplantatu i indeksa EP) je procenjen koriS§¢enjem
partial Eta-squared (Pn2) vrednosti (Cohen 1973; Sechrest & Yeaton 1982). Statisticka znacajnost
izmedu populacija i izmedu razli¢itih svetlosnih tretmana je testirana primenom one-way ANOVA,
dok je statisticka znacajnost za uticaj PAC i TSA na embriogeni potencijal eksplantata testirana uz
pomo¢ factorial ANOVA. Statisticka znacajnost izmedu srednjih vrednosti je testirana uz pomoc¢
Fisherovog LSD post-hoc testa (p<0.05). Za procenu uticaja DMSO na regeneraciju SE, u okviru svake
NAA/GA; kombinacije, svaki TSA tretman je uporeden sa kontrolnim tretmanom, eksplantatima
kultivisanim na medijumu istog sastava bez DMSO i TSA, t testom za zavisne uzorke.

3.6.  Analiza ekspresije gena
3.6.1. lzolacija RNK

Ukupna RNK je izolovana prema modifikovanom protokolu Gasi¢ et al. (2004), iz apikalnih
fragmenata (1 cm) lateralnih korenova spanaca, osim ako nije drugacije naznaceno.

Sve posude koje su koriS¢ene za izolaciju RNK su prethodno tretirane 12 h 0.1 % rastvorom
dietil pirokarbonata (DEPC) u vodi, ¢ija je uloga da inhibira dejstvo RNK-aza, nakon ¢ega su
sterilisani u autoklavu (25 min, 114°C, 80 KPa) i kori$¢eni u daljem radu. Svi rastvori koji su kori§éeni
za ovu proceduru su napravljeni od 0.1 % vodenog rastvora DEPC, koji je tretiran kao S$to je
naznaceno.

Tabela 2 - Sastav pufera za ekstrakciju RNK po proceduri Gasi¢ et al. (2004)

2 X CTAB ekstrakcioni pufer Finalna koncentracija
CTAB 2 % (wiv)
PVP K-30 solubilni 2 % (wiv)
TRIS - HCI pH 8 100 Mm
EDTA 25 Mm
NaCl 2M
Spermidin 0.5 g/l

DEPC H20

CTAB- Cetiltrimetilamonijum; PVP- Polivinilpirolidon; TRIS- Trometamin;EDTA - Etilendiamintetrasiréetna kiselina
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Procedura za izolaciju RNK je bila sledeca:

e Homogenizovano je 150 mg biljnog tkiva u avanu pomocu te¢nog azota.

e U svaki uzorak je dodato 650 pl ekstrakcionog pufera (Tabela 2) i 15 pl B-merkaptoetanola.

e Uzorci su vorteksovani i zatim inkubirani 15 min u vodenom kupatilu na 60°C.

e U uzorke je dodato po 650 ul smesSe hloroform:izoamil alkohol (24:1).

e Uzorci su centrifugirani 10 min na 10000 x g na 4°C, ¢ime je RNK izdvojena u supernatantu.

e Ponovljena je ekstrakcija hloroformom i izoamil alkoholom.

e Dodato je 166 pl 7.5M LiCl u svaki uzorak.

e Uzorci su inkubirani na 4°C preko no¢i.

e Sledeceg dana uzorci su centrifugirani 45 min na 12000 x g na 4°C.

e Supernatant je odbacen, a uzorci su isprani dodatkom 1ml 70% etanola.

e Uzorci su centrifugirani 10 min na 12000 x g na 4°C.

e Supernatant je ponovo odbacen, a uzorci su ostavljeni Smin u laminaru da se osuse.

e RNK je rastvorena u 100 pl vode, nakon ¢ega je dodato 10 ul 3M NaCH3;COOH i 275 pl 70%
etanola.

e Uzorci su inkubirani najmanje 1 h na -70°C i nakon toga centrifugirani 45 min na 12000 x g na
4°C uz ponovno odbacivanje supernatanta.

e Ponovljeno je ispiranje etanolom i centrifugiranje uzoraka, kao $to je ve¢ opisano.

e Uzorci su ostavljeni 10 min da se osu$e u laminaru, nakon ¢ega je RNK rastvorena u 50 pl
vode i ¢uvana na -80°C do upotrebe.

3.6.2. Odredivanje kvaliteta i kvantiteta RNK

Nakon izolacije RNK, izvrSena je provera njenog kvaliteta i kvantiteta. Koncentracija RNK je
izmerena pomocu spektrofotometra Nanodrop (NanoPhotometar® N60, Implen, Munchen, Germany).
Izmerene su apsorbance na 260 nm (Aze, koja predstavlja maksimum apsorbance baza nukleinskih
kiselina) i 280 nm (Agg, Na kojoj apsorbuju aromati¢ne aminokiseline proteina). Cistoéa RNK je
odredena na osnovu odnosa apsorbanci Aggo/Azgo. Za Ciste izolate ovaj odnos se krece u intervalu
1.8-2.2. Integritet RNK je procenjen elektroforetskim razdvajanjem 1 pug RNK na 1.2% (w/v)
agaroznom gelu pri naponu od 75V u trajanju od 1h.

Tabela 3 - Sastav reakcione semeSe za tretman DNK-azom

Komponenta Po reakciji (10 pl) Finalna koncentracija
10 x DNase | pufer 1l
DNase | (1 U/ul) 1wl 0.1 U/ul
RNase inhibitor (40 U/ul) 0.25 ul 1 U/ul
RNK (1 pg) max 6.75 pl
H,O do 9l
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Kako bi se eliminisala eventualno zaostala DNK, uzorci su tretirani DNK-azom (DNase |,
Thermo Scientific, Waltham, MA USA). Sastav reakcione smeSe je dat u Tabeli 3. Tretman je trajao
30 min na 37°C u masini Mastercycler® nexus Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany). Nakon
isteka ovog vremena, reakcija je zaustavljena dodatkom etilen diamin tetra sir¢etne kiseline (EDTA,
Thermo Fisher Scientific, Massachustts, USA) u reakcionu smesu do finalne koncentracije 10 mM i
inkubiranjem 10 min na 65°C.

3.6.3. Reverzna transkripcija RNK molekula

Za reakciju reverzne transkripcije (RT), prevodenje RNK u komplementarne jednolancane
molekule DNK (cDNK), koris¢en je High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies, California, USA). Sastav reakcione smeSe, ukupne zapremine 20 pl, je prikazan u Tabeli
4.

U svaku reakcionu smeSu dodat je 1 pug ukupnih RNK iz odgovarajuc¢eg uzorka. RT reakcija se
odvijala u masini Mastercycler® nexus Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) u tri koraka, 10 min
na 25 °C, 120 min na 37 °C i 5 min na 85 °C.

Tabela 4 - Sastav reakcione smese za reverznu transkripciju

Komponenta Po reakciji (20 pl) Finalna koncentracija
10 x RT pufer 2ul 1x
25 x dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul 4 mM
10 x RT Randomprajmeri 2ul 1x
Multi Scribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 1 ul 2.5U/ul
H,O 42l

3.6.4. Odredivanje nivoa ekspresije gena metodom kvantitativnog RT-PCR (qRT-PCR)

Metodom kvantitativnog RT-PCR (gQRT-PCR) odreden je nivo ekspresije analiziranih gena u
masini Quant Studio™ 3 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). Reakciona smesa je sadrzala
2.5 ul odgovaraju¢e cDNK, koja je dobijena u prethodno opisanim reakcijama reverzne transkripcije.
Sastav reakcione smese je dat u Tabeli 5. Za svaki gen je koriS¢ena kontrola bez templeta (eng. Non
Template Control-NTC), koja je umesto 2.5 ul cDNK sadrzala istu koli¢inu vode tretirane DEPC-om.
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Tabela 5 - Sastav reakcione smese za QqRT-PCR

Komponenta Po reakciji (25 pl) Finalna koncentracija
H,0 7 ul
SYBR Master Mix 12.5 ul
F prajmer (5 uM) 1.5l 0.3 uM
R prajmer (5 uM) 1.5l 0.3 uM
cDNK/standard 2.5 ul

Za svaki gen je izraCunata efikasnost reakcije na osnovu standardnih kriva. Standardi su
predstavljali seriju razblazenja odgovaraju¢e cDNK (5x, 10x, 100x i 1000x) koja je uz primenu
specifi¢nih prajmera umnozena u PCR reakciji i izolovana posle elektroforetskog razdvajanja sa 1.2%
(w/v) agaroznog gela uz pomo¢ kita GeneJet Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) po uputstvu
proizvodaca. Broj kopija specificnog produkta po pul je odreden uz pomo¢ programa

Svi uzorci su nanos$eni na mikrotitar plocu u triplikatima (tehnicka ponavljanja). Za odredivanje
nivoa ekspresije analiziranih gena kori$¢ena je AAC; metoda (Livak & Schmittgen, 2001). Ova metoda
podrazumeva koris¢enje endogene kontrole (referentnog gena sa konstitutivnom ekspresijom) i
kalibratora (uzorka u odnosu na koga je odredena relativna ekspresija gena). U svim eksperimentima
kao endogena kontrola je koriS¢ena ekspresija gena koji kodira a-tubulin (GenBank™ pristupni br.
M21414.1; Kawade & Masuda, 2009), ¢iji su prajmeri prikazani u Tabeli 6. Uzorak u odnosu na koga
je predstavljana relativna promena ekspresije (kalibrator) je naznacen u svakom eksperimentu.

Tabela 6 - Sekvence prajmera za amplifikaciju gena za a-tubulin

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

F- forward, R-reverse

Na osnovu dobijenih proseénih C; vrednosti triplikata uzoraka, kalibratora i endogene
kontrole izracunata je razlika u ekspresiji na slede¢i nacin:

AAC= [(Ctuzorka = Cteku) — (Ctkal - Crexk)]
R = 2 -AACt
Ct uzorka = prosecna Ct vrednost uzorka dobijena koriS¢enjem prajmera za gen od interesa
Ct eku = prosecna Ct vrednost uzoraka dobijana kori§¢enjem prajmera za endogenu kontrolu
Ct kal = prose¢na Ct vrednost za kalibrator dobijena kori§¢enjem prajmera za gen od interesa
Ct ekk = prose¢na Ct vrednost za kalibrator dobijana koriS¢enjem prajmera za endogenu kontrolu
R — odnos ekspresije uzorka u odnosu na kalibrator
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3.6.5. Ispitivanje metode uzorkovanja biljnog materijala

Za testiranje metoda uzorkovanja biljnog materijala koriS¢ena je, osim konvencionalnog
brojanja SE opisanog pod 3.2. 1 3.4.2, ekspresija gena SORIP2 (GenBank™ pristupni br. AB435547.1;
Kawade & Masuda, 2009), koja koincidira sa ranim fazama razvi¢a SE (Mili¢ et al., 2017).

S obzirom da ekspresija gena koji kodiraju proteine sa odbrambenom ulogom, u koje spada i
SoRIP2, Cesto pokazuju diurnalno variranje, najpre je praceno diurinalno variranje u ekspresiji SORIP2
gena, kako bi se utvrdilo najpogodnije vreme uzorkovanja biljnog materijala. Biljni materijal je
uzorkovan kako je opisano pod 3.4.2. Eksplantati su izolovani sa 15 nasumi¢no odabranih klijanaca iz
populacije i gajeni 4 nedelje na IMSE. Nakon toga, eksplantati su uzorkovani potapanjem u tecni azot
u slede¢im vremenskim tackama tokom dana: u trenutku izlaganja eksplantata svetlosti (vremenska
tacka 0) i nakon 4, 8, 12, 16 i 24 h, tj. neposredno pre izlaganja eksplantata svetlosti. Svi uzorci su
Cuvani na -80°C do izolacije RNK. Ekspresija SORIP2 gena je analizirana metodom gRT-PCR. Za
amplifikaciju ovog gena koriSc¢eni su prajmeri dati u Tabeli 7 (Kawade & Masuda, 2009). Program za
amplifikaciju SoRIP2 gena je sadrzao inicijalnu denaturaciju na 95°C u trajanju od 5 min, zatim 35
ciklusa denaturacije (95°C, 30s), vezivanja prajmera (60°C, 1 min) i elongacije (72°C, 1 min). Kao
kalibrator su koriS¢eni eksplantati koji su uzorkovani u vremenskoj tacki 0. Eksperiment je uraden u tri
bioloSka ponavljanja, svako u tri tehnicka ponavljanja.

Tabela 7 - Sekvence prajmera za amplifikaciju gena SORIP2

Naziv prajmera Sekvenca (5°-3°) DuzZina amplikona (bp) lzvor
F: SoRIP2 ACCTTCCTAAGTGACATACG
629 Kawade & Masuda, 2009
R: SoRIP2 GCATATACTAACGCAATTGG

F- forward, R-reverse

Za testiranje metode uzorkovanja biljnog materijala pracenjem ekspresije SORIP2 gena,
koriS¢eni su klijanci Sl 1 U populacija, jer su pokazali najve¢i i najnizi embriogeni potencijal u
prethodnom istrazivanju. Biljni materijal je uzorkovan kako je opisano pod 3.4.2. Eksplantati su
izolovani sa 10 nasumi¢no odabranih klijanaca iz populacije i1 gajeni 3, 4, 5, 6, 7 ili 8 nedelja na IMSE.
Za svaki tretman po 20 eksplantata je kultivisano u tri petri kutije (n=60). Kao kalibrator su koriS¢eni
odsecci korenova gajeni 3 nedelje na IMSE. Eksplantati su uzorkovani 4 h nakon pocetka izlaganja
svetlosti, nakon ¢ega su zamrznuti u teénom azotu i ¢uvani na -80°C do momenta izolacije RNK.

Za svako biolosko ponavljanje paralelno su postavljeni geneticki identi¢ni eksplantati na IMSE
i gajeni u uslovima DD pod FL, radi kvantifikacije SE i procene embriogenog potencijala date grupe
klijanaca sa kojih su izolovani eksplantati. Dobijeni podaci su uporedeni sa rezultatima dobijenim na
osnovu ekspresije SORIP2 gena. SE su kvantifikovani pomocu stereomikroskopa na 4 nedelje, tokom
perioda od 12 nedelja (videti 3.4.2.).

3.6.6. Analiza ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam giberelina u
eksplantatima tokom indukcije somatske embriogeneze

S obzirom da se GA sintetiSu samo u mladim delovima biljnih organa, testirano je da li nivo
ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam GA znacajno razli¢it u eksplantatima
veli¢ine 1 mm i 1 cm, kako bi se utvrdila pogodna veli¢ina eksplantata za dalju analizu. Biljni materijal
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je uzorkovan kako je opisano pod 3.4.2. Eksplantati su izolovani sa 15 klijanaca nasumi¢no odabranih
iz populacije, nakon ¢ega su zamrznuti u te¢nom azotu i ¢uvani na -80°C do izolacije RNK.

Analizirana je ekspresija gena koji kodira GA20 oksidazu (GA20-ox1, Banka gena, pristupni
br. U3330, Wu et al., 1996), GA3-oksidazu (GA3-0x1, Banka gena, pristupni br. AF506280.1, Lee&
Zeevaart, 2002), kao i tri gena koji kodiraju GA2-oksidazu: GA2-ox1(Banka gena, pristupni br.
AF506281.1, Lee & Zeevaart, 2002), GA2-0x2 (Banka gena, pristupni br. AF506282.1, Lee &
Zeevaart, 2002) i GA20x-3 (Banka gena, pristupni br. AY935713.1, Lee & Zeevaart, 2005) u
eksplantatima nazna¢enih veli¢ina. Ekspresija navedenih gena je analizirana metodom (RT-PCR, a
prajmeri koriS¢eni za njihovu amplifikaciju su dati u Tabeli 8. Prajmeri su dizajnirani koriS¢enjem
Primer-BLAST softverskog alata i verifikovani pomoc¢u programa Net Primer. Program za
amplifikaciju svih navedenih gena je bio kao pod 3.6.5. Koris¢enjem gel elektroforeze RT-PCR
produkata i analizom krive topljenja posle gRT-PCR reakcije potvrdena je specifi¢nost svih koris¢enih
prajmera. Kao kalibrator su koris¢eni eksplantati veli¢ine 1cm. Eksperiment je uraden u tri bioloska
ponavljanja, svako u tri tehnicka ponavljanja.

Tabela 8 - Sekvence prajmera za amplifikaciju gena za SOGA20-0x1, SOGA3-0x1, SOGA2-0x1,S0GA2-0x2 i SOGA2-0x3.

Naziv prajmera Sekvenca ( 5'-3") Duzina amplikona Izvor
F: GA20-ox1 ACTAAACTACTACCCGCCTTGC ]
282 hp sopstveni
R: GA20-ox1 GGACACAGAAAGAAAGCCACT
F: GA3-ox1 CGGGGCTCCAAGTGTTTAGA
164 bp sopstveni
R: GA3-ox1 CGAGAGACGATGTTGGACCC
F: GA2-ox1 CAATGGCGGAAGGGCTGAAT
297 bp sopstveni
R: GA2-ox1 GCAAAGAGTCCCCAACGAGT
F: GA2-0x2 ACCCATCCACCTCTTTTCGG ]
377 bp sopstveni
R: GA2-0x2 ACCTGAAGAGCATCTCCCAC
F: GA2-0x3 ACCGCACCGTATGTTAGAGG ]
343 bp sopstveni
R: GA2-0x3 GGTCAGCTCATCATGCCCC

U svim daljim istrazivanjima su kori$¢eni apikalni odsecci korenova duzine 1 cm.

Za analizu ekspresija gorenavedenih gena u eksplantatima tokom procesa somatske
embriogeneze su koriS€eni eksplantati koji su izolovani sa 30 nasumi¢no odabranih klijanaca iz
populacije. Eksplantati su gajeni na BM sa 20 uM NAA, 5 uM GAg3, IMSE (20 uM NAA+5 uM GAg)
ili na medijumu bez BRR tokom 24 h, 7, 14 ili 28 dana. Biljni materijal je uzorkovan kako je opisano
pod 3.4.2. Kao kontrola korisc¢eni su apikalni odsecci korenova (1 cm) koji su odmah po izolaciji sa
klijanaca zaledeni u teCnom azotu. Za svaki tretman su postavljene tri petri kutije (bioloska
ponavljanja) sa po 30 eksplantata. Korenovi su izolovani u intervalu 4-5 h nakon izlaganja klijanaca
svetlosti i postavljeni na medijum odgovarajuceg sastava. Uzorkovanje materijala za analizu ekspresije
gena posle isteka tretmana je izvrSeno 4h nakon ukljucenja svetla potapanjem u te¢nom azotu. Svi
uzorci su ¢uvani na -80°C do izolacije RNK.
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3.6.7. Uticaj paklobutrazola na ekspresiju gena koji kodiraju kljuéne enzime za
metabolizam giberelina u izolovanim odse¢cima korenova spanaca

Uticaj PAC na ekspresiju SoGA20-ox1, SOGA3-0x1, SOGA2-0x1,S0GA2-0x2 i SOGA2-0x3 (u
daljem tekstu GA-ox geni) je testiran u odseécima korenova izolovanih sa 20 klijanaca nasumic¢no
odabranih iz populacije, uzorkovanim kako je navedeno pod 3.4.2. i 3.6.6. Eksplantati su kultivisani na
medijumu sa 20 uM NAA ili IMSE u prisustvu ili odsustvu 2.5 uM PAC tokom 24 h, 7, 14 ili 28 dana.
Veli¢ina uzorka, naéin i vreme uzorkovanja biljnog materijala je kako je opisano pod 3.6.6.

Kako bi se procenio embriogeni potencijal eksplantata za konkretnu grupu klijanaca koja je
koriS¢ena u ovom eksperimentu, za svako biolosko ponavljane paralelno su postavljeni eksplantati na
medijume navedene za ekspresiju gena u okviru ovog eksperimenta. SE su kvantifikovani kako je
opisano pod 3.2.

3.6.8. Uticaj svetlosti na ekspresija gena koji kodiraju kljune enzime za metabolizam
giberelina u eksplantatima

U cilju utvrdivanja uticaja svetlosti u odsustvu GA3 na ekspresiju GA-0x gena u izolovanim
korenovima, analizirana je ekspresija ovih gena u eksplantatima posle 4 nedelje kultivacije na
medijumu bez BRR, pod FL svetlo§¢u i u uslovima DD, dok su eksplantati kultivisani u uslovima
mraka kori$¢eni kao kontrola.

Kako bi se ispitao istovremeni uticaj NAA+GA; i svetlosti na ekspresiju GA-0x gena,
ekspresija ovih gena je analizirana u eksplantatima kultivisanim na IMSE tokom 4 nedelje u odnosu na
eksplantate kultivisane na medijumu bez BRR, oba pod FL svetlo$¢u i u uslovima DD.

Da bi se ispitalo kojim mehanizmom svetlost stimuliSe somatsku embriogenezu kod spanaca,
ekspresija 5 GA-0x gena je testirana u eksplantatima gajenim na IMSE pod uticajem FL, B i W LED
osvetljenja nakon 24h, 7, 14 ili 28 dana. Veli¢ina uzorka, nacin i vreme uzorkovanja biljnog materijala
je kako je opisano pod 3.6.6.

Embriogeni potencijal eksplantata za konkretnu grupu klijanaca koja je koriS¢ena u ovom
eksperimentu je procenjen kao pod 3.2.

3.7.  Statisti¢ka analiza podataka dobijenih ispitivanjem ekspresije gena

Analize ekspresije svih testiranih gena su graficki prikazane kao srednje vrednosti racunate na
osnovu tri bioloSka ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja (n=9).

Statisti¢ka znacajnost podataka dobijenih analiziom ekspresije SORIP2 gena, ekspresije gena
koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam giberelina prilikom ispitivanja veli¢ine eksplantata i
prilikom ispitivanja uticaja svetlosti u eksplantatima gajenim na medijumu bez BRR ili IMSE pod FL
svetlos¢u i u uslovima DD je testirana pomocu t-testa za zavisne uzorke, dok je statisticka znacajnost
podataka za diurnalno variranje ekspresijegena SoRIP2 i ekspresiju gena koji kodiraju klju¢ne enzime
za metabolizam giberelina pri razli¢itim tretmanima odredena analizom varijanse (ANOVA), a srednje
vrednosti su razdvojene na osnovu Fisherovog LSD post-hoc testa (p<0.05).

3.8.  Analiza sadrzaja endogenih giberelina

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza sadrzaja endogenih GA je izvrSena u eksplantatima
kultivisanim na BM sa 20 uM NAA ili 20 uM NAA+5 uM GA; tokom 24 h i 7 dana. Biljni materijal je
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izolovan sa 30 nasumi¢no odabranih klijanaca iz populacije i uzorkovan kako je opisano pod 3.4.2.
Kao kontrola su koris¢eni apikalni odsecci korenova koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zamrznuti
u teCnom azotu. Svi eksplantati su uzorkovani 4h nakon pocetka izlaganja svetlosti, zamrznuti u
teCcnom azotu i ¢uvani na -80°C do analize endogenih giberelina. Za svaki tretman i kontrolu
postavljeno je po 30 fragmenata korenova u tri bioloska ponavljanja (n=90).

Za svako bioloSko ponavljanje je izvrSena kvantifikacija embriogenog potencijala eksplantata
date grupe klijanaca kako je opisano pod 3.6.8.

Analizirana je koncentracija prekursora, bioaktivnih i neaktivnih metobolita GA (GA1,GAs,
GA4, GA5, GAG GA7, GAs, GAg, GA13, GA15, GAlg, GAzo, GA24, GA29, GA34, GA44, GA51i GA53) uz
pomo¢ teéne hromatografije visokih performansi (Ultra Performance Liquid Chromatography —
UPLC) sa sistemom za elektrosprej jonizaciju (Electrospray lonization — ESI) i masenu spektometriju
(Tandem Mass Spectrometry — MS), koriS¢enjem internih standarda — analoga GA obeleZenih
deuterijumom. Kvantifikacija endogenih giberelina je uradena po metodi opisanoj u radu Urbanova et
al. (2013).

3.8.1. Ekstrakcija i preciS¢avanje giberelina

Ekstrakcija GA je izvrSena tako §to je 100 mg smrznutog i liofilizovanog biljnog materijala
homogenizovano pomoc¢u vibracionog mlina MM301 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Germany) na
frekvenciji od 30 Hz u trajanju od 3 min. U svaki uzorak su dodate perle od volframovog karbida
veli¢ine 3 mm i 1 ml ekstrakcionog rastvora koji je sadrzao 80% acetonitrila (AcCN) i 5 % mravlje
kiseline. U svaki uzorak je takode dodata interna standarna smesa koja je sadrzala 50 pmol standarda
GA obelezenih deuterijumom (*Hy). Uzorci su ekstrahovani tokom 12 h na 4°C kori§¢enjem rotatora
Stuart SB3 (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, UK). Nakon toga, uzorci su centrifugirani 10 min na
14000 rpm na 4°C, a dobijeni peleti su ponovo ekstrahovani na isti na¢in 60 min na 4°C. Ekstrakti su
upareni koris¢enjem koncentratora Centri Vaps Acid-Resistant (Labconco Corp., MO, USA).

Precis¢avanje uzoraka je izvrSeno uz pomo¢ spojenih kolona Oasiss MCX (150 mg) i Oasiss
HLB (60 mg) (Waters, Milford, MA, USA), koje su aktivirane i uravnotezene dodatkom 5% metanola.
Upareni uzorci su rastvoreni u 3 ml 5 % metanola koji je dodat u kolone koje su prethodno isprane
5.75 mM mravljom kiselinom i 5 % metanolom. GA su eluirani iz HLB kolone uz pomo¢ 3 ml smese
metanola i dietil-etra u odnosu 20:80. Uzorci su upareni do suva uz pomo¢ struje azota koris¢enjem
sistema za uparavanje TurboVaps LV (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA). Nakon toga,
uzorci su rastvoreni u 50 pl metanola vorteksovanjem i primenom ultrazvu¢nog kupatila.

U uzorke je dodat 25 mM NH4HCO3 do zapremine od 3 ml. Uzorci su zatim naneti na Oasiss
MAX kolonu, koja je prethodno aktivirana dodatkom 3 ml metanola i uravnotezena sa 6 ml 25 mM
NH4HCO3. Nakon toga kolona je isprana sa 3 ml AcCN i giberelini su eluirani uz pomo¢ 3 ml 0.2 mM
rastvora mravlje kiseline u AcCN. Uzorci su upareni do suva koris¢enjem Visiprep™ Solid Phase
Extraction Vacuum Manifold sistema (Supelcos, Bellefonte, PA, USA) i ¢uvani na -20°C do
kvantifikacije.

3.8.2. Kvantifikacija endogenih giberelina

Kvantifikacija endogenih GA je uradena na Acquity UPLC™ sistemu (Waters, Milford, MA,
USA). Detektor je bio Xevos TQ MS triple tandem kvadripol maseni spektrometar (Waters MS
Technologies, Manchester, UK) sa uredajem za elektrosprej jonizaciju (ESI). Za kvantigikaciju GA je
koriS¢ena koliziona ¢elija Scan Wave™.
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Osuseni uzorci su rastvoreni u 50 pl mobilne faze, a zatim je uradeno razdvajanje GA
injektovanjem 15 ul svakog uzorka u reverznu fazu UPLC kolone (Acquity CSHs, 2.1 mm x 50 mm,
1.7 um; Waters) koja je bila spojena sa ESI-MS/MS sistemom za detekciju.

Razdvajanje GA je uradeno u lineranom gradijentu metanola (A) i 10 mM mravlje kiseline (B)
pri protoku od 0.25 ml/min, od 10:90 A:B (v/v) do 60:40 (v/v) tokom 15 min. Na kraju, kolona je
isprana 100% metanolom (0.75 ml) i uravnoteZena pod inicijalnim uslovima (10:90 A:B, v/v) tokom
2.5 min. Kolona je bila na 40°C. Maseni spektri svih GA su dobijeni kontinuiranom infuzijom
1 mM rastvora metanola pri brzini protoka 15 pl/min. Parametri za maseni spektometar su bili
podeseni na slede¢i nacin: kapilarni napon 1.5 KV, napon konusa 30 V, temperatura 150°C,
temperatura rastvaranja gasa 650°C, protok konusnog gasa 2 I/h, protok gasa za rastvaranje 650 I/h i
koliziona energija 25 eV. Maseni spektri su snimani u rezimu pracenja visestrukih reakcija, a vreme
zadrzavanja svakog kanala je izraCunato da obezbedi snimanje 16 tacaka po piku sa medukanalnim
kasnjenjem od 0.1 s. Svi dobijeni podaci su obradeni pomocu softvera MassLynx™ (verzija 4.1,
Waters, Manchester, UK).

3.8.3. Statisticka analiza podataka dobijenih analizom sadrZaja endogenih giberelina

Analiza sadrzaja GA je graficki prikazana kao srednja vrednost sadrZaja GA izraZenog u pg/mg
suve mase (DW) bljnog tkiva + standardna devijacija izraCunata za tri bioloska ponavljanja, svako sa
tri tehni¢ka ponavljanja (n=9).

Statisticka znacajnost podataka dobijenih analizom sadrzaja GA je odredivana analizom
varijanse (ANOVA), a statisti¢ka znacajnost izmedu srednjih vrednosti je testirana Fisher-ovim LSD
post-hoc testom (p<0.05).
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4. REZULTATI

4.1.  Biljni materijal

Semena svih devet populacija koje su testirane u ovom radu su pokazala znacajne razlike u
pogledu klijavosti, razvicu klijanaca i embriogenom potencijalu. Od devet testiranih populacija,
semena L populacije su najbrze klijala i klijanci su se najbrze razvijali u biljke. Cak 64,4% semena ove
populacije je Klijalo u roku od nedelju dana, dok su 100% klijavosti postigla ve¢ nakon tri nedelje
kultivacije. Suprotno tome, samo 3,7% semena populacije | i 5,9% semena populacije Sl je klijalo
nakon jedne nedelje dosegnuvsi tek 53%, odnosno 64,4%, klijavosti nakon 4 nedelje. Vecina semena iz
ostalih populacija je imala 71-74% klijavosti (E, N, R i U), dok su semena P i Sr populacija dostigla
87%, odnosno 90% klijavosti, tokom 4 nedelje kultivacije (Tabela 9).

Tabela 9 - Procenat Klijavosti semena dobijenih od 9 evropskih kompanija za proizvodnju semena, koja su kori$¢ena u
eksperimentu, i vreme potrebno da biljke dostignu stadijum razviéa (5 listova i dobro razvijen korenov sistem) na kome su
kori$¢ene za eksperiment.

Procenat klijavosti semena Stadijum
Populacija razvic’a_ biljaka
1 nedelja 2 nedelje 3 nedelje 4 nedelje sa ? J{';;)V&
Engleska (E) 45.23+0.42 57.96+0.39 71.38+1.37 73.47+1.73 23.43+0.11
Nemacka (N) 7.87+0.88 43.71+0.59 55.42+0.55 74.70+0.32 31.79+0.22
Rusija (R) 27.79+0.30 51.00+0.13 63.66+0.22 72.10+0.19 26.74+0.21
Slovenija (SI) 5.87+0.03 40.94+0.08 57.08+0.16 64.37+0.29 34.90+0.35
Litvanija (L) 64.42+0.47 84.42+0.15 10040 1000 24.70+0.08
Ukrajna (U) 7.94+0.58 33.51+0.43 55.05+0.2 74.15+0.16 24.62+0.09
Srbija (Sr) 32.68+0.22 56.28+0.67 88.58+0.47 90.40+0.25 22.29+0.07
Poljska (P) 57.05+0.12 72.22+0.13 83.82+0.05 87.09+0.06 33.33+x0.21
Italija (1) 3.68+0.62 24.40+0.30 51.37+0.45 53.00+0.03 27.08+0.17

4.2.  Faktori koji uti¢u na somatsku embriogenezu iz apikalnih odse¢aka korenova spanaca

4.1.1. Genotip

Razlike u embriogenom potencijalu eksplatanata su studirane na nivou populacije i individua u
okviru populacija klijanaca dobijenih isklijavanjem semena sorte Matador dobijenih od 9 evropskih
kompanija za proizvodnju semena. Te razlike su bile statisticki znacaje prema analizi nested ANOVA
(Tabela 10). Na frekvencu regeneracije SE je znacajno uticao faktor populacije (Pn2 = 0,782, p <0,01)
kao 1 faktor individue (Pn2 = 0,685, p <0,01, Tabela 10, Sl. 5a), dok su oba ova faktora imali manji
uticaj na prosecan broj SE po eksplantatu (Pn2 = 0,499, p <0,01 za populaciju, odnosno Pn2 = 0,376, p
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<0,01 za individue), i veliki uticaj na EP indeks (Pn2 = 0,732, p <0,01za populaciju i Pn2 = 0,688, p
<0,01 za indvidue).

Tabela 10 - Analiza varijanse (nested ANOVA) za uticaj populacije i individue na frekvencu regeneracije, prose¢an broj
SE i EP indeks. Eksplantati su izolovani sa klijanaca dobijenih iz semena poreklom iz 9 evropskih kompanija za
proizvodnju semena i gajeni na IMSE tokom 12 nedelja.

Varijabilnost SS df MS F p Pa';';ial
Frekvenca regeneracije
Intercept 143.5406 1 143.5406 2041.850 0.00 0.824374
Populacija 109.8631 8 13.7329 195.349 0.00 0.782260
Individue 66.4884 225 0.2955 4.204 0.00 0.684963
Standardna greska 30.5802 435 0.0703
Prose¢an broj SE
Intercept 3130.625 1 3130.625 2629.858 0.00 0.457139
Populacija 3706.639 8 463.330 389.217 0.00 0.499257
Individue 2241.246 225 9.961 8.368 0.00 0.376116
Standardna greska 3717.670 3123 1.190
EP
Intercept 6555.16 1 6555.165 591.1402 0.00 0.576081
Populacija 13214.42 8 1651.802 148.9584 0.00 0.732582
Individue 10660.64 225 47.381 4.2728 0.00 0.688478
Standardna greska 4823.72 435 11.089

SS - Sum of squares, df - degrees of freedom, MS - Mean Square, 2 — Eta-squared

Razlike u embriogenom potencijalu na nivou populacije

Najvecéa frekvencija regeneracije SE i najmanja varijabilnost ovog parametra je bila prisutna
kod jedinki Sl populacije (SI. 5a, SI. 6), dok je kod ostalih populacija zapazena njegova velika
varijabilnost, sa izuzetkom R i | populacija, ¢iji eksplantati nisu uopste regenerisali SE (S1. 5a) (Beli¢
et al., 2020a).

Medutim, za prosecan broj SE po eksplantatu i EP indeks uo¢ena je manja varijabilnost, kako
unutar tako i izmedu populacija, osim za S| populaciju, koja je pokazala najvece vrednosti, ali i
najvecu varijabilnost ovih promenljivih (SI. 5b,c, SI. 6) (Beli¢ et al., 2020a).
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Slika 5. Embriogeni potencijal eksplatanata izolovanih sa klijanaca sorte Matador poreklom iz 9 evropskih kompanija za
proizvodnju semena, smestenih u Sloveniji (SI), Poljskoj (P), Srbiji (Sr), Engleskoj (E), Nemackoj (N), Litvaniji (L),
Ukrajni (U), Rusiji (R) i Italiji (I). (@) Frekvenca regeneracije. (b) Prose¢an broj SE po eksplantatu (c) EP indeks.
Eksplantati su gajeni na IMSE tokom 12 nedelja. Vrednosti na grafiku predstavljaju srednje vrednosti po klijancu, dok
vertikalni barovi ozna¢avaju interval poverenja (0.95) Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020a).
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Slika 6. Razlike u embriogenom potencijalu eksplantata izolovanih sa klijanaca koji su dobijeni iz semena poreklom iz:

(a) SI, (b) P, (c) Ui (d) R populacije, nakon 8 nedelja kultivacije na IMSE. Bar = 1 cm. Modifikovano prema Beli¢ et al.
(2020a)

Eksplantati SI klijanaca su najbrze regenerisali SE. Kod 10,3% SI klijanaca eksplantati su
poceli regenerisati SE ve¢ u 4. nedelji kultivacije, da bi taj procenat porastao na 70% i 100% u 5.
nedelji, odnosno 7. nedelji kultivacije (SI. 7). Eksplantati Kklijanaca drugih populacija poceli su
regenerisati SE znatno kasnije: P i Sr u 5. nedelji kultivacije N, E, L i U u 6. nedelji kultivacije, dok
eksplantati R i | populacije nisu regenerisali SE do kraja eksperimenta (Sl. 7). Prema tome, klijanci
populacija koje su pokazale slabiji embriogeni potencijal su dostigli svoju najvecu frekvenciju
regeneracije znatno kasnije od Sl klijanaca, postigavsi embriogeni odgovor kod 50% klijanaca u 6.
(Sr), 7. (E), 9. (P i N) ili 10. (L) nedelji kultivacije (SI. 7) (Beli¢ et al., 2020a).

Do kraja eksperimenta, eksplantati izolovani sa Sl klijanaca su pokazali najvecu frekvencu
regeneracije (100%), zatim P (98%), Sr i E (88%, oba), N (60%), L (58%), U (34%), R i | (0%, oba)
populacija (SI. 6, 7) (Beli¢ et al., 2020a).
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Slika 7. Frekvenca regeneracije eksplantata izolovanih sa klijanaca sorte Matador poreklom iz 9 evropskih kompanija za
proizvodnju semena, smeStenih u Sloveniji (SI), Poljskoj (P), Srbiji (Sr), Engleskoj (E), Nemackoj (N), Litvaniji (L),
Ukrajni (U), Rusiji (R) i Italiji (). Podaci na grafiku predstavljaju srednje vrednosti procenata + standardna greska klijanaca
koji regeneriSsu SE u okviru populacije tokom 12 nedelja kultivacijena IMSE. Smatrano je da klijanac odgovara na
induktivne uslove, ako je bar jedan ekplantat regenerisao SE. Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020a)
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Kada je re¢ o prose¢nom broju SE po eksplantatu, izracunatog za celu populaciju, populacije se
mogu podeliti na Cetiri grupe: prvu grupu ¢ini Sl populacija sa najve¢im prosecnim brojem SE - 14.4
SE po eksplantatu, drugoj pripadaju P, Sr i E populacije sa 2,6-4,1 SE po eksplantatu, tre¢a grupa
ukljucuje N, L i U populacije sa samo 0,3-0,6 SE po eksplantatu i poslednju ¢etvrtu grupu ¢ine R i I
populacije ¢iji eksplantati nisu regenerisali SE (S1. 8) (Beli¢ et al., 2020a).

Prema tome, populacija koja se sastojala iz klijanaca sa ve¢im embriogenim potencijalom dala
je vedi broj SE za znatno kraci vremenski period u poredenju sa populacijama koje su ¢inile klijanci sa
slabijim embriogenim potencijalom.
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Slika 8. Prosecan broj somatskih embriona (SE) po eksplantatu na nivou populacije. Semena spanaca sorte Matador su
dobijena iz 9 evropskih kompanija za proizvodnju semena, smesStenih u Sloveniji (Sl), Poljskoj (P), Srbiji (Sr),
Engleskoj (E), Nemackoj (N), Litvaniji (L), Ukrajni (U), Rusiji (R) i Italiji (I). Eksplantati korenova izolovani sa ovih
klijanaca su kultivisani na IMSE tokom 12 nedelja. Vrednosti na grafiku predstavljaju srednje vrednosti broja SE +
standardna greska. Vrednosti na grafiku oznacene istim slovom, nisu statisticki znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD
testu. Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020a)

Prosecan broj SE

Razlike u embriogenom potencijalu individua

Embriogeni potencijal individua u okviru populacija je procenjen na osnovu distribucije
frekvenci regenerativnih eksplantata i prosecnog broja SE po eksplantatu. Raspodela frekvenci
regeneracije eksplantata na nivou individua je pokazala da se S| populacija sastoji od klijanaca sa
visokim embriogenim potencijalom. Unutar Sl populacije, ¢ak kod 82% klijanaca je 81-100%
eksplantata regenerisalo SE, dok je u populacijama sa srednjim embriogenim potencijalom (Sr, P i E)
kod najveceg broja klijanaca (oko 40%) 21-60% eksplantata regenerisalo SE (SI. 9). Kod populacija sa
najslabijim embriogenim potencijalom (N, L i U), eksplantati 52-85% klijanaca nisu regenerisali SE, a
eksplantati samo 1,3% klijanaca su regenerisali SE sa frekvencom regeneracije ve¢om od 60%. Na
kraju embriogeni odgovor je izostao kod klijanaca I i R populacije (SI. 9) (Beli¢ et al., 2020a).
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Slika 9. Distribucija frekvenci regeneracije kljianaca sa razli¢itim embriogenim potencijalom. Semena spanaca sorte
Matador su dobijena iz 9 evropskih kompanija za proizvodnju semena, smestenih u Sloveniji (SI), Poljskoj (P), Srbiji (Sr),
Engleskoj (E), Nemackoj (N), Litvaniji (L), Ukrajni (U), Rusiji (R) i Italiji (I). Eksplantati korenova izolovani sa ovih
klijanaca su kultivisani na IMSE tokom 12 nedelja. Frekvenca regeneracije SE iz eksplantata je odredena za svaki klijanac
u okviru svake populacije, a zatim su ti podaci svrstani u sledece klase: n=0, 1<n<20%, 20<n<40%, 40<n<60%, 60<n<80%
i 80<n<100%. Podaci predstavljaju procenat klijanaca koji pripadaju svakoj od navedenih klasa u okviru svake populacije.
Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020a)

Eksplantati Sl klijanaca regenerisali su i najveéi broj SE: eksplantati 19,6% Kklijanaca su
regenerisali 1 <n < 10 SE, dok su eksplantati 43,5% i 27,6% klijanaca regenerisali 10 < n < 20,
odnosno n > 20 SE po eksplantatu (SI. 10). U Sr populaciji, eksplantati 54,2% i 27,9% Kklijanaca su
regenerisali 1 <n < 10, odnosno 10 <n < 20 SE, dok su eksplantati ve¢ine klijanaca iz P, E i N
populacije (73,8%, 59,7%, odnosno 36,1%,), regenerisali 1-10 SE (SI. 10). Eksplantati samo 1%
klijanaca P, E i U populacije su regenerisali 10 <n< 20 SE po eksplantatu, dok u N i L populacijama
nije bilo klijanaca ¢iji su ekplantati regenerisali ovaj broj SE (S1. 10) (Beli¢ et al., 2020a).

S obzirom da su Sl klijanci pokazali najvec¢i embriogeni potencijal u ovom eksperimentu, samo
su klijanci ove populacije koris¢eni u svim ostalim eksperimentima. Iz SE dobijenih u ovom
eksperimentu, koji su kultivisani na medijumu sa 5 uM Kin, su se razvile kompletne biljke. Svi SE koji
su regenerisali iz eksplantata jednog klijanca su odrzavani kao jedna linija. Linija S1122, koja je
pokazala zna¢ajan embriogeni potencijal, je odrZzavana procesom ciklicne somatske embriogeneze, a
apikalni odsecci korenova izolovani sa biljaka ove linije su takode koriS¢eni za neke eksperimente.

Imajuéi u vidu visoku varijabilnost embriogenog potencijala individua u okviru populacije,
testiran je metod za uzorkovanje biljnog materijala, kako bi se anulirao uticaj genetickog i1 svih drugih
faktora koji su tokom formiranja semena mogli uticati na embriogeni potencijal klijanca i omogucilo
proucavanje uticaja svetlosti i giberelina na ovaj proces.
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Raspodela frekvenci

Slika 10. Frekvenca raspodele prose¢nog broja SE po eksplantatu. Semena spanaca sorte Matador su dobijena iz 9
evropskih kompanija za proizvodnju semena, smesStenih u Sloveniji (SI), Poljskoj (P), Srbiji (Sr), Engleskoj (E),
Nemackoj (N), Litvaniji (L), Ukrajni (U), Rusiji (R) i Italiji (I). Eksplantati korenova izolovani sa ovih klijanaca su
kultivisani na IMSE tokom 12 nedelja. Prosecan broj SE po eksplantatu je izra¢unat za svaki klijanac, a podaci su svrstani u
odgovarajucu klasu: n =0, 0<n< 1, 1<n<10, 10<n<20, i n>20. Podaci predstavljaju procenat klijanaca koji pripadaju
svakoj od navedenih klasa u okviru populacije. Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020a)

4.1.2. HistoloSka analiza

HistoloSka analiza je uradena u svrhu ispitivanja iz kojih tkiva i ¢elija korena regenerisu SE. U
eksplantatima gajenim na IMSE u uslovima DD, histoloske promene su detektovane u vaskularnom
tkivu i okolnom parenhimu (SI. 11a, b) (Beli¢ et al., 2020b). Prvi dogadaji koji su doveli do formiranja
SE su bile perikline i antikline deobe celija u tkivu pericikla i parenhima koji okruzuju vaskularne
elemente (SI. 11b). Nakon pocetnih deoba celija, usledila je proliferacija ¢elija koja je rezultirala
uspostavljanjem zone proliferacije koja se sastajala iz nekoliko Celijskih slojeva. UoCene su male
meristemske Celije sa gustom citoplazmom 1 velikim jedrima koje su bile okruzene velikim
vakuolizovanim neembrionalnim ¢elijama (S1. 11¢). Intezivne Celijske deobe dovele su do narusavanja
uredenih slojeva i formiranja u proembrionalnog tkiva (SI. 11d) (Beli¢ et al., 2020b). Prelazak
proembrionalnog u globularni stadijum razvi¢a SE je karakterisalo formiranje meristemskih centara sa
intenzivnom mitotskom aktivno$¢u. Proembrionalno tkivo se diferenciralo u SE sa tipi¢nim
meristemskim ¢elijama (SI. 11e, f). Prema tome, dobijeni SE poticu iz ¢elija pericikla i parenhima koji
su povezani sa vaskularnim tkivom.
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Slika 11. Histoloska analiza apiklanih odsecaka korenova spanaca gajenih na IMSE u uslovima DD tokom 4 nedelje. a)
Poprecni presek eksplantata. b) Periklinalne deobe ¢éelija u periciklu korena (oznacene strelicama). €) Proliferacija ¢elija u
okolini vaskularnog tkiva. Uocljive male meristemske celije sa gustom citoplazmom i velikim jedrom (oznaceno
strelicama). d) Proembrionalna zona koja se sastoji od grupe mitotski aktivnih ¢elija (oznaceno strelicama). e) Presek
eksplantata koji pokazuje razvi¢e SE iz vaskularnog tkiva. f) Globularni SE na periferiji eksplantata. Modifikovano prema
Beli¢ et al. (2020b)

4.1.3. Ispitivanje metode uzorkovanja biljnog materijala pracenjem ekspresije SORIP2 gena

Za ispitivanje metode uzorkovanja biljnog materijala koriS¢ene su dve metode kvantifikacije
embriogenog potencijala: 1) klasi¢na kvantifikacija SE pomoc¢u stereomikroskopa i 2) kvantifikacija
ekspresije gena SoRIP2, kao markera za rane stadijume SE.

S obzirom da protein SoRIP2 ima odbrambenu funkciju, koja najceS¢e podrazumeva diurnalno
variranje ekspresije gena koji ga kodira, najpre je praceno diurinalno variranje ekspresije SORIP2 gena
u eksplantatima kultivisanim na IMSE, kako bi se utvrdilo najpogodnije vreme uzorkovanja biljnog
materijala. Ekspresija SORIP2 gena je analizirana u 6 vremenskih tacaka tokom 24h. Najveci povecéanje
ekspresije SORIP2 gena je detektovano u eksplantatima koji su uzorkovani 4h nakon izlaganja svetlosti
1 to povecanje je bilo 3 puta veée u poredenju sa eksplantatima koji su uzorkovani u vremenskoj tacki 0
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(trenutak pocetka izlaganja eksplantata svetlosti) (SI. 12). Na osnovu toga, svi eksplantati u daljim
eksperimentima su uzorkovani u isto vreme tj. 4h nakon ukljucivanja svetla.
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Slika 12. Diurnalno variranje ekspresije SORIP2 gena u apikalnim odse¢cima korenova gajenim na IMSE tokom 4 nedelje.
Posle isteka tog vremena, eksplantati su uzorkovani u slede¢im vremenskim tackama tokom dana: u trenutku ukljuéivanja
svetla (vremenska tacka 0) i nakon 4, 8, 12, 16 i 24h, tj. neposredno pre ukljuéivanja svetla. Kao kalibrator su kori§¢eni
eksplantati koji su uzorkovani u vremenskoj tacki 0, kojoj je dodeljena vrednost 1. Ekspresija je normalizovana u odnosu ha
ekspresiju gena za a-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
bioloska ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznaene istim slovima nisu statisticki
znacajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu.

Metoda uzorkovanja biljnog materijala je testirana na eksplantatima iz Sl i U populacije, koji su
pokazali najve¢i i najnizi embriogeni potencijal u prethodnom eksperimentu. Eksplantati su
uporedivani u Sest vremenskih ta¢aka tokom perioda indukcije SE odredivanjem ekspresije SORIP2
gena za procenu nivao embriogenog odgovora.

U eksplantatima poreklom iz Sl populacije, ekspresija SORIP2 se znac¢ajno povecala u 6. nedelji
u odnosu na kontrolu, dostizué¢i 7.4 puta vecu ekspresiju u 7. nedelji kultivacije na IMSE, nakon ¢ega
se ekspresija ovog gena smanjila do nivoa kontrole (SI. 13). Medutim, u eksplantatima poreklom iz U
populacije nije bilo znacajne razlike u ekspresiji SORIP2 gena tokom ¢itavog perioda kultivacije na
IMSE (SI. 13) (Beli¢ et al., 2020a).

U kontrolnim eksplantatima, koji su paralelno postavljeni za klasicnu kvantifikaciju
koriS¢enjem geneticki identicnog biljnog materijala, prvi SE na eksplantatima poreklom iz Sl
populacije su uoc¢eni pomocu binokulara u 7. nedelji kultivacije. Frekvenca regeneracije eksplatanata iz
S| populacije je iznosila 80% + 0, dok je prosecan broj SE po eksplantatu bio 7.3 + 1,0. Nijedan
eksplantat poreklom iz U populacije nije regenerisao SE tokom 12 nedelja kultivacije na IMSE.
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Slika 13. Ekspresija SORIP2 gena u apikalnim odsec¢cima korenova izolovanih sa Sl i U klijanaca kultivisanih na IMSE u
period od 3-8 nedelja. Kao kalibrator su kori$ceni apikalni odsecci korenova gajeni na IMSE tokom 3 nedelje, kojima je
dodeljena vrednost 1. Ekspresija SORIP2 je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za o-tubulin upotrebom AAC;
metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloSka ponavljanja, svako sa tri tehnicka
ponavljanja. Vrednosti koje su oznaéene zvezdicom su statisticki zna¢ajno razli¢ite od kalibratora prema t-testu za zavisne
uzorke. Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020a)

S obzirom da su obe metode kvantifikacije pokazale da je ovaj nacin uzorkovanja pouzdan, i
pored velike individualne varijabilnosti biljnog materijala, ona je koriS¢ena u svim narednim
eksperimentima. Posto je regenerativni potencijal eksplantata Sl klijanaca bio znatno nizi u ovom
eksperimentu u odnosu na prethodni eksperiment, u svim narednim eksperimentima je kao kontrola
testiran regenerativni potencijal konkretne grupe klijanaca kultivacijom geneticki identicnog materijala
na IMSE tokom 12 nedelja i klasi¢nom kvantifikacijom embriogenog potencijala.

4.1.4. Inhibitori biosinteze giberelina

U cilju proucavanja mehanizma kojim GAj utiCe na indukciju somatske embriogeneze iz
eksplantata, testirano je kako prisustvo PAC u IMSE (NAA+GA3) ili u medijumu koji sadrzi NAA
kao jedini BRR uti¢e na embriogeni potencijal eksplantata. Eksplantati SI klijanaca i linije S1122
kultivisani na medijumu sa varijabilnim koncentracijama PAC su uvek regenerisali SE, ali su
ispoljavali razli¢it embriogeni potencijal, koji je uvek bio veci kod eksplatanata linije S1122, §to je
oc¢ekivano s obzirom da je ova linija izabrana u prethodnom eksperimentu kao linija sa visokim
embriogenim potencijalom (SI. 14-16).

Dodavanje PAC u IMSE je statisti¢ki znacajno uticalo na frekvencu regeneracije eksplantata Sl
klijanaca (p<0.002), ali nije uticalo na frekvencu regeneracije eksplantata linije SI122. U odsustvu
PAC, eksplantati linije S1122 su regenerisali sa vecom ucestalos¢u (99.40% = 0.59) od eksplantata
izolovanih sa nasumi¢no izabranih Sl klijanaca (81.49% + 1.78) (Sl.16a). Dodatak PAC u IMSE je
izazvao povecanje frekvence regeneracije eksplantata izolovanih sa Sl klijanaca, koja je kod
eksplantata kultivisanih na medijumu sa 2.5 uM PAC bila statisticki znacajno veca (99.78% = 0.21)
nego frekvenca regeneracije eksplantata kultivisanih u odsustvu PAC (81.49% + 1.78) i dostigla je
frekvencu regeneracije eksplantata izolovanih sa biljaka linije S1122 (100%) (SI. 16a).

67



Linija S1122 S1 klijanci

= O Qg
lﬂa-l w Z
+ = l—\l_JZ
< = wn >
< = >
Z ™ z
= o O
> < s " > £

20 uM NAA +
10 uM PAC
OVd NN 01

+VVN AN 02

EN

Slika 14. Uticaj PAC na embriogeni potencijal apikalnih odsecaka korenova linije S1122 (a, c) i Sl klijanaca (b, d).
Eksplantati su gajeni na IMSE (20 uM NAA + 5 uM GA;) uz dodatak 2.5 uM PAC (a, b) ili na medijumu koji je sadrzao
20 uM NAA uz dodatak 10 uM PAC (c, d) tokom 12 nedelja.

Na medijumu koji je sadrzao NAA kao jedini BRR, eksplantati izolovani sa Sl klijanaca nisu
regenerisali SE, dok su eksplantati linije SI122 regenerisali SE sa frekvencom 89.03% + 4.47 (Sl. 16b).
Dodatak 1 uM PAC u ovaj medijum je izazvao smanjenje frekvence regeneracije kod eksplantata
SI1122, da bi zatim pri koncentraciji 5 i 10 uM PAC frekvenca regeneracije SI1122 eksplantata bila
znaajno veca (100%) nego kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa 1 uM PAC (SI. 16b),
dostigavsi frekvencu regeneracije eksplantata koji su bili kultivisani na medijumu bez PAC (SI. 16d),
cak 1 kontrolnih eksplantata kultivisanih na IMSE (SI. 16c¢).

Za razliku od eksplantata linije SI1122, frekvenca regeneracije eksplantata izolovanih sa Sl
klijanaca kultivisanih na medijumu sa NAA + PAC je bila zna¢ajno ve¢a u odnosu na frekvencu
regeneracije eksplantata kultivisanih na medijumu bez PAC, sa najvecom vredno$¢u pri 10 uM PAC
(50.93% =+ 0.89). Ta vrednost je bila veca ¢ak i od frekvence regeneracije koju su pokazali eksplantati
ove grupe Sl klijanaca kultivisani na IMSE (8.07% = 8.07) (SI. 16c).
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Slika 15. Uticaj PAC na embriogeni potencijal apikalnih odseaka korenova spanaca. Eksplantati su gajeni na IMSE
(20 uM NAA + 5 uM GA;) uz dodatak 0-10 uM PAC (a, ¢, e, g, i) ili na medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA uz dodatak
0-10 uM PAC (b, d, f, h, j) tokom 12 nedelja.

69



100 2P

He

80

60

40

20

Frekvenca regeneracije

0 L

20 uM NAA

+5uM GA,+ 0
d
40
35
30
25
20

15

Prosecan broj SE

10

5

25

5

10
PAC (uM)

0
20 pM NAA

+5uM GA,+ 0

40
35
30
25

ce
w—

EP

15

25

—i®

ce

bede

10
PAC (uM)

c_(%e
de
1]
|
|

0
20 pM NAA

+5uM GA,+ 0

25

10
PAC (uM)

; b
QD & "
5 100 ab
g b
S 80 D
s
&
's1 2 6o c 7c
g —
sz g )
Z o SN .
g 20 i ™
Bt
0 L€ |
20pMNAA+ 0 i —5 3 -
PAC (uM) 20 RMNAA
+5pM GA,
‘ f
=
7
= 25 ) -
s S
s = 20 " )
S x
[ si22 z ” . i
S
=7
10 . »
d
5 d ]
ad d i d
i B il b
20 utM NAA+ i 25 < -
PAC (uM) 20 nM NAA
+5uM GA,
h i
25 2
k.
Sl a
= 20 i .
S1122
L " ? 15
10 -
c
5 ce ce TH
- de de d L= de 5
d T = de de b
’ ; 0
PAC (uM) 20 BM NAA
+5 uM GA,

Slika 16. Uticaj PAC na embriogeni potencijal apikalnih odsecaka korenova spanaca. Eksplantati su gajeni na IMSE
(20 uM NAA + 5 uM GA;) uz dodatak 0-10 uM PAC (a, d, g) ili na medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA uz dodatak O-
10 uM PAC (b, e, h) tokom 12 nedelja. Za testiranje punog embriogenog potencijala grupe klijanaca kultivisanih na 20 uM
NAA + 0-10 uM PAC, postavljena je kontrola geneti¢ki identiénog materijala kultivisanog na IMSE bez PAC (¢, f, i). (a,
b, ¢) Frekvenca regeneracije. (d, e, f) Prose¢an broj SE. (g, h, i) EP indeks. Podaci predstavljaju srednje vrednosti +
standardna greska. Za svaki tretman su postavljene tri petri kutije sa po 10-15 eksplantata (n=30-45). Vrednosti na grafiku
oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu.

70



Koncetracija PAC u medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA je statisticki znacajno uticala na
prosecan broj SE po eksplantatu (p<0.001) i EP indeks (p<0.00007) kada je u medijumu bio dodat i
GA;3 (IMSE). U sluc¢aju kada u medijumu nije bio prisutan GAs, koncentracija PAC je sa jo§s vecom
statistickom znacajnoS$¢u uticala na prose¢an broj SE po eksplantatu (p<0.0000001) i EP indeks
(p<0.0000001).

Eksplantati linije S1122 kultivisani na IMSE bez PAC su regenerisali znacajno veci prosecan
broj SE po eksplantatu u odnosu na eksplantate Sl klijanca (17.74 £ 2.95, odnosno 8,58 + 2.23) (SI.
16d). Dodatak 1-2.5 uM PAC u IMSE je izazvao statistiCki znacajno povecanje broja SE po
eksplantatu linije S1122, da bi taj broj zatim bio nizi i priblizan kontroli pri 5-10 uM PAC (Sl. 16d). Za
razliku od linije S1122, za povecanje broja SE po eksplantatu Sl klijanaca je bila potrebna veca
koncentracija PAC, koja se kretala u opsegu 2.5-5 uM. I kod eksplantata Sl klijanaca prosec¢an broj SE
po eksplantatu je bio statisticki zna¢ajno nizi pri 10 uM PAC (SI. 16d). Dakle, najveéi prosecan broj
SE po eksplantatu i Sl klijanaca (21.95 £ 2.5) i linije SI1122 (34.57 = 2.72) je postignut kod eksplantata
kultivisanih na IMSE + 2.5 uM PAC (SI. 16d).

Kao $to je ve¢ receno, Sl eksplantati kultivisani na medijumu sa 20 uM NAA bez PAC nisu
regenerisali, dok su eksplantati linije S1122 regenerisali prosecno 3.55 + 0.46 SE po eksplantatu (SI.
16¢). Do porasta broja SE kod S1122 eksplantata je doslo tek kad je u medijum sa 20 uM NAA dodat
5uM PAC, a najveci proseCan broj SE po eksplatanatu ove linije je dobijen kod eksplantata
kultivisanih na medijumu sa 10uM PAC + 20 uM NAA (22.19 + 0.42, Sl. 12e). Za razliku od
eksplantata linije S1122, kod Sl eksplantata je doslo do statisticki znac¢ajanog porasta broja SE ve¢ pri
1 uM PAC, a najveci broj SE su regenerisali eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM PAC (8.25
+ 0.07, Sl. 12e), $to je znacajno veée i od broja SE kod Sl eksplatanata kultivisanih na IMSE (0.57 +
0.57, SI. 16f).

Zanimljivo je da je kod eksplantata linije SI122 kultivisanih na medijumu sa 20 uM NAA +
5 uM PAC, koja je ekvimolarna koncentraciji GA; u IMSE, dobijen prosecan broj SE (14.3 + 0.91)
priblizan prose¢nom broju SE (15.4 + 3.01) kod eksplatanata ove linije kultivisanih na IMSE (SI. 16e,
). Kao sto je i ocekivano, najvece vrednosti EP indeksa su imali eksplantati izolovani sa Sl klijanaca
(21.90 = 1.5) i linije SI1122 (34.57 + 2.72) kultivisani na IMSE + 2.5 uM PAC (Sl. 16g), dok su u
odsustvu GAgs najvece vrednosti EP indeksa od 4.54 + 1.71 za Sl klijance i 22.19 + 0.41 za liniju SI122
imali eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM PAC + 20 uM NAA (SI. 16h).

4.15. Trihostatin

Eksplantati kultivisani na medijumu bez BRR ili na medijumu sa 1 uM NAA ili 5 uM GAg nisu
regenerisali SE ni u prisustvu ni u odsustvu TSA, §to ukazuje da 0.1-5 pM TSA sam po sebi nije bio
dovoljan za indukciju somatske embriogeneze iz odse¢aka korenova spanaca i nije mogao u potpunosti
da zameni ni NAA ni GAs. Za razliku od navedenih, eksplantati kultivisani na medijumu sa
10 UM NAA + TSA su samo sporadi¢no regenerisali SE (S1. 17a-e), dok eksplantati kultivisani na
medijumu sa 20 uM NAA + TSA nisu regenerisali SE tokom 12 nedelja (SI. 17f-).

Eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM NAA su regenerisali SE sa frekvencom od
najvise 6.24 + 1.06% i prosec¢no 0.16 £ 0.05 SE po eksplantatu (Tabela 11). lako prisustvo TSA u
medijumu, u smislu koncentracije i duzine trajanja TSA tretmana, nije statisti¢ki znacajno uticalo na
embriogeni potencijal eksplantata, eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM NAA + TSA su
regenerisali sa ve¢om frekvencom 1 prose¢nim brojem SE po eksplantatu u odnosu na eksplantate
kultivisane na medijumu bez TSA (Tabela 11).
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Kontrolni eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM NAA, bez DMSO i TSA nisu
regenerisali SE, a t test je pokazao odsustvo statisticke zna€ajnosti izmedu kontrolne grupe eksplantata
kultivisanih na medijumu bez DMSO i svih eksplantata kultivisanim na ostalim tretmanima za
frekvencu regeneracije, broj SE po eksplantatu i EP indeks.
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Slika 17. Uticaj koncentracije trihostatina (TSA) u kombinaciji sa a-e) 10 uM NAA ili f-j) 20 uM NAA na indukciju
regeneracije somatskih embriona iz apikalnih odse¢aka korenova spanaca. TSA je primenjen u koncentraciji: a, f) 0 uM,
b, g) 0.1 uM, ¢, h) 0.5 uM, d, i) 1 pM ili e, j) 5 uM, a tretman je trajao 1 dan, posle ¢ega su eksplantati kultivisani na
medijumu bez TSA. TSA je rastvoren u DMSO, koji je u sve medijume dodat u koncentraciji 0.05%. Na sve tretmane je
postavljen geneticki identi¢an materijal (jedan koren po tretmanu sa svakog klijanca). Objekti su snimljeni posle 8 nedelja
kultivacije.
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Tabela 11. Uticaj trihostatina (TSA) na regeneraciju somatskih embriona iz apikalnih odse¢aka lateralnih korenova spanaca. Eksplantati su Kultivisani na medijumu sa
10 uM NAA + 0, 0.1, 0.5, 1 ili 5 uM TSA tokom 1, 7 ili 14 dana, a zatim su subkultivisani na medijum sa 10 uM NAA bez TSA. TSA je rastvoren u DMSO. Jedna
kontrolna grupa eksplantata je kultivisana na medijumu sa DMSO bez TSA, a druga na medijumu bez DM SO i TSA. Medijumi sa DMSO su sadrzali 0.05% DMSO. SE
su kvantifikovani posle 8 i 12 nedelja. Za svaki tretman je postavljeno 5 petri kutija sa po 6 eksplantata (n=30). Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti +
standardna greska. Za sve tretmane i kontrolu je kori$¢en geneticki jednak uzorak. Rezultati ANOVA su prikazani za nezavisne variable i njihovu interakciju.

DuZina TSA 8 nedelja 12 nedelja
tretmana Frekvenca . Frekvenca :
(dan) (M) regeneracije (%) B els = regeneracije (%) 21813 EP

tKontrola |0 0 0 0 0 0 0

bez DMSO
0 0 0 0 0.71£0.71 0.004 £ 0.004 0.022 £ 0.022
0.1 0 0 0 0.71£0.71 0.018 £0.018 0.089 + 0.089

1 0.5 0.71£0.71 0.012£0.012 0.061 + 0.061 5.93+£2.25 0.164 £ 0.046 0.499 + 0.387
1 0.71£0.71 0.004 £ 0.004 0.022 £ 0.022 2.81+£1.06 0.042 £0.020 0.106 £ 0.065
5 0.71£0.71 0.005 + 0.005 0.028 £0.028 2.81+£1.06 0.044 £0.021 0.111 £0.070
0 0.71£0.71 0.009 + 0.009 0.044 £0.044 0.71£0.71 0.021 £0.021 0.106 £ 0.106
0.1 0 0 0 0.71£0.71 0.015£0.015 0.078 £0.078

7 0.5 2.81+1.06 0.010 £ 0.005 0.028 £0.022 4.23+1.69 0.103£0.034 0.244 £ 0.165
1 0 0 0 6.24 £ 1.06 0.074 £0.024 0.189 £ 0.083
5 0 0 0 6.24 £ 1.06 0.055 £ 0.019 0.161 £ 0.097
0 0 0 0 2.81+£1.06 0.026 £0.013 0.067 £0.044
0.1 0 0 0 2.81+£1.06 0.020 £ 0.009 0.050 £ 0.031

14 0.5 0 0 0 2.81+£1.06 0.010 £ 0.005 0.028 £ 0.022
1 0.71+£0.71 0.004 £ 0.004 0.022 £ 0.022 6.24 £ 1.06 0.027 £ 0.009 0.050 £ 0.027
5 0 0 0 2.81+£1.06 0.019£0.010 0.050 £ 0.033

Duzina tretmana (A) NZ NZ NZ NZ NZ NZ

Koncentracija TSA (B) NZ NZ NZ NZ NZ NZ

AxB NZ NZ NZ NZ NZ NZ

NZ - nema statisticke zna¢¢ajnosti izmedu tretmana. I Kontrolni medijum je sarzao 10 uM NAA bez DMSO i TSA.
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Druga grupa kontrolnih eksplantata, kultivisanih na IMSE, je koriS¢ena za procenu
embriogenog potencijala konkretne grupe klijanaca koji su koriS¢eni za eksperiment, kao 1 za
poredenje rezultata razliCitih eksperimenata. Posmatrajuci kontrolne eksplantate kultivisane na IMSE,
eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 UM NAA + TSA su imali priblizan embriogeni potencijal
eksplantatima kultivisanim na medijumu sa 20 pM NAA + TSA (EP indeks 5.81+0.62, odnosno
6.65+1.29.

Kao $to se moze videti na SI. 17, eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM NAA su
formirali kratke lateralne korenove, koji su kalusirali, dok su eksplantati kultivisani na medijumu sa
20 uM NAA obilnije proliferirali i formirali kalus sa malim brojem kratkih lateralnih korenova.

Kombinacije NAA+GA3+TSA su izazvale efikasniju indukciju somatske embriogeneze. Za
razliku od prethodnih, eksplantati kultivisani na medijumu sa 1 pM NAA + 5 UM GA; su se znacajno
izduzili i formirali veliki broj lateralnih korenova u prisustvu 0-1 uM TSA, dok su se u prisustvu
5 UM TSA eksplantati samo neznatno izduzili i u oblasti apikalnog meristema korena formirali Zuto-
zelena zadebljanja. SE su regenerisali iz apikalnog regiona korenova (SI. 18).

Slika 18. Regeneracija somatskih embriona iz apikalnih odsedaka korenova spanaca kultivisanih na medijumu sa
1 uM NAA + 5 uM GA; + 1 pM TSA tokom 7d, a zatim subkultivisanih na medijum istog sastava bez TSA tokom jos$ 3
nedelje.

Pri kombinaciji 1 uM NAA + 5 pM GA; + TSA, najveci procenat embriogenih eksplantata je
bio 10.22 + 2.19, sa najvise 0.094 + 0.017 SE po eksplantatu posle 12 nedelja kultivacije, dok su za
isto vreme kontrolni eksplantati kultivisani na IMSE bez DMSO regenerisali sa frekvencom 86.54 +
1.02% 1 prosecno 6.92 +0.09 SE po eksplantatu. DuZina TSA tretmana (p<0.05) je statisticki znacajno
uticala na frekvencu regeneracije i broj SE po eksplantatu, dok koncentracija TSA nije statisti¢ki
znacajno uticala na ove dve variable (Tabela 12). Najvecée vrednosti frekvence regeneracije i proseénog
broja SE po eksplantatu su dobijene posle 7 dana izlaganja 1 uM TSA. Zanimljivo je da su frekvenca
regeneracije 1 broj SE po eksplantatu bili veci 1 kod eksplantata koji nisu bili izlozeni TSA, ali su bili
izlozeni dejstvu DMSO tokom 7 dana, Sto ukazuje da je DMSO, koji je koris¢en kao rastvara¢ TSA,
takode uticao na povecanje embriogenog potencijala eksplantata (Tabela 12). | pored uticaja DMSO,
vrednosti frekvence regeneracije i prose¢nog broja SE po eksplantatu su bile vece kod eksplantata koji
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su bili izlozeni dejstvu TSA, Sto ukazuje na njegovo stimulativno dejstvo na proces somatske embriogeneze iz odsecaka korenova spanaca
(Tabela 12).

Tabela 12. Uticaj trihostatina (TSA) na regeneraciju somatskih embriona iz apikalnih odse¢aka lateralnih korenova spanaca. Eksplantati su kultivisani na medijumu sa
1 uM NAA + 5uM GA3 + 0, 0.1, 0.5, 1 ili 5 uM TSA tokom 1, 7 ili 14 dana, a zatim su subkultivisani na medijum sa 1 uM NAA + 5 uM GA3 bez TSA. TSA je
rastvoren u DMSO. Jedna kontrolna grupa eksplantata je kultivisana na medijumu sa DMSO bez TSA, a druga na medijumu bez DMSO i TSA. Medijumi sa DMSO su
sadrzali 0.05% DMSO. SE su kvantifikovani posle 8 i 12 nedelja Za svaki tretman je postavljeno 5 petri kutija sa po 6 eksplantata (n=30). Vrednosti u tabeli
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Za sve tretmane i kontrolu je kori§¢en geneti¢ki jednak uzorak. Slova oznacavaju statisti¢ku znacajnost izmedu
tretmana u okviru jedne kolone, ne uzimajuéi u obzir kontrole eksplantate kultivisane na medijumu bez DMSO. Vrednosti oznacene istim slovom nisu statisticki
znadajno razli¢ite prema LSD testu. Zvezdice oznacavaju statistiCku znadajnost tretmana u odnosu na kontrolne eksplantate kultivisane na medijumu bez DMSO,

odredenu prema t testu za zavisne uzorke pri cemu je: *p<0.05. Rezultati ANOVA su prikazani za nezavisne variable i njihovu interakciju.

tDltliina — 8 nedelja 12 nedelja
e Frekvenca - Frekvenca .
(dan) (M) regeneracije (%) S 83 27 regeneracije (%) 2l els 27
iKontrola | 0 0 0 0 0 0 0
bez DMSO
0 0.71+£0.71 ab 0.003 + 0.003 ab 0.017 £0.017 2.81+1.06 ab 0.006 + 0.003 ab 0.006 = 0.006
0.1 Ob Ob 0 4.23+1.69ab 0.046 + 0.018 ab 0.183+0.176
1 0.5 0.71+£0.71 ab 0.005 + 0.005 ab 0.028 £ 0.028 0.71+0.71ab 0.007 + 0.007 ab 0.033 £0.033
1 Ob Ob 0 Ob Ob 0
5 Ob Ob 0 Ob Ob 0
0 4.23+1.69ab 0.036 +0.011 ab 0.105 £ 0.086 4.23+1.69ab 0.058 + 0.014 ab 0.122 £ 0.097
0.1 2.81+1.06ab 0.006 + 0.003 ab 0.017 £0.011 8.25+ 153 ab 0.049 + 0.013 ab 0.083 £ 0.037
7 0.5 2.81+1.06ab 0.045+£0.014 a 0.072 £ 0.054 6.24 £ 1.06 ab 0.038 +0.012 ab 0.067 = 0.032
1 6.24+1.06a 0.033+£0.010 ab 0.045 + 0.027 10.22+2.19a 0.094+0.017a* 0.222 +£0.175
5 0.71+£0.71 ab 0.005 + 0.005 ab 0.033 £0.075 6.24 £ 1.06 ab 0.030 + 0.009 ab 0.050 = 0.020
0 0.71+£0.71 ab 0.005 + 0.005 ab 0.028 £ 0.028 2.81+£1.06 ab 0.009 + 0.004 ab 0.022 £0.013
0.1 1.50 + 1.50 ab 0.020 + 0.010 ab 0.100 £ 0.100 4.23+1.69ab 0.036 + 0.012 ab 0.106 = 0.076
14 0.5 2.81+1.06ab 0.010 + 0.005 ab 0.028 £ 0.022 4.23+1.69ab 0.027 + 0.009 ab 0.072 £ 0.046
1 0.71+£0.71 ab 0.005 + 0.005 ab 0.028 £ 0.028 2.81+£1.06 ab 0.010 + 0.005 ab 0.028 £ 0.022
5 Ob Ob 0 0.71+0.71ab 0.003 +0.003 ab 0.017 £0.017
DuZina tretmana (A) 0.036716 0.032307 NZ 0.043790 0.030168 NZ
Koncentracija TSA (B) NZ NZ NZ NZ NZ NZ
AxB NZ NZ NZ NZ NZ NZ

NZ - nema statistiCke znac¢¢ajnosti izmedu tretmana. § Kontrolni medijum je sarzao 1 uM NAA + 5 uM GA; bez DMSO
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S obzirom na pozitivno dejstvo DMSO na somatsku embriogenezu, embriogeni potencijal
eksplantata je uporeden sa kontrolnim eksplantatima kultivisanim na medijumu istog sastava bez
DMSO i TSA. Kontrolni eksplantati nisu regenerisali SE, a t test za zavisne uzorke je pokazao
statisticku znacajnost (p<0.05) samo izmedu kontrolnih eksplanta 1 eksplantata kultivisanih na
medijumu sa 1 pM TSA tokom 7 dana (Tabela 12). Ova znacajnost se odnosi samo na broj SE po
eksplantatu, dok frekvenca regeneracije 1 EP indeks nisu bili statisticki znacajno razli¢iti izmedu
kontrolne grupe i grupa eksplantata izlozenih ostalim tretmanima.

Eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM NAA + 5 UM GA; + TSA su imali znatno veci
embriogeni odgovor u odnosu na eksplantate kultivisane na medijumu sa 1 uM NAA + 5 pM GA3 +
TSA. Procenat eksplantata koji su regenerisali SE je ve¢ posle 8 nedelja kultivacije dostizao i do
95.77% (Tabela 13). Na ovu promenljivu je statisticki znacajno uticala duzina TSA tretmana, dok
koncentracija TSA u medijumu u okviru jednog vremenskog tretmana nije znaCajno uticala na
frekvencu regeneracije SE. Najvecu frekvencu regeneracije su imali eksplantati kultivisani na
medijumu sa 0.1 uM TSA tokom 14 dana. Medutim, frekvenca regeneracije eksplantata kultivisanih na
medijumu sa i bez TSA nije bila statisti¢ki znacajno razlicita, Sto ukazuje i na znacajan pozitivan uticaj
DMSO na indukciju somatske embriogeneze. Prisustvo TSA u niZim koncentracijama je takode
doprinelo povecanju frekvence regeneracije, dok je 5 UM TSA uticao inhibitorno na somatsku
embriogenezu pri duzim tretmanima. Ova koncentracija TSA je imala stimulativni efekat pri tretmanu
od 24 h. Broj SE posle 8 nedelja medu eksplantatima koji su bili kultivisani na medijumu sa TSA
tokom 24h je takode bio najveéi kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa 5 UM TSA, da bi broj SE
bio znacajno veéi kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa TSA tokom 7 i 14 dana, osim kod onih
koji su bili kultivisani na medijumu sa 5 UM TSA (Tabela 13). Na broj SE po eksplantatu, zna¢ajno su
uticali duzina tretmana i koncentracija TSA, kao i njihova interakcija. Najveci broj SE po eksplantatu
posle 8 nedelja kultivacije je dobijen kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa 0.1 uM TSA tokom
7 odnosno 14 dana (7.64, odnosno 6.80 SE). Sli¢no tome, EP indeks je bio najve¢i za eksplantate
kultivisane 7 dana na medijumu sa 0.1 uM TSA (Tabela 13). Na EP indeks su takode znacajno uticali
duzina tretmana i koncentracija TSA, kao i njihova interakcija (Tabela 13).

Posle 12 nedelja kultivacije, frekvence regeneracije eksplantata izlozenih svim tretmanima su
bile visoke, u opsegu 70-97%, i duzina tretmana i koncentracija TSA nisu znacajno uticali na
frekvencu regeneracije 1 EP indeks, dok je na prosecan broj SE po eksplantatu znacajno uticala samo
duzina TSA tretmana. Najvec¢i proseCan broj SE po eksplantatu (10.25 + 0.09) su i dalje imali
eksplantati kultivisani na medijumu sa 0.1 UM TSA tokom 7 dana (Tabela 13).

Na Sl. 19 je prikazan geneticki identican biljni materijal izloZzen svim tretmanima. Ovi
eksplantati su izolovani sa 6 klijanaca, a po jedan koren svakog od njih je postavljen istim redosledom
na svaki medijum 1 kontrolu. Uoc€ljivo je da se broj SE povecava sa duzinom TSA tretmana u okviru
jedne koncentracije TSA. U slucaju jednodnevnog TSA tretmana, broj SE se povetao sa
koncentracijom TSA, dok je pri duzim tretmanima broj SE bio ve¢i kod eksplantata kultivisanih na
medijumu sa niZim koncentracijama TSA, da bi opao kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa
1 uM i 5 uM TSA. Rezultati prikazani na Sl. 19 su u potpunoj saglasnosti sa rezultatima prikazanim u
Tabeli 13. Osim toga, na Sl. 19 se moze uociti da eksplantati konzistentno odgovaraju na svim
tretmanima, tj. isti eksplantati daju najve¢i broj SE na svim tretmanima, ilustruju¢i time veliku
varijabilnost izmedu jedinki ukljucenih u eksperiment.

Kontrolni eksplantati kultivisani na medijumu sa 10 uM NAA + 5 uM GA3; bez DMSO i TSA
su imali vrlo nizak embriogeni potencijal (EP=0.27+£0.08). Svi parametri, frekvenca regeneracije,
prosecan broj SE po eksplantatu i EP indeks, su bili statisticki znac¢ajno veci za eksplantate kultivisane
na medijumu sa DMSO (Tabela 13). (Nivo znacajnosti izmedu kontrole bez DMSO 1 ostalih grupa
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eksplantata je oznaCen zvezdicama u Tabeli 13). Ovo se sa najvec¢im nivoom znacajnosti (p<0.0001)
odnosi na prose¢an broj SE po eksplantatu.

Grupa klijanaca nasumicno izabrana za ovaj eksperiment je imala nizi embriogeni potencijal od
prethodnih grupa. Kontrolni eksplantati, kultivisani na IMSE bez DMSO, su imali EP indeks samo
1.49+0.48 posle 12 nedelja kultivacije, dok se EP indeks eksplantata kultivisanih na medijumu sa
10 UM NAA + 5 uM GA3; + TSA kretao u opsegu od 4.80 do 10.79. Dakle, visok embriogeni
potencijal eksplantata se moze pripisati kako pozitivnom dejstvu DMSO i TSA, tako i odnosu NAA i
GA3 u medijumu.

Kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa 20 uM NAA + 5 UM GA3 + TSA (IMSE + TSA),
na frekvencu regeneracije, prosecan broj SE po eksplantatu i1 EP indeks znacCajno je uticala samo
duzina TSA tretmana (Tabela 14). Za razliku od prethodne grupe eksplantata, kultivisanih na
medijumu sa 10 uM NAA, kod ovih eksplantata je TSA tretman u trajanju od samo 24 h bio dovoljan
za dostizanje visokog embriogenog potencijala (Tabela 14, Sl. 20). Statisticki zna¢ajna razlika izmedu
kontrolnih eksplantata i eksplantata kultivisanih na istom medijumu bez TSA jo$ jednom ukazuje na
znacajnu pozitivnu ulogu DMSO u indukeiji procesa somatske embriogeneze. Naime, jedina razlika u
kultivaciji ovih eksplantata je u odsustvu DMSO u kontrolnom medijumu. U odnosu na eksplantate
kultivisane na kontrolnom medijumu, samo su eksplantati kultivisani tokom 24 h ili 7 dana na
medijumu sa TSA imali statisticki znac¢ajno ve¢i embriogeni potencijal od kontrolnih eksplantata, dok
su ecksplantati izlozeni TSA tokom 14 dana imali tek neznatno veci embriogeni potencijal od
kontrolnih eksplantata, Sto ukazuje na izostanak pozitivhog dejstva DMSO 1 TSA na indukciju
somatske embriogeneze pri duzem tretmanu.

Sa Sl. 20 je prikazan geneti¢ki identi¢an biljni materijal izlozen svim tretmanima. Rezultati
prikazani na SI. 20 su u potpunoj saglasnosti sa rezultatima prikazanim u Tabeli 13. Kao i u
prethodnom slucaju, jasno je uocljiva varijabilnost biljnog materijala.

Ova grupa klijanaca je imala ve¢i EP indeks posle 12 nedelja kultivacije (5.81 £ 1.29) od grupe
Klijanaca kori¢ene za prethodni eksperiment (1.49+0.48), tako da se nesto veci embriogeni potencijal
moze pripisati 1 nesto vecoj geneti¢koj predispoziciji ovih klijanaca prema regeneraciji SE.

Eksplantati kultivisani u odsustvu DMSO su imali i do 2.5 puta manji EP indeks (Tabela 14),
ali je nivo znacajnosti izmedu prosecnog broja SE kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa 1 bez
DMSO bio znacajno nizi (p<0.01) u odnosu na prethodnu grupu.
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Tabela 13. Uticaj trihostatina (TSA) na regeneraciju somatskih embriona iz apikalnih odse¢aka lateralnih korenova spanac¢a. Eksplantati su kultivisani na medijumu sa
10 uM NAA + 5 uM GA; + 0, 0.1, 0.5, 1 ili 5 uM TSA tokom 1, 7 ili 14 dana, a zatim su subkultivisani na medijum sa 10 uM NAA + 5 uM GA; bez TSA. Jedna
kontrolna grupa eksplantata je kultivisana na medijumu sa DMSO bez TSA, a druga na medijumu bez DMSO i TSA. Medijumi sa DMSO su sadrzali 0.05% DMSO. SE
su kvantifikovani posle 8 i 12 nedelja Za svaki tretman je postavljeno 5 petri kutija sa po 6 eksplantata (n=30). Vrednosti u tabeli predstavljaju srednje vrednosti +
standardna greska. Za sve tretmane i kontrolu je koriS¢en geneticki jednak uzorak. Slova oznacavaju statisticku znacajnost izmedu tretmana u okviru jedne kolone, ne
uzimajuéi u obzir kontrolne eksplantate kultivisane na medijumu bez DMSO. Vrednosti oznadene istim slovom nisu statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite prema LSD testu.
Zvezdice oznacavaju statisticku znacajnost tretmana u odnosu na kontrolne eksplantate kultivisane na medijumu bez DMSO, odredenu prema t testu za zavisne uzorke,
pri cemu je: *p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001. Rezultati ANOVA su prikazani za nezavisne variable i njihovu interakciju

DuZina —. 8 nedelja 12 nedelja
tretmana Frekvenca . Frekvenca .
(dan) M) regeneracije (%) ) $E = regeneracije (%) Brj SE EP
iKontrola 0 19.18 £ 1.42 0.074 £ 0.009 0.10+0.04 36.09 £ 0.46 0.23+0.01 0.27 £ 0.08
bez DMSO
0 44,99 + 4,06 de * 1.55+0.07¢c *** 2.35+0.85d 72.19+3.71 bc 3.97 £ 0.09 cd *** 550+1.76b*
0.1 36.73+£7.02¢ 1.57+£0.08 ¢c ** 3.14+1.49 cd 79.39 + 3.65 abc 4,76 £ 0.11 bed *** 7.85+1.99ab*
1 0.5 50.0 + 1.61 cde * 158 £0.07 ¢ *** 266+ 152d 78.47 +2.39abc* | 6.50+0.13 abcd *** | 8.45+246ab*
1 50.0 + 1.61 cde 1.35+0.07¢c ** 218+1.14d 70.74£047c* 3.90+0.09d *** 480+141b*
5 72.19 + 2.69 bed * 3.34 + 0.09 bc *** 4,74 + 1.83 bed 89.48 +1.93abc* | 6.24 +0.08 abcd *** | 7.62+2.32ab*
0 77.53 £0.53 abcd *** | 5,74 + 0.08 ab *** 6.36 + 1.03 abc ** 89.77+2.19abc* | 6.82+0.06 abcd *** | 7.58 £ 2.02 ab *
0.1 83.3+0ab ** 7.64+£0.10a *** 8.75+1.44 a ** 83.3+0 abc™* 10.25 £ 0.09 a *** 10.79 £ 0.97 a ***
7 0.5 73.79 £ 0.22 abcd * 6.04 + 0.11 ab *** 6.62 + 0.66 ab *** 8120+ 1.71abc* | 8.21+0.11 ab *** 8.79 + 0.97 ab ***
1 73.79 £ 0.22 abcd ** 5.37 + 0.10 ab *** 6.03 + 0.49 abc *** 80.82+1.42abc* | 7.79 £ 0.11 abc *** 8.48 +1.15ab **
5 67.15 + 0.33 bcde * 1.99 £ 0.06 ¢ *** 245+ 0.34d** 83.78 + 1.26 abc * | 6.01 +0.09 abcd *** | 6.77 £ 0.92 ab **
0 83.3+0ab ** 5.39 + 0.06 ab *** 5.60 + 0.83 abc ** 89.08 + 0.71 abc | 6.04 +0.05 abcd *** | 6.46 £ 0.73 b ***
**
0.1 9577+ 169a~>* | 6.80%005a~* | 7.62%139ab* 9719 106a ** | 7.21 * 004 abcd | 7.89 = 1.11ab
*kkkx
14 05 8031%015abc ** | 6.41£008ab*** | 7.11£0.99ab ** 89.08 + 0.71 abc | 7.12 % 0.06 abcd *** | 7.69  0.65 ab ***
**
1 80.82 + 1.42 abc * 5.90 + 0.08 ab *** 6.31 + 0.60 abc ** 95.7 +1.69 ab ** 732 + 0.05 abcd | 8.06+1.54ab**
*kkk
5 53.88 + 0.77 bede 157£007c* | 241+146d 8120+ 1.71abc * | 5.85+008abcd ** | 6.23%0.75b **
DuZina tretmana (A) 0.000270 P=0.000000 0.000089 NZ 0.010788 NZ
Koncentracija TSA (B) NZ P=0.026157 0.017941 NZ NZ NZ
AxB NZ P=0.006482 0.031765 NZ NZ NZ

NZ - nema statistiCke znac¢¢ajnosti izmedu tretmana. § Kontrolni medijum je sarzao 10 uM NAA + 5 uM GA; bez DMSO i TSA.

78



1 dan 7 dana 14 dana

10 uM NAA

Slika 19. Uticaj koncentracije i duZine tretmana trihostatinom (TSA) u kombinaciji sa 10 uyM NAA + 5uM GA; na
indukciju regeneracije somatskih embriona iz apikalnih odsecaka korenova spanaca. TSA je primenjen u koncentraciji:
a,f,k) 0 uM, b,g,l) 0.1 uM, c,h,m) 0.5 uM, d,i,n) 1 pM ili e,j,0) 5 UM, a tretman je trajao: a-e) 1 dan, f-j) 7 dana ili k-
0) 14 dana, posle ¢ega su eksplantati kultivisani na medijumu bez TSA. TSA je rastvoren u DMSO. U sve medijume je
dodat 0.05% DMSO. Na sve tretmane su istim redosledom postavljeni korenovi izolovani sa 6 klijanaca (jedan koren
izolovan sa jednog klijanca po tretmanu). Objekti su snimljeni posle 8 nedelja kultivacije.
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Tabela 14. Uticaj trihostatina (TSA) na regeneraciju somatskih embriona iz apikalnih odse¢aka lateralnih korenova spanaca. Eksplantati su kultivisani na medijumu sa
20 uM NAA + 5 uM GA3 + 0, 0.1, 0.5, 1 ili 5 uM TSA tokom 1, 7 ili 14 dana, a zatim su subkultivisani na medijum sa 20 uM NAA + 5 uM GA; bez TSA. TSA je
rastvoren u DMSO. Jedna kontrolna grupa eksplantata je kultivisana na medijumu sa DMSO bez TSA, a druga na medijumu bez DMSO i TSA. Medijumi sa DMSO su
sadrzali 0.5pul/ml DMSO. SE su kvantifikovani posle 8 i 12 nedelja Za svaki tretman je postavljeno 5 petri kutija sa po 6 eksplantata (n=30). Vrednosti u tabeli
predstavljaju srednje vrednosti = standardna greska. Za sve tretmane i kontrolu je koriS¢en geneticki jednak uzorak. Slova oznaCavaju statisticku znacajnost izmedu
tretmana u okviru jedne kolone, ne uzimajuéi u obzir kontrole eksplantate kultivisane na medijumu bez DMSO. Vrednosti oznacene istim slovom nisu statisticki
znadajno razli¢ite prema LSD testu. Zvezdice oznacavaju statisticku znacajnost tretmana u odnosu na kontrolne eksplantate kultivisane na medijumu bez DMSO,

odredenu prema t testu za zavisne uzorke, pri ¢emu je: *p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001. Rezultati ANOVA su prikazani za nezavisne variable i njihovu interakciju.
NZ - nema statistiGke znac¢¢ajnosti izmedu tretmana. § Kontrolni medijum je sarzao 20 uM NAA + 5 uM GA; bez DMSO i TSA.

e 8 nedelja i
t::’ltlrznl;sa (-Li/?) Frekvenca . Frekvenca - n.edelja
(dan) regeneracije (%) Broj SE EP regeneracije (%) Brj SE EP
tKontrol | O 67.15+£0.33 3.72+0.10 482+1.76 77.53 £ 0.53 5.24 £0.07 5.81+£1.29
a bez
DMSO
0 74.21 £ 0.54 6.58 £ 0.16 ab 8.58 +2.24 ab 97.19 1.06 * 11.01 £ 0.07 abc ** | 12.49 + 2.60 abc*
0.1 82.07 £ 3.25 7.51 +0.14 abcd 8.57+1.90 ab 89.08 0.71 12.06 £ 0.09 a ** 12.61 +1.25abc *
1 0.5 83.78+ 1.26 * 7.87+t0.16a* 1084+ 3.44a* 93.75 1.06 12.24 +0.09 a ** 1371270 a**
1 84.95+ 3.05 6.56 + 0.14 abcd 9.25+3.35ab 84.13 1.54 10.94+0.12 abc * 12.27 + 2.53 abcd *
5 74.21 £ 0.54 4.50 + 0.16 abcde 6.66 + 2.04 abc 93.75 1.06 9.61+0.09 abc * 11.22 + 2.00 abcd *
0 64.37 £ 1.08 5.94 + 0.17 abcd 7.81 +2.38 abc 93.75 1.06 11.51+£0.10 ab ** 13.29 + 3.23 abc
0.1 81.20+ 1.71 7.67+011a 9.03+2.57ab 89.08 0.71 1252 +0.10 a ** 13.56 + 2.44 ab *
7 0.5 60.61 + 0.81 5.45 + 0.17 abcd 7.44 + 2,56 abc 97.19 1.06 * 13.08 +0.10 a ** 1510+ 264a*
1 71.76 £ 2.38 7.06 +0.17 abc 9.23+3.49 ab 86.54 1.02 12.27+0.12 a** 13.71+282a
5 73.79 £0.22 5.29 + 0.15 abcd 7.32 + 2.04 abc 93.75 1.06 9.51+0.12 abc * 11.52 + 1.83 abcd
0 63.91+ 0.46 2.49 +0.09 de 3.43+1.20 bc 83.3 0 6.46 + 0.08 bcd 7.30 + 1.20 bed
0.1 64.37 £ 2.11 2.49 +0.08 de 3.64+1.48 bc 81.60 2.28 6.10 + 0.09 cd 7.43 +1.98 bcd
14 0.5 78.47 £ 2.10 2.75 + 0.07 cde 3.55+1.12bc 89.48 1.93 6.46 + 0.08 bcd 7.40 + 1.64 bed
1 78.07 £ 1.81 3.13 + 0.08 bcde 4,15 +1.40 bc 83.78 1.26 6.31+0.09 cd 7.23+1.28cd
5 56.79 £ 0.46 144+005e* 1.83+045¢c 78.47 3.41 4.65+0.08d 6.04+1.83d
DuZina tretmana (A) NZ P=0.000004 0.000519 NZ 0.000000 0.000044
Koncentracija TSA (B) NZ P=0.516835 NZ NZ NZ NZ
AxB NZ P=0.989400 NZ NZ NZ NZ
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Slika 20. Uticaj koncentracije i duzine tretmana trihostatinom (TSA) u kombinaciji sa 20 uM NAA + 5puM GA; na
indukciju regeneracije somatskih embriona iz apikalnih odsecaka korenova spanaca. TSA je primenjen u koncentraciji:
a,f,k) 0 uM, b,g,1) 0.1 uM, c,h,m) 0.5 uM, d,i,n) 1 uM ili e,j,0) 5 uM, a tretman je trajao: a-e) 1 dan, f-j) 7 dana ili k-
0) 14 dana, posle ¢ega su eksplantati kultivisani na medijumu bez TSA. TSA je rastvoren u DMSO. U sve medijume je
dodat 0.05% DMSO. Na sve tretmane su istim redosledom postavljeni korenovi izolovani sa 6 klijanaca (jedan koren
izolovan sa jednog Kklijanca po tretmanu). Objekti su snimljeni posle 8 nedelja kultivacije.
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4.1.6. Svetlost

Kako bi se ispitalo koji deo vidljivog spektra svetlosti utice na pokretanje procesa somatske
embriogeneze, apikalni odsecci korenova Sl klijanaca su kultivisani u mraku ili u uslovima osvetljenja
Fl ili LED lampi. Eksplantati koji su bili kultivisani u mraku ili pod R LED svetlo$¢u nisu regenerisali
SE tokom c¢itavog perioda kultivacije od 8 nedelja i morfoloski se medusobno nisu mogli razlikovati

(SI. 21a,b). Do proliferacije i regeneracije SE je doslo u eksplantatima koji su bili izlozeni dejstvu FL,
W i B LED svetlosti (SI. 21c,d,e).

Slika 21. Indukcija somatske embriogeneze iz apikalnih odsecaka korenova spanaca gajenih na IMSE tokom 8 nedelja u

mraku ili pod svetlo$¢u fluorescentnih lampi (FL) ili LED panela. a) Mrak. b) R LED svetlost. c) Fl svetlost. d) W LED
svetlost. ) B LED svetlost.
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Slika 22. Uticaj svetlosti razli¢itih talasnih duzina na embriogeni potencijal apikalnih odsecaka korenova spanaca
kultivisanih na IMSE tokom 8 nedelja u mraku ili pod svetlos¢u FL ili LED lampi. (a) Frekvenca regeneracije. (b) Prosecan
broj SE po eksplantatu. (c) EP indeks. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska. Za svaki tretman su
postavljene tri petri kutije sa po 15 fragmenta korenova (n=45). M-mrak, R-crvena LED svetlost, FL- svetlost
fluorescentnih lampi, W-bela LED svetlost, B-plava LED svetlost. Vrednosti na grafiku oznaCene istim slovima nisu
statisticki znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.

83



Kvalitet svetlosti je statisticki znaCajno uticao na frekvencu regeneracije (p<0.000001),
prosecan broj SE po eksplantatu (p<0.000003) i EP indeks (p<0.002) (SI. 22a, b, ¢). Najvecu efikasnost
regeneracije su imali eksplantati koji su bili gajeni pod B LED svetlos¢u, sa frekvencom regeneracije
koja je iznosila 57.85% + 0.36 (Sl. 22a), prose¢nim brojem SE od 5.02 £ 0.04 (SI. 22b) i EP indeksom
2.9 £ 0.77 (SI. 22c). Embriogeni potencijal eksplantata (izrazen kroz frekvencu regeneracije, prosecan
broj SE po eksplantatu i EP indeks) kultivisanih pod FL i W LED svetlos¢u se nije statisti¢ki znacajno
razlikovao (SI. 223, b, ¢).

4.3. Analiza ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam giberelina u
eksplantatima tokom indukcije somatske embriogeneze

Da bi se utvrdilo kolika veli¢ina eksplantata je pogodna za analizu ekspresije gena koji kodiraju
klju¢ne enzime za biosintezu (GA20-ox1 i GA3-0x1) i inaktivaciju (GA2-0x1, GA2-0x2 i GA2-0x3)
GA, najpre je analizirana ekspresija ovih gena u apikalnim odsec¢cima korenova duzine 1 cm ili 1 mm.
Ekspresija svih navedenih gena je bila neSto veéa u eksplantatima duzine 1 mm, ali te razlike nisu bile
statisticki znacajne u odnosu na ekspresiju odgovaraju¢ih gena u eksplantatima duzine 1 cm (Sl. 23). Iz
prakti¢nih razloga, radi lakSe izolacije eksplantata, u svim daljim eksperimentima ekspresija navedenih
gena je analizirana u eksplantatima duzine 1cm.
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Slika 23. Ekspresija SOGA20-0x1, S0GA3-0x1, SOGA2-0x1, SOGA2-0x2 i SOGA2-0x3 u apikalnim odse¢cima korenova
veli¢ine lem ili 1 mm. Eksplantati su izolovani sa 15 nasumicno odabranih klijanaca iz populacije, nakon Cega Ssu
zamrznuti u teénom azotu. Kao kalibrator su koris¢eni eksplantati veli¢ine 1 cm. EKspresija je normalizovana u odnosu na
ekspresiju gena za a-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greSka tri
biolo$ka ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. StatistiCka znacajnost je odredena t-testom za zavisne uzorke. NS -
nema statisticki znacajnih razlika.

Profil ekspresije gena koji kodiraju kljuéne enzime za metabolizam GA je pracen tokom 4
nedelje u eksplantatima kultivisanim na IMSE, medijumu bez BRR ili medijumu koji je od BRR
sadrzao 20 uM NAA ili 5 uM GAg3. U preliminarnim istrazivanjima ekspresija ovih gena je analizirana
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na 4h tokom 24h (pocev od momenta izlaganja eksplantata svetlosti), kao i1 posle 72h, 7, 14, 21 i 28
dana. Posto nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji ovih gena tokom prva 72h, u daljem radu analiza je
vrsena posle 1, 7, 14 i 28 dana.

20 uM NAA

Slika 24. Eksplantati korenova kultivisani na medijumu koji je sadrzao (a,b) 20 uM NAA, (c, d) 20 uM NAA + 5 uM GA;,
(e) 5 uM GAg; ili (f) bez BRR tokom 8 nedelja. Bar: a, c,e,f=1cm, b, d =1 mm.
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U kontrolnim eksplantatima, koji su paralelno postavljeni za klasi¢cnu kvantifikaciju
embriogenog potencijala eksplantata koriS¢enjem geneticki identicnog biljnog materijala, do
proliferacije ¢elija korena i formiranja SE nije doSlo na eksplantatima kultivisanim na medijumu bez
BRR i1 medijumu koji je sadrzao 5 pM GA3 uprkos tome §to je analiza izvrSena na velikom uzorku
(120 jedinki, sa po 15-20 eksplantata) tokom 12 nedelja kultivacije (SI. 24 e, f). Eksplantati kultivisani
na medijumu sa 20 uM NAA su proliferisali u zna¢ajnoj meri, ali su regenerisali SE sa vrlo niskom
frekvencim regeneracije (0.42 £ 0.42) i prose¢nim brojem SE (0.003 = 0.001, Sl. 23a,b), dok je najveca
frekvenca regeneracije (82.48 £ 1.14%) i prosecan broj SE (8.78 = 0.05) dobijen na eksplantatitma
kultivisanim na IMSE (SI. 24c,d).

Ekspresija SOGA20-0x1 u eksplantatima kultivisanim na medijumu bez BRR je ve¢ posle 24h
bila vec¢a u odnosu na kontrolu, eksplantate koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zamrznuti u te€nom
azotu (Sl. 25). Tokom celokupnog perioda od 4 nedelje ekspresija ovog gena je bila na slicnom nivou.
U eksplantatima kultivisanim na medijumu koji je sadrzao 5 uM GAgs, ekspresija je najpre bila
statisticki zna€ajno niza u odnosu na kontrolu 24h nakon izolacije eksplantata, da bi posle 7 dana bila
statisticki znacajno veca od kontrole (SI. 25). Ovaj trend porasta ekspresije ovog gena se nastavio i
posle 14 1 28 dana. Slicno tome, u eksplantatima kultivisanim na medijumu koji je sadrZao
20 uM NAA, ekspresija GA20-0x1 je bila statisti¢ki znacajno niza u odnosu na kontrolu, da bi posle 14
1 28 dana bila znacajno veca od kontrole (Sl. 25). Konacno, u eksplantatima kultivisanim na IMSE,
ekspresija SOGA20-0x1 je tokom celokupnog perioda od 28 dana bila statisti¢ki znac¢ajno niza u odnosu
na kontrolu (SI. 25).
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Slika 25. Ekspresija SOGA20-0x1 u apikalnim odse¢cima korenova kultivisanim tokom 1, 7, 14 ili 28 dana na IMSE
(20 uM NAA + 5 uM GA3), medijumu bez BRR ili na medijumu koji je sadrzao 5 uM GAgz ili 20 uM NAA. Kao kalibrator
su koris¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Ekspresija je normalizovana u
odnosu na ekspresiju gena za a-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna
greSka tri bioloSka ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznacene istim slovima nisu
statisticki znacajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu.

86



Ekspresija SOGA3-0x1 je u eksplantatima kultivisanim na medijumu bez BRR bila ve¢ posle
24h, kao 1 tokom celokupnog eksperimenta, statisticki znacajno veca u odnosu na kontrolu (SI. 26).
Ekspresija ovog gena je u eksplantatima kultivisanim na medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA bila
znacajno niza od kontrole tokom prvih 7 dana, da bi zatim posle 14 1 28 dana bila vec¢a od kontrole (SI.
26). U eksplantatima kultivisanim na IMSE ili na medijumu koji je sadrzao 5 uM GAgs, ekspresija
SoGA3-0x1 je bila tokom celog eksperimenta statisticki znacajno niza od kontrole (S1. 26). Medutim,
kod ove dve grupe uzoraka nivo ekspresije S0OGA3-oxl se razlikovao. Dok je u eksplantatima
kultivisanim na medijumu koji je sadrzao 5 uM GAg; nivo ekspresije SOGA3-0x1 znacajno padao iz
nedelje u nedelju, u eksplantatima kultivisanim na IMSE nivo ekspresije SOGA3-0x1 je najpre padao i
bio nizi nego u prethodnoj grupi eksplantata, da bi zatim posle 14 i 28d pad ekspresije bio znacajno
manji nego u prethodnoj grupi (Sl. 26).
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Slika 26. Ekspresija SOGA3-0x1 u apikalnim odse¢cima korenova kultivisanim tokom 1, 7, 14 ili 28 dana na IMSE
(20 uM NAA + 5 uM GAg), medijumu bez BRR ili na medijumu koji je sadrzao 5 uM GA; ili 20 uM NAA... Kao kalibrator
su kori$¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Ekspresija je normalizovana u
odnosu na ekspresiju gena za o-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna
greSka tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznaene istim slovima nisu
statisticki znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.

Sto se ti¢e gena uklju¢enih u katabolizam GA, GA20x gena, ekspresija sva tri klonirana gena
kod spanaca (S0GA2-0x1l, SoGA2-0x2 i S0GA2-0x3) je detektovana tokom indukcije somatske
embriogeneze, s tim S§to su se njihovi profili ekspresije zna€ajno razlikovali na razliitim tretmanima
(SI. 27-29). U eksplantatima kultivisanim na medijumu bez BRR, ekspresija SOGA2-0x1 se povecala
oko 60 puta, dok se ekspresija SOGA2-0x2 i SOGA2-0x3 neznatno povecéala u poredenju sa kontrolom
(SI. 27-29). Eksplanati kultivisani na medijumu sa 20 uM NAA i na medijumu sa 5 uM GA3 su imali
slicne profile ekspresije SOGA2-0x1 i SOGA2-0x2. U eksplantatima izlozenim pomenutim tretmanima,
ekspresija SOGA2-0x1 se statisticki znacajno povecala, dok je ekspresija SOGA2-0x2 bila blago
povecana u poredenju sa kontrolom (Sl. 27,28). Suprotno tome, profil ekspresije SOGA2-0x3 se
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razlikovao. Ekspresija S0GA2-0x3 je bila manja u eksplatantima kultivisanim na medijumu sa
20 uM NAA, dok u eksplatntatima kultivisanim na medijumu sa 5 uM GA; ekspresija ovog gena je
bila statisti¢ki znacajno veca u poredenju sa kontrolom (Sl. 29). Eksplantati kultivisani na IMSE su
pokazali znaGajan porast (oko 17 puta) u ekspresiji SOGA2-0x1 i SOGA2-0x2, dok je ekspresija SOGA2-
0x3 bila sli¢na kao u eksplantatima kultivisanim na medijumu bez BRR (Sl. 27-29). lako su profili
ekspresije SOGA2-0x1 i SOGA2-0x2 bili veoma sli¢ni u eksplantatima kulivisanim na medijumu bez
BRR i IMSE, njihovi nivoi ekspresije su se znacajno razlikovali. Ekspresija SOGA2-0x1 se znacajno
povecala (oko 60 puta) u eksplantatima kultivisanim na medijumu bez BRR u poredenju sa onim koji
su bili kultivisani na IMSE, gde se ekspresija ovog gena povecala samo 17 puta. Sa druge strane,
znacajno veca ekspresija SOGA2-0x2 (oko 17 puta) je detektovana u eksplantatima kultivisanim na
IMSE u poredenju sa znatno manjim povecanjem ekspresije (oko 2.5 puta) ovog gena u eksplantatima
kultivisanim na medijumu bez BRR (SI. 27,28).
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Slika 27. Ekspresija SOGA2-0x1 u apikalnim odseccima korenova kultivisanim tokom 1, 7, 14 ili 28 dana na IMSE (20 uM
NAA + 5 uM GA;), medijumu bez BRR ili na medijumu koji je sadrzao 5 pM GA; ili 20 pM NAA. Kao Kalibrator su
koris¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u teénom azotu. Ekspresija je normalizovana u odnosu
na ekspresiju gena za a-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
biolo§ka ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznafene istim slovima nisu statisticki
znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.
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Slika 28. Ekspresija SOGA2-0x2 u apikalnim odse¢cima korenova kultivisanim tokom 1, 7, 14 ili 28 dana na IMSE (20 uM
NAA + 5 uM GAy), medijumu bez BRR ili na medijumu koji je sadrzao 5 pM GA; ili 20 uM NAA. Kao Kalibrator su
kori§¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Ekspresija je normalizovana u odnosu
na ekspresiju gena za a-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
biolo§ka ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznafene istim slovima nisu statisticki

znacajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu.

5uM GA; 20 M NAA - BRR
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Slika 29. Ekspresija SOGA2-0x3 u apikalnim odse¢cima korenova kultivisanim tokom 1, 7, 14 ili 28 dana na IMSE (20 uM
NAA + 5 uM GAy), medijumu bez BRR ili na medijumu koji je sadrzao 5 pM GAg; ili 20 uM NAA. Kao Kalibrator su
koris¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Ekspresija je normalizovana u odnosu
na ekspresiju gena za a-tubulin upotrebom AAC; metoda. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
bioloska ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki
znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.

4.4. Uticaj paklobutrazola na ekspresiju gena za metabolizam giberelina u izolovanim
odseccima korenova spanaca

Kako bi se ispitao mehanizam kojim PAC stimuliSe somatsku embriogenezu kod spanaca,
testirano je kako prisustvo ili odustvo 2.5 uM PAC u IMSE (NAA+GA3) ili u medijumu koji sadrzi
NAA kao jedini BRR uti¢e na ekspresiju gena koji kodiraju klju¢ne enzime za biosintezu i inaktivaciju
GA tokom 24h, 7, 14 ili 28 dana.

Klasi¢na kvantifikacija embriogenog potencijala eksplantata koriS¢enjem geneticki identicnog
biljnog materijala je pokazala da do formiranja SE nije doSlo samo na eksplantatima kultivisanim na
medijumu sa 20 uM NAA tokom 12 nedelja. Najveca frekvenca regeneracije (81.79% = 6.3) i prose¢ni
broj SE po eksplantatu (13.06 + 7.53) je dobijen na eksplantatima kultivisanim na IMSE + 2.5 uM
PAC. Znacajno niZi embriogeni potencijal su imali eksplantati kultivisani na IMSE (77.30% = 6.08,
6.93 £ 1.93 SE) i 20 uM NAA + 2.5 uM PAC (62.53%, + 9.2, 3.95 + 1.45 SE). Dakle opadajuci
embriogeni potencijal su imali eksplantati kultivisani na: IMSE+PAC > IMSE > NAA+PAC > NAA.

Trend ekspresije SOGA200x-1 u eksplantatima kultivisanim na medijumu sa 20 uM NAA ili na
IMSE je bio isti kao u prethodnom eksperimentu; u eksplantatima kultivisanim na medijumu sa
20 uM NAA pocev od 7. dana pa do kraja eksperimenta ekspresija ovog gena je bila znacajno veca
nego u kontrolnim eksplantatima, dok je u eksplantatima kultivisanim na IMSE detektovan konstantan
pad njegove ekspresije tokom cCitavog trajanja eksperimenta (SI. 30). U eksplantatima kultivisanim na
medijumu PAC+IMSE i PAC+NAA je takode doslo do smanjenja ekspresije ovog gena koje je bilo
vece na pocetku eksperimenta nego nakon 28 dana, ali je uvek bilo statisticki zna¢ajno manje i
razli¢ito u poredenju sa kontrolom, ali 1 u odnosu na eksplantate koji su kultivisani na medijumu sa
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NAA (SI. 30). Ekspresija SoGA20-ox1 se nije statisticki znacajno razlikovala u eksplantatima
kultivisanim na IMSE, IMSE+PAC i NAA+PAC, mada je uocen trend statisticki znaCajnog povecanja
ekspresije posle 28 dana tretmana u odnosu na prethodne vremenske tacke (SI. 30).
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Slika 30. Ekspresija S0GA20-0x1 u apikalnim odseccima korenova gajenim na BM sa 20 uM NAA + 2.5 uM PAC u
kombinaciji sa 0 ili 5 uM GA3 tokom 24h, 7, 14 ili 28 dana. Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za
a-tubulin. Kao kalibrator su kori$¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloSka ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na
grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki zna¢ajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.

Ekspresija SOGA3-0x1 je bila povecana tokom ¢itavog trajanja eksperimenta u eksplantatima
kultivisanim na medijumu koji je sadrzao NAA 1 statisti¢ki se znaCajno razlikovala u poredenju sa
kontrolom, dok je prisustvo GAsz u IMSE izazvalo konstantno smanjenje u ekspresiji ovog gena tokom
celokupnog perioda kultivacije od 4 nedelje (SI. 31). Ocekivano, dodavanje PAC u IMSE ili u
medijum koji je sadzao NAA je izazvalo isti trend u ekspresiji ovog gena, kao i u slucaju ekspresije
S0oGA20-ox1. Smanjenje ekspresije SOGA3-0x1 u eksplantatima kultivisanim na IMSE, NAA+PAC i
IMSE+PAC je uvek bilo znacajno manje u poredenju sa kontrolom, medutim nisu uocene statisticki
znacajne razlike izmedu navedenih tretmana tokom prvih 24h trajanja eksperimenta, da bi nakon 7 i 14
dana, najve¢e smanjenje ekspresije SOGA3-0x1 gena bilo detektovano u eksplantatima kultivisanim na
IMSE+PAC koje se statisticki zna¢ajno razlikovalo u poredenju sa svim ostalim testiranim tretmanima
(SI. 31). Ipak, na kraju eksperimenta nisu uocene statisticki znac¢ajne razlike izmedu tretmana, osim u
sli¢aju eksplantata kultivisanih na medijumu koji je sadrzao NAA (SI. 31).
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Slika 31. Ekspresija SOGA3-0x1 u apikalnim odseécima korenova gajenim na BM sa 20 uM NAA + 2.5 uM PAC u
kombinaciji sa 0 ili 5 uM GA3 tokom 24h, 7, 14 ili 28 dana. Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za
a-tubulin. Kao kalibrator su kori$¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na
grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki znac¢ajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu

U eksplantatima kultivisanim na medijumu koji je sadrzao NAA trend ekspresije sva tri
S0GA2-0x gena je bio vrlo sli¢an trendu dobijenom u prethodnom eksperimentu (S1. 26-28). U ovim
eksplantatima je uoceno statisticki znacajno povecanje ekspresije SOGA2-0x1 i SOGA2-0x2 tokom
celokupnog eksperimenta u poredenju sa kontrolom (SI. 32, 33), dok se ekspresija SOGA2-0x3
povecavala tokom prvih 24h sata trajanja eksperimenta, da bi se nakon 7 i1 14 dana smanjivala, a nakon
28 dana ponovo bila ve¢a u odnosu na kontrolu (SI. 34). Ekspresija sva tri SOGA2-0x gena je takode
bila znaCajno veca u eksplantatima gajenim na IMSE, NAA+PAC i1 IMSE+PAC u poredenju sa
kontrolom, navedeno povecanje ekspresije ovih gena je u vecini slucajeva bilo veée u ovoj grupi
uzoraka nego u eksplantatima gajenim na medijumu sa NAA (SI. 32-34).
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Slika 32. Ekspresija SOGA2-0x1 u apikalnim odseécima korenova gajenim na BM sa 20 uM NAA + 2.5 uM PAC u
kombinaciji sa 0 ili 5 uM GA3 tokom 24h, 7, 14 ili 28 dana. Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za
a-tubulin. Kao kalibrator su kori$¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na

grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki zna¢ajno razlic¢ite (p<0.05) prema LSD testu.
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Slika 33. Ekspresija SOGA2-0x2 u apikalnim odse¢cima korenova gajenim na BM sa 20 uM NAA + 2.5 uM PAC u
kombinaciji sa 0 ili 5 uM GAj3 tokom 24h, 7, 14 ili 28 dana. Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za
a-tubulin. Kao kalibrator su kori$¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na
grafiku oznac¢ene istim slovima nisu statisticki zna¢ajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu
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Slika 34. Ekspresija SOGA2-0x3 u apikalnim odseccima korenova gajenim na BM sa 20 uM NAA + 2.5 uM PAC u
kombinaciji sa 0 ili 5 uM GA; tokom 24h, 7, 14 ili 28 dana. Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za
a-tubulin. Kao kalibrator su kori$¢eni eksplantati koji su odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na
grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki zna¢ajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.

45. Uticaj svetlosti na ekspresija gena koji kodiraju kljune enzime za metabolizam
giberelina u eksplantatima

Da bi se utvrdio uticaj svetlosti u odsustvu GA3; na ekspresiju GA-ox gena u izolovanim
korenovima, analizirana je ekspresija ovih gena u eksplantatima posle 4 nedelje kultivacije na
medijumu bez BRR, pod FL svetlo$¢u i u uslovima DD ili u mraku. U eksplantatima kultivisanim u
mraku detektovana je niska ekspresija svih pet gena, dok je u eksplantatima kultivisanim na svetlosti
ekspresija SOGA20-0x1, SOGA3-0x2, SOGA2-0x1, SOGA2-0x2 i SOGA2-0x3 bila 2.03, 6.49, 6.37, 10.89,
odnosno 33.4 puta veéa u odnosu na eksplantate kultivisane u mraku (SI. 35) (Beli¢ et al., 2020b).

Da bi se utvrdilo kako NAA+GAg; i svetlost istovremeno uti¢u na ekspresiju GA-0X gena,
ekspresija ovih gena je analizirana u eksplantatima kultivisanim na IMSE u odnosu na eksplantate
kultivisane na medijumu bez BRR, oba pod FL svetlos¢u. Pod ovim uslovima u eksplantatima
kultivisanim na IMSE detektovan je znacajan pad ekspresije SOGA20-0x1 (424.7 puta) i SOGA3-0x1
(204.9 puta), dok je ekspresija SOGA2-0x1 bila samo neznatno niza (1.4 puta), a ekspresija SOGA2-0x2
I SOGA2-0x3 bila znacajno veca (13.3, odnosno 4.85 puta, SI.) u odnosu na eksplantate kultivisane na
medijumu bez BRR (SI. 36) (Beli¢ et al., 2020b).
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Slika 35. Ekspresija SOGA20-0x1, SOGA3-0x1, SOGA2-0x1 S0GA2-0x2 i S0GA2-0x3 u apikalnim odse¢cima korenova
kultivisanim na medijumu bez BRR pod FL svetlo$¢u u uslovima DD. Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju
gena za a-tubulin i odredena relativno u odnosu na ekspresiju odgovarajuc¢eg gena u eksplantatima kultivisanim u mraku
pomoc¢u AACt metode. Dobijene vrednosti su podvrgnute log, transformaciji i predstavljene kao relativne vrednosti. Podaci
predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloSka ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na
grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki znac¢ajno razli¢ite (p<0.05) prema t testu za zavisne uzorke. Modifikovano
prema Beli¢ et al. (2020b)

Da bi se testiralo da li svetlost deluje na indukciju SE uti¢u¢i na metabolizam GA, analizirana
je ekspresija GA-ox gena u eksplantatima kultivisanim na IMSE pod izabranim svetlosnim tretmanima.
Prethodni rezultati ukazuju da se regeneracija SE deSava pod uticajem FL, B 1 W svetlosti, stoga je
ekspresija GA-0x gena analizirana u eksplantaima kultivisanim pod ovim svetlosnim tretmanima.
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Slika 36. Ekspresija S0GA20-0x1, S0oGA3-0x1, S0OGA2-0x1 S0GA2-0x2 i SOGA2-0x3 u apikalnim odse¢cima korenova
kultivisanim na IMSE pod FL svetlos¢u u uslovima DD. Ekspresija je hormalizovana u odnosu na ekspresiju gena za
a-tubulin i odredena relativno u odnosu na ekspresiju odgovarajué¢eg gena u eksplantatima kultivisanim na medijumu bez
BRR pod istim uslovima osvetljenja pomoc¢u AACt metode. Dobijene vrednosti su podvrgnute log, transformaciji i
predstavljene kao relativne vrednosti. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri bioloska ponavljanja,
svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznaéene istim slovima nisu statisticki znaéajno razli¢ite (p<0.05)
prema t testu za zavisne uzorke. Modifikovano prema Beli¢ et al. (2020b)

Paralelna in vitro kontrola uradena na geneticki identi¢cnom biljnom materijalu je pokazala da je
46.6% =+ 0.03 eksplantata kultivisanih na B svetlosti regenerisalo prosecno 2.89 * 0.006 SE po
eksplantatu, dok je na FL svetlosti regenerisalo 19.31% + 0.55 eksplantata sa prose¢no 1.27 + 0.06 SE
po eksplantatu, a na W svetlosti je regenerisalo 5.64% =+ 1.47 eksplantata sa prose¢no oko 0.21 + 0.06
SE po eksplantatu.

Ekspresija SOGA20-ox1 je u svim eksplantatima bila manja u odnosu na kontrolu, korenove
intaktnih klijanaca, tokom 14 dana, da bi posle 28 dana bila detektovana znacajno veca ekspresija ovog
gena u eksplantatima kultivisanim pod B 1 W LED svetlo$¢u, dok je u eksplantatima kultivisanim pod
FL svetlos¢u ekspresija ovog gena bila i dalje znacajno niza u odnosu na kontrolu (SI. 37).
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Slika 37. Ekspresija SOGA200x-1 u apikalnim odse¢cima korenova kultivisanim na IMSE pod uticajem FL (380-680 nm,
17 pmol m?s™) i LED osvetljenja iz oblasti B dela spekta (460 nm, 10.5 pmol m?s™) i W spektra (16 pmol m?s™).
Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za a-tubulin. Kao kalibrator su koris¢eni eksplantati koji su
odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti = standardna greska tri
bioloska ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki
znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu

Ekspresija SOGA3-0x1 je tokom celokupnog eksperimenta u svim eksplantatima bila znacajno
niza nego u kontroli (SI. 38).

98



0 ‘
k vreme
-1
-2
<
=
v & 3 B
- = b
oL b
E =1))
=
RS
= ¢
> N L 53
T S [ | ! 1
< O e
o d
2 L% cd
o _6 !
w L
=) I 5
= e I i
5 l e ¢
ef 7
5 il
f
24h 7d 14d 28d

WW ’—‘B %FL

Slika 38. Ekspresija SOGA30x-1 u apikalnim odsec¢cima korenova gajenim gajenih na IMSE pod uticajem FL (380-680 nm,
17 pmol m?s™®) i LED osvetljenja iz oblasti B dela spekta (460 nm, 10.5 umol m?s™) i W spektra (16 pumol m?s™).
Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za a-tubulin. Kao kalibrator su kori§¢eni eksplantati koji su
odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
biolo§ka ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznafene istim slovima nisu statisticki

znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu.

Ekspresija S0OGA2-0x1 je u svim eksplantatima bila ve¢a u odnosu na kontrolu, s tim §to je u
eksplantatima kultivisanim pod FL svetlo$¢u bila ve¢a nego u eksplantatima kultivisanim pod B 1 W
LED svetlos¢u (SI. 39).
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Slika 39. Ekspresija SOGA20x-1 u apikalnim odseécima korenova gajenim gajenih na IMSE pod uticajem FL (380-680 nm,
17 pmol m?s™?) i LED osvetljenja iz oblasti B dela spekta (460 nm, 10.5 umol m?s™) i W spektra (16 pumol m?s™).
Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za a-tubulin. Kao kalibrator su koris¢eni eksplantati koji su
odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
bioloska ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznaCene istim slovima nisu statisticki

znacajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu.

Najvece razlike izmedu svetlosnih tretmana su uocene za ekspresiju SOGA2-0x2 gena, koja je u
eksplantatima kultivisanim pod FL svetloS¢u je bila znafajno vec¢a u odnosu na kontrolu, ali i
eksplantate kultivisane pod B i W LED svetlo$¢u, u kojima je ekspresija ovog gena bila niza ili
priblizna kontroli (SI. 40).
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Slika 40. Ekspresija SOGA20x-2 u apikalnim odsec¢cima korenova gajenim gajenih na IMSE pod uticajem FL (380-680 nm,
17 pmol m?s™) i LED osvetljenja iz oblasti B dela spekta (460 nm, 10.5 pmol m?s™) i W spektra (16 pmol m?s™).
Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za a-tubulin. Kao Kkalibrator su koris¢eni eksplantati koji su
odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
biolo§ka ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznafene istim slovima nisu statisticki
znacajno razli¢ite (p<0.05) prema LSD testu.

W B‘ FL

Ekspresija SOGA2-0x3 je, osim u par izuzetaka, bila veca od kontrole, najéeS¢e veca u
eksplantatima kultivisanim pod FL svetloS¢u nego u eksplantatima kultivisanim pod B 1 W LED
svetlos¢u (SI. 41). Rezultati dobijeni u ovom eksperimentu ukazuju da razlike u embriogenom
potencijalu eksplantata kultivisanih pod osvetljenjem razlicitih opsega vidljivog spektra nisu nastale
usled uticaja svetlosti na ekspresiju GA-0x gena.
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Slika 41. Ekspresija SOGA20x-3 u apikalnim odse¢cima korenova gajenim gajenih na IMSE pod uticajem FL (380-680 nm,
17 pmol m?s™?) i LED osvetljenja iz oblasti B dela spekta (460 nm, 10.5 umol m?s™) i W spektra (16 pumol m?s™).
Ekspresija je normalizovana u odnosu na ekspresiju gena za a-tubulin. Kao kalibrator su kori§¢eni eksplantati koji su
odmah po izolaciji sa klijanaca zaledeni u te¢nom azotu. Podaci predstavljaju srednje vrednosti + standardna greska tri
bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznafene istim slovima nisu statisticki

znacajno razlicite (p<0.05) prema LSD testu
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4.6.  Analiza endogenih giberelina

Analiza sadriaja prekursora (GAg, GA13, GAs5, GA19, GA, GA, GA4 i GA53), bioaktivnih
(GA1, GA3, GA4 GAs, GAs i GA;) i neaktivnih metobolita GA (GAs, GAss, GAx | GAs1) U
eksplantatima kultivisanim na IMSE i medijumu koji je sadrzao NAA, kao i u kontrolnim
eksplantatima, je pokazala prisustvo veéine prekursora oba biosinteti¢ka puta (13-nehidroksilovanih i
13-hidroksilovanih) GA, koji se prevode iz zajedniCkog prekursora GAj, u bioaktivne GA. Od
testiranih GA, prekursori puta 13-nehidroksilovanih GA, GAz4 i GAg, nisu detektovani ni u jednom od
testiranih uzoraka, kao ni bioaktivni GAg niti neaktivni metabolit GAs;.

U kontrolnim eksplantatima, koji su paralelno postavljeni za klasi¢énu kvantifikaciju
embriogenog potencijala eksplantata koriS¢enjem geneticki identicnog biljnog materijala, do
formiranja SE je doslo samo na eksplantatima kultivisanim na IMSE. Frekvenca regeneracije ovih
eksplatanata je iznosila 94.8+5.2%, dok je prosecan broj SE po eksplantatu bio 19.21+2.73. Nijedan
eksplantat koji je kultivisan na medijumu sa 20 uM NAA nije regenerisao SE tokom 12 nedelja
kultivacije. Iz prakti¢nih razloga, u daljem tekstu eksplantati kultivisani na IMSE ¢e biti oznaceni kao
embriogeni, a eksplantati kultivisani na medijumu koji je sadrzao NAA kao neembriogeni eksplantati.

U kontrolnim odse¢cima korenova, koji nisu bili izloZeni nijednom tretmanu, ve¢ su odmah po
izolaciji sa klijanaca zamrznuti u te¢nom azotu, detektovana je priblizna koncentracija GAjs (0.31
pg/mg) 1 GAs; (0.48 pg/mg), glavnih prekursora puta 13-nehidroksilovanih, odnosno
13-hidroksilovanih GA (Sl. 42a, 43a). U znatnoj manjoj koli¢ini su detektovani ostali prekursori iz
puta 13-hidroksilovanih GA: GA4s (0.05 pg/mg), GAz (0.06 pg/mg) i GA (0.11 pg/mg), dok
prekursori puta 13-nehidroksilovanin GA, GAy4 i GAg, nisu uopste detektovani u ovim uzorcima (SI.
43b,c,d). U kontrolnim uzorcima je detektovano prisustvo svih bioaktivnih GA (GA1, GAs, GAs, GAs i
GA7), osim GAg, s tim da je detektovana najveca koncentracija GA4 (0.27 pg/mg), koja je bila 3.6 puta
veca nego GA; (Tabela 15), dok je koncentracija ostalih bioaktivnih GA bila niZa za red veli¢ine 1
kretala se u opsegu 0.02 - 0.06 pg/mg (SI. 42d,e, 43e,i). Od produkata inaktivacije GA, nastalih
delovanjem GAZ2-0x, nije detektovan GAs;, dok su koncentracije GAje i GAg bile priblizne, a
koncentracija GAs4 je bila oko 11 puta manja (Tabela 15, Sl. 43f,9).

U embriogenim eksplantatima su uoéene znacajno vece promene u metabolizmu GA nego u
neembriogenim eksplantatima. lako se koncentracija svih prekursora povecala u oba tipa ekplantata, u
neembriogenim eksplantatima je doSlo samo do neznatnog povecanja koncentracije prekursora
bioaktivnih GA u odnosu na kontrolu i to povecanje za GA4s, GA1g | GAy je iznosilo 1.1-2.8 puta i
nije se bitno menjalo tokom kultivacije, dok je u embriogenim eksplantatima detektovano znacajno
povecéanje koncentracije ovih GA, koje je iznosilo 18.2, 7.4, odnosno 17 puta posle 24h, da bi posle 7
dana bilo nize ili isto (6, 7.4, odnosno 11 puta, SIl. 43b,c,d, Tabela 15). U neembriogenim
eksplantatima najveée povecanje koncentracije je detektovano za GA;3 od 4.3 puta posle 24h
kultivacije, ali se ovaj GA ne konvertuje u bioaktivne GA. U embriogenim eksplantatima,
koncentracija GAssz, GAss | GAs3 je bila blago povecéana, (1.3 puta, 2.2 puta, odnosno 3.3 puta) posle
24 h i ostala je na tom nivou i posle 7 dana (Sl. 42a, Sl. 43a,b, Tabela 15).

Najvece razlike u sadrzaju endogenih GA izmedu embriogenih 1 neembriogenih eksplantata su
bile u sadrzaju bioaktivnih GA. U embriogenim eksplantatima je detektovana najveca koncentracija
GA; (13.2 pg/mg) i GA7 (4.07 pg/mg) nakon 24h tretmana, da bi posle 7 dana doslo do smanjenja
koncentracije GA4 na 7.5 pg/mg i GA; na 1.72 pg/mg. Posle 24h sata koncentracija GA, je bila 60
puta, a koncentracija GA; 136 puta veca u odnosu na kontrolu. Nasuprot tome, u neembriogenim
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eksplantatima koncentracije GA; i GA; su bile samo 1.3 odnosno 1.7 puta veée u poredenju sa
kontrolom posle 24h i to se nije znac¢ajno promenilo ni posle 7 dana (Tabela 15, Sl. 42¢,d).

Sli¢an trend je uocen i u sadrzaju GA; i GA;. Pa tako, koncentracija GA; u embriogenim
eksplantatima je nakon 24h sata bila 843 puta veca, a nakon 7 dana 1054 puta ve¢a u odnosu na
kontrolu (Tabela 15, Sl. 43e). Za razliku od toga, koncentracija GA; u neembriogenim eksplantatima je
iznosila samo 0.08 pg/mg nakon 24h i 0.03 pg/mg nakon 7 dana, sli¢no koli¢ini ovog GA u kontroli
(0.06 pg/mg, Sl. 42e). Koncentracija GAs je bila vrlo niska i ista u embriogenim i neembriogenim
eksplantatima, kao i u kontroli (SI. 43h), dok GAg nije bio detektovan ni u jednom uzorku.

Egzogeni GA; u IMSE je izazvao drasticno povecanje koncentracije endogenog GAs; u
embriogenim eksplantatima, koja je nakon 24h bila ¢ak 50 433 puta veca u poredenju sa kontrolom,
dok je nakon 7 dana detektovano blago smanjenje ovog GA, koje je i dalje bilo drasticno veée u
poredenju sa kontrolom (40 050 puta), zbog ¢ega je GAjz bio najzastupljeniji GA u embriogenim
eksplantatima (Tabela 15, S1. 43i). Oc¢ekivano, koncentracija GA3 u neembriogenim eksplantatima je
bila znacajno niza. Posle 24h tretmana, u neembriogenim eksplantatima koncentracija GAj je bila 22
puta veéa (1.32 pg/mg) u odnosu na kontrolu, da bi ve¢ posle 7 dana pala na nivo (0.08 pg/mg)
priblizan kontroli (0.06 pg/mg, Tabela 15, SI. 43i).

Produkti inaktivacije bioaktivnih GA, GAgz, GAs i GA34) su detektovani u svim testiranim
uzorcima, s tim da nije bilo statisticki znacajnih razlika u koncentracija GAze U Svim tipovima
eksplantata (SI. 43g). Koncentracija GAas4 je takode bila niska i priblizna u kontroli i neembriogenim
eksplantatima, dok je u embriogenim eksplantatima bila znacajno veéa u poredenju sa kontrolom (3.3
puta posle 24h i 4 puta posle 7 dana) (Tabela 15). Medu proizvodima inaktivacije bioaktivnih GA,
najdramaticnije promene su uoéene u koncentraciji GAg, koja je u neembriogenim eksplantatima posle
24h kultivacije bila priblizna kontroli, da bi posle 7 dana kultivacije u tim eksplantatima bila dvostruko
niza. Nasuprot tome, U embriogenim eksplantatima koncentraciji GAg je nakon 24h bila 16.8 puta veca
(5.56 pg/mg), a nakon 7 dana ¢ak 110.8 puta veca (36.56 pg/mg) nego u kontrolnim eksplantatima
(Tabela 15) (SI. 43f,g).
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Tabela 15 - Povecanje (1)/ smanjenje (]) koncentracije GA u neembriogenim i embriogenim eksplantatima korenova u
odnosu na kontrolu — apikalne odse¢ke korenova, koji su izolovani sa intaktnih klijanaca i odmah zamrnuti na —80°C za
analizu GA. Podaci predstavljaju srednje vrednosti sadrZaja giberelina izrazenog u pg/mg suve mase bljnog tkiva (DW) +
standardna devijacija izracunata za tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehnicka ponavljanja.

Povecanje (1)/
smanjenje ()

Povecanje (1)/
smanjenje ()

Sadrzaj GA
pg/mg suve mase

Sadrzaj GA pg/mg
suve mase bljnog

Tretman GA u l(Zdnosu na u odnosu na bljnog tkiva (DW) | tkiva (DW) posle
ontrolu kontrolu osle 24h 7d
posle 24h posle 7d P
Prekursori bioaktivnih GA
GAs; | 11.2x 114x 0.40+0.30 0.34+0.32
GA4 | 11.25x 11.7x 0.04 £ 0.90 0.03+1.19
GA; | 13.2x 113x 0.11+1.43 0.46 £ 0.55
20 tM NAA GAp | 11.1x 11.8x 0.10+0.28 0.06 £0.29
GA;; | 143x 12.0x 0.13+0.56 0.06 £ 0.44
GA» | 12.8x 12.0x 0.17 £0.87 0.12 +1.50
GAs; | 11.3x 112x 0.37£0.25 0.40£0.33
GA4 | 1182x 16x 0.91+£0.35 0.30+0.18
20 uM NAA + GA;5 | 122x 123x 0.16 +£1.43 0.68 + 2.45
5 uM GA; GAy | 174x 174x 0.82 £ 0.06 0.81+0.25
GA;; | 133x 13.0x 0.10+0.61 0.09+£0.28
GAy» | 117x 111.0x 1.02 +0.28 0.66 + 0.34
Bioaktivni GA
GA; | 113x 12.0x 0.08+1.71 0.03+1.06
GA; | 122.0x 11.3x 1.32+2.25 0.08 +1.83
20 uM NAA GA, |117x 11.8x 0.37 £ 0.23 0.40 +0.65
GAs | N N 0.02+0.40 0.02+0.54
GA; |113x N 0.04 +0.36 0.03+0.30
GA; | 18433«x 11054.2 x 50.6+ 0.05 63.25 + 0.08
20 uM NAA + GA; | 1504333x 145 050.0 x 3026 + 0.07 2703 +0.31
5 uM GA, GA, | 160.0x 134.1x 13.2+0.11 7.50+0.11
GAs | N 12.5% 0.02 +£0.88 0.05 + 0.67
GA; | 1135.7x 157.3x 4,07 £0.10 1.72+0.12
Inaktivirani GA
GA3; | N N 0.03+0.15 0.03 £ 0.0001
20 uM NAA GA; | ~1.03x 12.1x 0.34+0.31 0.16 + 0.09
GAy | 11.1x L 1.1x 0.43+0.45 0.36 + 0.46
GAz | 13.3x 14.0x 0.10+0.25 0.12+0.13
20 uM NAA +
5 UM GA, GAg | 1168x 110.8 x 5.56 £ 0.20 36.56 +0.20
GAy | 11.4x 11.28 x 0.55+0.20 0.50 £ 0.37
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Slika 42. Sadrzaj 13-nehidroksilovanih giberelina u eksplantatima korenova kultivisanim na medijumu koji je sadrzao
20 uM NAA ili 20 uM NAA+5 uM GA; posle 1, odnosno 7 dana kultivacije. Kontrolni (K) eksplantati su odmah po
izolaciji zaledeni u te¢nom azotu. Sadrzaj endogenih GA je odreden metodom tecne hromatografije visokih performansi
(UPLC) sa sistemom za elektrosprej jonizaciju (ESI) i masenu spektometriju (MS). Podaci predstavljaju srednje vrednosti
sadrzaja giberelina izrazenog u pg/mg suve mase bljnog tkiva (DW) + standardna devijacija izracunata za tri bioloska
ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznacene istim slovima nisu statisticki znacajno
razlicite prema LSD testu (p<0.05).
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Slika 43. Sadrzaj 13-hidroksilovanih giberelina u eksplantatima korenova kultivisanim na medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA ili 20 uM NAA+5 pM GA; tokom 1,
odnosno 7 dana. Kontrolni (K) eksplantati su odmah po izolaciji zaledeni u te¢nom azotu. SadrZzaj endogenih GA je odreden metodom te¢ne hromatografije visokih
performansi (UPLC) sa sistemom za elektrosprej jonizaciju (ESI) i masenu spektometriju (MS). Podaci predstavljaju srednje vrednosti sadrzaja giberelina izraZenog u
pg/mg suve mase bljnog tkiva (DW) + standardna devijacija izracunata za tri bioloska ponavljanja, svako sa tri tehni¢ka ponavljanja. Vrednosti na grafiku oznaéene
istim slovima nisu statisticki znacajno razli¢ite prema LSD testu (p<0.05).
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5. Diskusija

U istrazivanjima somatske embriogeneze kod spanada, koja su prethodila ovom radu,
nedvosmisleno je pokazano da giberelini i svetlost imaju odlucujuéi uticaj na pokretanje ovog procesa
iz korenova spanaca (Milojevi¢ et al., 2012b; Milojevié, 2015). Zbog toga je u ovom radu detaljnije
analiziran uticaj ova dva faktora na indukciju somatske embriogeneze iz apikalnih odsecaka korenova
spanaca sorte ,,Matador*, koji su kao izolovani organi gajeni u uslovima in vitro.

Poznato je da je GAs esencijalan za indukciju somatske embriogeneze iz apikalnih odsecaka
korenova spanaca (Komai et al., 1996a, b; Knoll etal., 1997; Ishizaki etal., 2001; Nguyen et al.,
2013), kao i da svetlost ima veliki uticaj na homeostazu GA (Weller et al., 2009; Hedden, 2016), ali i
pored toga literaturni podaci o interakciji ovih faktora su limitirani na samo jednu publikaciju, koja se
odnosi na uticaj GAj; i svetlosti na regeneraciju pupoljaka iz kotiledona klijanaca spanaca
(Geekiyanage et al., 2006). U skladu s tim, i mehanizam indukcije somatske embriogeneze kod ove
biljne vrste je ostao u potpunosti neobjasnjen.

Pored svetlosti i GA, geneticki faktor predstavlja jedan od najznacajnijih faktora koji uti¢e na
indukciju somatske embriogeneze kod spanaca (Al Khayri et al., 1991; Komai et al., 1996a), koji je
uzrok velike individualne varijabilnosti u embriogenom potencijalu spanaca (Ishizaki etal., 2001,
Milojevi¢ et al., 2011, 2012; Mili¢ et al., 2017). Visoka geneti¢ka varijabilnost ove osobine, koja je
posebno izrazena kod kultivara spanaca ,,Matador®, otezava studiranje delovanja drugih faktora na
proces somatske embriogeneze (Milojevic et al., 2012b). U skladu s tim, najpre su analizirane razlike u
embriogenom potencijalu nasumicno izabranih individua u okviru populacija klijanaca dobijenih
isklijavanjem semena sorte “Matador” dobijenih od 9 evropskih proizvodaca semena, kako bi se dobio
pouzdan material za dalja istrazivanja i prevaziSsao problem varijabilnosti biljnog materijala izazvane
geneti¢kim 1 epigenetickim faktorima.

5.1. Biljni materijal

Izmedu klijanaca dobijenih isklijavanjem semena 9 evropskih proizvodafa semena su uo€ene
velike razlike u pogledu brzine i frekvence klijanja, kao i brzine razvica klijanaca, odnosno vremena
potrebnog da klijanci dostignu fazu razvic¢a potrebnu za eksperiment (Tabela 1). Ove razlike se mogu
pripisati ne samo genetickim faktorima, jer semena poti¢u iz medusobno udaljenih kompanija koje
imaju sopstvenu semensku proizvodnju, pa je verovatno da su i ove populacije geneticki razlicite, ve¢ i
razli¢itim klimatskim uslovima pod kojima su gajene majke-biljake sa kojih su ubrana semena
koriS¢ena u eksperimentima u okviru ove teze. Te razlike, kao 1 stadijum zrelosti semena u momentu
branja i uslovi njegovog skladiStenja, su takode mogli uticati na epigeneticke promene i fiziolosko
stanje embriona u semenima (Jaenisch & Bird 2003; Kapazoglou et al., 2013; Han et al., 2019;
Rothkegel et al., 2020), koje su dalje doprinele varijabilnosti u razvi¢u i embriogenom potencijalu
jedinki.

5.2.  Varijabilnost embriogenog potencijala na nivou populacija i individua

Znacajna varijabilnost u embriogenom potencijalu kako jedinki u okviru populacije, tako i
izmedu populacija testiranih u okviru ove teze je opravdala paznju koja je posvecena ovom problemu
jer je utvrdeno izuzetno veliko variranje frekvence regeneracije, koje se kretalo u opsegu od 0% do
100% i u okviru populacije i kad se posmatraju eksplantati pojedina¢nih klijanaca. Prosecan broj SE je
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varirao izmedu 0 1 14.4 u okviru populacije i ¢ak 0-36 medu eksplantatima pojedinacnih klijanaca (SI.
5-8). U ovom istrazivanju, Sl populacija je bila superiorna u odnosu na druge, jer su eksplantati
izolovani sa ovih klijanaca imali ne samo najveéu frekvencu regeneracije i proseCan broj SE po
cksplantatu, ve¢ su regenerisali SE ranije od eksplantata drugih populacija. U prethodnim
istrazivanjima brzi odgovor eksplantata uocen je kod linija spanada sa visokim potencijalom za
somatsku embriogenezu, ali samo kad su njihovi eksplantati bili kultivisani pod optimalnim svetlosnim
uslovima (DD fotoperiod i intenzitet svetlosti od 100 pmol m™?s™) u poredenju sa eksplantatima istih
linija kultivisanim pod nepovoljnim svetlosnim uslovima (KD i nizi ili veéi intenzitet svetlosti,
Milojevi¢ et al., 2011, 2012).

Visoka varijabilnost u potencijalu za de novo regeneraciju uocena je izmedu podvrsta,
varijeteta i ekotipova u okviru jedne biljne vrste (Li et al., 2013; Shmykova et al., 2021). Kod A.
thaliana je uocena izuzetno velika varijabilnost U de novo organogenezi pupoljaka izmedu brojnih
ekotipova (Candela et al., 2001; Zhao et al., 2013; Motte et al., 2014; Zhang et al., 2018), a kod
Allium ascalonicum znacajna varijabilnost kaulogenog potencijala izmedu testiranih jedinki (Tubi¢ et
al., 2014). StaviSe, i jedinke &istih ili dihaploidnih linija su pokazivale znadajnu varijabilnost u
potencijalu za de novo regeneraciju, Sto je zapazeno kod luka (Bohanec, 2002), razi (Popelka &
Altpeter, 2003) i kukuruza (Rakshit et al., 2010). Visok nivo heterozigotnosti, nesinhronizovano
cvetanje 1 kompleksna determinacija pola kod spanaca znafajno doprinose varijabilnosti biljnog
materijala i relativno niskom embriogenom potencijalu. Sli¢ni uzroci niskog embriogenog potencijala
su oznaceni i kod drugih biljnih vrsta npr. manioke (Ceballos et al., 2004).

Iako je geneticka varijabilnost potencijala za de novo regeneraciju dugo veé poznata
(Armstrong et al., 1992), i mehanizam ovog fenomena se ve¢ decenijama intenzivno proucava, do
danas nije rasvetljen i nije jasno zasto eksplantati nekih jedinki u populaciji imaju veéi regenerativni
potencijal od drugih (Ikeuchi et al., 2016). Pri prouc¢avanju razlika izmedu linija koje poseduju izrazito
razli¢it kapacitet za de novo regeneraciju uocene su kvantitativne razlike cele lepeze proteina sa vrlo
raznovrsnim funkcijama. Tako je ustanovljeno da su kod jedinki sa i bez potencijala za de novo
regeneraciju prisutne razlike u proteinima kao Sto su ferredoksinitrit reduktaza (Nishimura et al.,
2005), superoksid dismutaza (Lim et al., 2008), DELLA proteini (Lombardi-Crestana et al., 2012),
receptor-kinaza (Motte et al., 2014), tioredoksin (Zhang et al., 2018) ili enzimi koji ucestvuju u
remodelovanja histona (Ortowska & Ke¢pczynska, 2018). Razli¢ite funkcije ovih proteina ukazuju na
sloZzenu prirodu indukcije de novo regeneracije, koja ukljucuje kompleksnu mrezu signalnih puteva
hormona i remodelovanje hromatina, §to je praceno promenama u ekspresiji gena, homeostazi
hormona, kao i odgovoru na stres i metabolickim promenama (Zhao et al., 2013; Motte et al., 2014;
Ikeuchi et al., 2016; Zhang et al., 2018; Ortowska & Kepczynska, 2018; Ding et al., 2020). Veruje se
da polimorfizam u ligand vezuju¢em domenu ovih proteina moze da prouzrokuje njihovu razli¢itu
aktivnost, a time i geneticke varijacije u regenerativnom potencijalu (Ikeuchi et al., 2016). U skladu s
tim, utvrdeno je da je razlika u ekspresiji WOX gena u nekim tkivima embriona i adultnih biljaka dve
sorte vinove loze bila posledica razlika u samo nekoliko nukleotida u uzvodnim regulatornom regionu
ovih gena (Boccacci et al., 2017). Kod Citrus sp. je detektovana pozitivna korelacija izmedu ekspresije
CsFUS3 i embriogenog potencijala kalusa nekoliko kultivara (Liu et al.,, 2018a). Jedan od
najilustrativnijih primera geneticke 1 epigeneticke kontrole procesa somatske embriogeneze je kultivar
Jemalong Medicago truncatula, koji ima izuzetno nizak embriogeni potencijal, pa ipak medu
jedinkama ovog kultivara je selekcionisano nekoliko visokoembriogenih linija, za koje se smatra da su
nastale usled epigenetickih promena tokom kultivacije in vitro (Rose, 2019). Osim toga, smatra se da
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sekvenciranje genoma spanaca (Xu et al., 2015b, 2017) zasigurno ¢e omoguciti pronalazenje markera
za selekciju genotipova sa visokim embriogenim potencijalom.

Velika individualna varijabilnost u embriogenom potencijalu koja je dobijena u ovm radu
ukazuje da treba biti veoma obazriv prilikom odabira biljnog materijala za eksperimente, jer odabir
jedinki sa ve¢im embriogenim potencijalom za jedan tretman, a sa manjim embriogenim potencijalom
za drugi tretman moZe dovesti do pogresne interpretacije rezultata. Dobra ilustracija ovog problema je
proucavanje uticaja svetlosti na regeneraciju SE iz apikalnih odsecaka korenova spanaca (Milojevi¢ et
al., 2012b) i regeneracija pupoljaka iz kotiledona spanac¢a (Geekiyanage et al., 2006). U prvoj studiji je
za sve tretmane kori§¢en geneticki identi¢an materijal i nesumnjivo je pokazano da fotoperiod i
intenzitet svetlosti snazno uti¢u na embriogeni potencijal apikalnih odsecaka korenova spanaca, pri
Gemu su uslovi DD i intenzitet svetlosti od 100 umol ms™ bili optimalni. Suprotno tome,
Geekiyanage et al. (2006) su za eksperimente koristili nasumi¢no izabrane eksplantate iz populacije
klijanaca spanac¢a sorte Longstanding Bloomsdale Dark Green i pokazali da je regeneracija pupoljaka
iz kotiledona spanaca bila efikasnija u uslovima KD nego u uslovima DD. Kontradiktorni rezultati
dobijeni u ovim studijama se mogu objasniti razli¢itim potrebama korenova i kotiledona za svetlos¢u
prilikom indukcije de novo regeneracije. Medutim, Cinjenica da srednje vrednosti frekvenci
regeneracije pupoljaka iz kotiledona izloZenim gotovo svim tretmanima u studiji Geekiyanage et al.
(2006) nisu medusobno bili statisticki znacajno razli¢iti ukazuje da to moze biti posledica izuzetno
velike geneticke varijabilnosti biljnog materijala, kakva je uocena i u okviru ove teze. U tom smislu, i
nivo poverenja u rezultat dobijen u ovoj studiji u mnogome zavisi od veli¢ine uzorka koji je koris¢en
za svaki tretman.

Tokom istrazivanja u okviru ove teze, selekcionisana je linija S1122, sa natprose¢nim
embriogenim potencijalom, koja je koris§¢ena u nekim daljim istrazivanjima. Nazalost, koli¢ina biljnog
materijala nije bila dovoljna za sve eksperimente u okviru ove studije.

5.3. Histoloska analiza

HistoloSka analiza eksplantata tokom indukcije somatske embriogeneze je pokazala
viSecelijsko poreklo SE koji poticu od celija pericikla korena spanaca, gde su uoceni brojni klasteri
meristemskih ¢éelija. Celije pericikla korena poseduju izuzetan potencijal za regeneraciju SE
(Yang et al., 2010; Yumbla-Orbes et al., 2017), ali i primordija izdanaka i korenova (Atta et al., 2009;
Rocha et al., 2012; Jani et al., 2015). Dediferencijacija ¢elija pericikla korena i njihov prelazak u
proembrionalno tkivo ili meristemoide moZe dovesti do formiranja SE ili adventivnih pupoljaka, pri
¢emu su pocetne faze oba procesa iste (Yumbla-Orbes et al., 2017). Kod A. thaliana pokazano je da su
Celije pericikla koje su locirane prema ksilemu pluripotentne i zahvalju¢i tome mogu da formiraju i
primordije lateralnih korenova i meristem izdanka (Atta et al., 2009). Nedavno je pokazano da su
primordije lateralnih korenova tokom vrlo kratkog perioda tokom razvi¢a kompetentne za prelazak u
meristem izdanka, kao i1 da se meristem izdanka moZe ponovo transformisati u primordiju lateralnog
korena, zavisno od odnosa auksina i citokinina u meristemu lateralnog korena (Rosspopoff et al.,
2017).

Tokom pocetnih faza regeneracije SE u ovom radu uocene su perikline celijske deobe u
periciklu korena. Prvi znak celijskog reprogramiranja i modifikacija u procesu razvi¢a je promena
pravca celijskih deoba (Kurczynska et al., 2007). Perikline, asimetricne deobe ukazuju na promene u
razvi¢u, $to je uofeno kod mnogih biljnih vrsta tokom razviéa SE, kao $to su: Trifolium repens
(Maheswaran & Williams, 1985), Juglans regia (Polito etal.,, 1989) i Helianthus annuus x H.
tuberossus (Chiappetta et al., 2009). Jo§ neke karakteristike ¢elija takode ukazuju na njihovo dalje
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razviée i sudbinu. Celije koje ¢e se razviti u embrionalne éelije su najéesée meristemske Celije sa
gustom citoplazmom, malim vakuolama i velikim jedrom. Medutim, samo neke ¢elije sa meristemskim
karakteristikama ¢e se razviti u embrionalnu celiju. Oblik i struktura jedra mogu ukazivati na dalju
sudbinu ¢elije (Verdeil et al., 2007).

Zanimljivo je da su neke studije pokazale razli¢ito poreklo primordija koje su regenerisale iz
apikalnih odsecaka korenova spanaca koriste¢i iste BRR. Komai et al. (1996a), koji su koristili
10 uM NAA+0.1 pM GA; za indukciju somatske embriogeneze iz korenova spanaca, su dobili
masivne kaluse na ¢ijim povr§inama su se formirali SE nakon kultivacije na medijumu bez BRR.
Medutim, Knoll et al. (1997) su pokazali direktnu regeneraciju pupoljaka iz epidermalnih i
subepidermalnih c¢elija, bez kalusne faze, iz apikalnih odsecaka korenova koji su gajeni na medijumu
sa 20 uM NAA+5 uM GA:;.

5.4. Testiranje metode uzorkovanja biljnog materijala

Kako nije uvek moguce dobiti dovoljno geneticki identi¢nog biljnog materijala za eksperimente
(Milojevi¢ et al., 2012b), bilo je neophodno pronaéi adekvatnu metodu uzorkovanja kako bi se
anulirao uticaj genetickih razlika u biljnom materijalu na embriogeni potencijal eksplantata i
omogucila procena uticaja drugih faktora na ovaj proces. Da bi se ispitala nova metoda uzorkovanja
biljnog materijala, koris¢ena je ekspresija SORIP2 gena za kvantifikaciju embriogenog potencijala, kao
i konvencionalno brojanje SE.

Imajuéi u vidu prisustvo cis elementa u promotorskom regionu SoRIP2 gena, koji ukazuje na
diurnalno variranje njegove ekspresije (Kawade & Masuda, 2009), najpre je testirano diurnalno
variranje ekspresije ovog gena. Najveca ekspresija SORIP2 gena je detektovana u eksplantatima koji su
uzorkovani 4h nakon izlaganja eksplantata svetlosti, te su apikalni odsecci korenova u svim daljim
eksperimentima uzorkovani u to vreme. Ovo je u skladu sa opsStim obrazcem ekspresije gena koji
kodiraju proteine sa odbrambenom funkcijom, kao $to je SORIP2, za koje je pokazana maksimalna
ekspresija tokom sredine obdanice, kad je i aktivnost patogena najvec¢a (Rippmann et al., 1997). Ovi
rezultati su pokazali da se gen SoRIP2, iako nije direktno ukljucen u proces somatske embriogeneze,
moze koristiti kao pouzdan marker za ovaj proces jer ima izuzetno nizak nivo ekspresije u korenovima
1z kojih se indukuje somatska embriogeneza 1 specificno se eksprimira na ranim stadijumima razvic¢a
SE. U skladu s tim, od 31 RIP gena pirin¢a, 20 se eksprimira u razli¢itim organima pod normalnim
uslovima, od kojih ¢ak 12 gena ima vrlo nisku ekspresiju ili se uopSte ne eksprimiraju u korenovima
(Jiang et al., 2008). Od 30 RIP gena Ricinus communis, 10 gena je pokazivalo znacajnu i varijablnu
ekspresiju tokom razvica semena (Loss-Morais et al., 2013). Sli¢ni rezultati su dobijeni i za niz drugih
proteina koji se specifi¢no eksprimiraju tokom procesa indukcije somatske embriogeneze i koriste se
kao markeri za detekciju SE (Kurczynska et al., 2012; Tchorbadjieva, 2016; Domzalska et al., 2017).

Ekspresija gena SoRIP2 je bila znacajno veca u eksplantatima gajenim na IMSE tokom 6-7
nedelja nego u kontroli, $to ukazuje na prisustvo SE na ranim stadijumima razvic¢a — od globularnog do
ranog kotiledonarnog stadijumu razvica u ovim eksplantatima. Rezultati ekspresije SORIP2, koji su bili
ocekivani 1 u skladu sa konvencionalnim brojanjem SE, ukazuju da je metoda uzorkovanja biljnog
materijala testirana u ovom radu bila adekvatna, te je korisé¢ena u daljem radu kad su kao polazni biljni
materijal koriS¢eni klijanci nepoznatog embriogenog potencijala.

Ipak, podaci dobijeni nakon konvencionalnog brojanja SE i ekspresije SoRIP2 su pokazali da
su eksplantati izolovani sa Sl klijanaca za ovaj eksperiment imali dvostruko nizi embriogeni potencijal
nego Sto se ocekivalo prema rezultatima dobijenim u prethodnom eksperimentu. Ovaj rezultat ukazuje
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na jo§ vecu varijabilnost u regenerativnom odgovoru eksplantata ¢ak i u sluc¢aju populacije za koju je
ve¢ utvrdeno da je bila superiorna u odnosu na druge ispitivane. I pored toga, prose¢an broj SE po
eksplantatu dobijen u ovom eksperimentu za Sl klijance je i dalje bio dvostruko veci od broja SE druge
populacije po efikasnosti regeneracije testirane u ovom radu. Najvece povecanje ekspresije SORIP2 u
eksplantatima izolovanih sa Sl klijanaca je prethodilio pojavi prvih uocljivih SE uz pomoé
stereomikroskopa. To je takode u skladu sa prethodnim istrazivanjem u kojem je najveca ekspresija
SoRIP2 detektovana u globularnim SE koji se zbog proliferacije korena teSko mogu uoditi ¢ak i pod
stereomikroskopom (Mili¢ et al., 2017). OdloZen embriogeni odgovor eksplantata odabranih za analizu
ekspresije SORIP2 bio je jos jedan pokazatelj nizeg embriogenog potencijala ovih klijanaca.

Navedeni rezultati ukazuju da se varijabilnost biljnog materijala ne sme prevideti, jer ona moze
znacajno uticati na interpretaciju rezultata, kao i da svaku seriju semena treba ispitati pre pocCetka
opseznih eksperimenata. Takode, metoda uzorkovanja koris¢enja u ovom radu je bila adekvatna, ¢ime
se pokazala korisnom u slucaju kada su samo klijanci nepoznatog embriogenog potencijala dostupni
kao biljni materijal. Primenom ove metode uzorkovanja u svim daljim eksperimentima, omoguc¢ilo je
ispitivanje uticaja svetlosti i inhibitora giberelina na indukciju somatske embriogeneze spanaca, koje je
zahtevalo veliki broj tretmana, a time 1 veliku koli¢inu biljnog materijala za istrazivanja.

5.5.  Uticaj paklobutrazola na embriogeni potencijal eksplantata

Ispitivanjem mehanizma kojim GAj; indukuje somatsku embriogenezu kod spanaca,
ustanovljen je snaZan sinergisticki uticaj GAz 1 PAC na indukciju ovog procesa kod spanaca. Prisustvo
varijabilnih koncentracija PAC u IMSE ili medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA kao jedini BRR, je
znacajno povecalo embriogeni potencijal eksplantata Sl klijanaca i visokoregenerativne linije SI1122.
Najveci embriogeni potencijal navedenih eksplatanata je dobijen pri kombinaciji 2.5 uM PAC + IMSE,
dok su u odsustvu GA3, na medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA, bile potrebne veée koncentracije
PAC (10 uM) kako bi se indukovao najveci embriogeni potencijal eksplatanata Sl klijanaca i linije
S1122. U odsustvu PAC, na medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA kao jedini BRR, eksplantati Sl
klijanaca nisu regenerisali SE, dok je embriogeni potencijal eksplatanata S1122 na ovom medijumu bio
najnizi u poredenju sa svim ostalim testiranim tretmanima.

Kod vecine biljnih vrsta egzogena primena auksina je jedna od najcesc¢ih koriS¢enih metoda za
sticanje kompetencije ¢elija za prelazak na program embrionalnog razvi¢a (Méndez-Hernandez et al.,
2019). U tom pogledu auksini mogu direktno delovati, ali takode mogu izazvati biosintezu IAA u
biljnim ¢elijama ili delovati kao faktor stresa (Fehér et al., 2003; Gaj et al., 2005). Medutim, rezultati
dobijeni u ovom radu su pokazali da primena NAA kao jedinog BRR nije dovoljna za postizanje
zadovoljavaju¢eg embriogenog odgovora u apikalnim odseccima korenova spanaca, ¢ak ni kod linije
koja ima geneticku predispoziciju za ovoj proces, kao sto je linija S1122. Ovaj rezultat je potvrdio ve¢
poznatu ¢injenicu da je prisustvo GAz neophodno za uspeSnu indukciju somatske embriogeneze kod
spanaca (Komai et al., 1996a, b; Knoll et al., 1997; Ishizaki et al., 2001; Nguyen et al., 2013).

Ipak, u ovom radu pored stimulativnog efekta GAs u indukciji somatske embriogeneze kod
spanaca, pokazan je po prvi put i snazan pozitivan efekat PAC na embriogeni potencijal apikalnih
odsedaka korenova spanaéa. StaviSe, embriogeni potencijal eksplatanata linije SI122 i Sl klijanaca je
uvek bio veci kada je PAC dodat u IMSE, bez obzira na primenjenu koncentraciju, u poredenju sa
eksplantatima koji su gajeni na medijumu sa NAA+PAC. Zanimljivo je istaci i Cinjenicu da je kod
eksplantata linije SI1122 kultivisanih na medijumu sa 20 uM NAA + 5 uM PAC, koja je ekvimolarna
koncentraciji GA3; u IMSE, dobijen prosecan broj SE priblizan prose¢nom broju SE kod eksplatanata
ove linije kultivisanih na IMSE, s§to dovodi do zakljucka da je PAC imao sposobnost da izazove
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priblizan embriogeni odgovor u ovim eksplatatima kao i GA3 Navedeni rezultati nesumnjivo ukazuju
na postojanje snaznog sinergistickog uticaja GAsz i PAC na povecanje embriogenog potencijala
apikalnih odsec¢aka korenova spanaca.

U literaturi postoje primeri vrlo razlic¢itog uticaja PAC na indukciju somatske embriogeneze.
Kod nekih biljnih vrsta PAC je stimulisao somatsku embriogenezu, kao kod Pelargonium hortorum
(Hutchinson et al., 1997), Oncidium (Chen & Chang, 2003), Centauriu erythraea (Suboti¢ et al.,
2009), Epipactis veratrifolia (Moradi et al., 2017) i Phoenix dactylifera (Hussam et al., 2015). Ipak za
razliku od spanaca, kod pomentih biljnih vrsta GA3 je imao suprotan efekat od PAC, tj. inhibirao je
proces somatske embriogeneze. Poznati su i primeri biljnih vrsta kod kojih je PAC inhibirao proces
somatske embriogeneze, poput prokelja (Biddington et al., 1992), Medicago sativa (Rudus$ et al.,
2002), sargarepe (Mitsuhashi et al., 2003) i Medicago truncatula (lgielski & K¢pczynska, 2017).

U ovom radu uocen je varijabilan uticaj PAC u zavisnosti od geneticke predispozicije
eksplatanata za somatsku embriogenezu. U skladu s tim, PAC je uvek imao veci uticaj na povecanje
embriogenog potencijala eksplantata linije S1122, u poredenju sa njegovim efektom na eksplantate SI
klijanaca. Navedeno se moze objasniti Cinjenicom da je linijja SI122 superiornija u pogledu
ispoljavanja embriogenog potencijala, za razliku od Sl klijanaca. Sli¢ne razlike u efektu PAC su
dobijene u indukciji regeneracije pupoljaka putem indirektne organogeneze kod dve vrste Pelargonium
sp. (Hamma et al., 2012). U slu¢aju P. domesticum PAC je indukovao formiranje kalusa i uticao na
povecanje broja regenerisanih pupoljaka, dok kod P. hortorum, kod kojeg dolazi do masivnog
kalusiranja, PAC nije uticao na regeneraciju i izazvao je pojavu hiperhidratacije izdanaka (Hamama et
al., 2012). U prilog navedenim pretpostavkama ide ¢injenica da je kod ga4 mutanta A. thaliana, koji
poseduje nizak nivo endogenih GA ili smanjenu osetljivost tkiva na GA, PAC indukovao efikasniju
regeneraciju pupoljaka u poredenju sa divljim tipom (Ezura & Harberd, 1995). Sli¢no tome, smanjenje
nivoa endogenih GA primenom PAC je stimulisalo somatsku embriogenezu iz korenova pkl mutanta
A. thaliana (Ogas et al., 1999). Medutim, postoje kontradiktorni rezultati koji su pokazali da povecanje
koli¢ine endogenih GA promovi$e somatsku embriogenezu kod A. thaliana. Primena 1 uM i 5 uM
PAC je inhibirala formiranje somatskih embriona kod pkl mutanta kada su kao eksplantati koris¢eni
nezreli zigotski embrioni (Gaj et al., 2006).

Iako u literaturi ne postoje primeri slicni spanacu o sinergistickom uticaju GA3z i PAC na
indukciju somatske embriogeneze, uocen je njihov stimulativan efekat na neke druge procese kod
biljaka (Wang et al., 2015b; Duan et al., 2019). U skladu s tim, tretman GA; i GA3+PAC je imao
stimulativan efekat na izduzivanje petiola kod celera (Duan et al., 2019), dok su navedeni tretmani
stimulisali razvice ¢elija ksilema u korenovima Sargarepe (Wang et al., 2015b). Zanimljivo je i da je
biomasa listova celera bila najveca na tretmanu GA3+PAC, u poredenju sa tretmanima kada je bio
prisutan samo GAgs ili PAC (Duan et al., 2019).

Varijabilan uticaj PAC na neki fizioloSki proces, ali 1 indukciju somatske embriogeneze se
moze objasniti razli¢itom poc¢etnom koli¢inom endogenih GA u ispitivanom tkivu (Acheampong et al.,
2015). Upravo varijacije u endogenoj koli¢ini GA kod razli¢itih ¢elija i tkiva prouzrokuju varijabilan
odgovor biljaka na tretman PAC, $to moze i da uti¢e na prirodu interkacije GA i PAC.

5.6.  Uticaj trihostatina na embriogeni potencijal eksplantata
Kod brojnih biljnih vrsta, TSA je uticao na pokretanje procesa somatske embriogeneze (Li et

al., 2014; Wojcikowska et al., 2018; Bie et al., 2020; Awada et al., 2020), zbog Cega je njegov uticaj
na indukciju somatske embriogeneze iz odsecaka korenova spanaca proucavan i u okviru ove teze.
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TSA se primenjuje u niskim koncentracijama, najcesce 0.1-1 uM (Wojcikowska et al., 2018; Bie et al.,
2020), najvise 10 uM (Awada et al., 2020), a tretman najéesce traje 1-14 dana (Castillo et al., 2020;
Awada et al., 2020), izuzetno 28 dana (Wdjcikowska et al., 2018), jer duzi tretmani najée$¢e imaju
inhibitorni uticaj na somatsku embriogenezu. Zato je za istrazivanja u okviru ove teze izabran opseg
koncentracija TSA 0.1-5 uM u trajanju 1-14 dana.

Kod A. thaliana, 0.1-1 uM TSA je mogao da zameni 2,4-D u indukciji somatske embriogeneze
iz kotiledona izolovanih sa nezrelih zigotskih embriona i uticao je sa ve¢om efikasnos¢u na indukciju
somatske embriogeneze od 5 uM 2,4-D, koji se inace koristi kao optimalan tretman za indukciju
somatske embriogeneze iz ovih eksplantata (Wdjcikowska et al., 2018). Kombinacija TSA i 2,4-D je
delovala inhibitorno na somatsku embriogenezu iz ovih eksplantata i ta inhibicija nije bila specifi¢na
za tip auksina, jer su isto dejstvo imale IAA i NAA (Wojcikowska et al., 2018). Zanimljivo je da u
studiji Wajcikowska et al. (2018) nije testirano niti uo¢eno dejstvo DMSO na somatsku embriogenezu.

Osim toga, poznato je da GA3z moze da promovise acetilaciju histona u promotorskom regionu i
tako utice na ekspresiju gena (Hou et al., 2015). S druge strane, kod ¢ak 80% gena A. thaliana na ¢iju
ekspresiju utiCe GA, neophodan je i PKL (Park et al., 2017), koji ima vrlo zna¢ajnu ulogu u regulaciji
odgovora biljke na GA. PKL i DELLA direktno interaguju protein-protein interakcijom i imaju
antagonisticko dejstvo na regulaciju procesa razvi¢a (Zhang et al., 2014b).

Imajuéi na umu gorenavedene Cinjenice, kao i Cinjenicu da su NAA i GAjz esencijalni za
indukciju somatske embriogeneze iz odseCaka korenova spanaca, eksperimenti u okviru ove teze su
dizajnirani tako da se otkrije da li TSA moZe da zameni dejstvo nekog od navedenih BRR u cilju
rasvetljavanja mehanizma njihovog delovanja. Dobijeni rezultati su pokazali da 0.1-5 uM TSA nije
mogao da zameni nijedan od navedenih BRR. Medutim, eksplantati kultivisani na medijumu sa
1 uM NAA + 5 puM GAg; ili 10 pM NAA su regenerisali SE sa niskom frekvencom (do 10%) kad je u
medijumu bio prisutan TSA, dok eksplantati kultivisani na istim medijumima bez TSA nisu
regenerisali, Sto ukazuje na pozitivan efekat TSA na indukciju somatske embriogeneze. Izostanak
embriogenog odgovora kod eksplantata kultivisanih na medijumu sa 20 uM NAA, bez obzira na
prisustvo ili odsustvo TSA, ukazuje na znacaj interakcije TSA sa NAA. S obzirom na ¢injenicu da je
10 uM NAA ipak imao izvesno embriogeno dejstvo, kao i da pozitivan uticaj DMSO 1 TSA nije doSao
do izraZaja u kombinaciji sa 20 pM NAA, ukazuje na sloZenu interakciju ovih faktora i moguce
inhibitorno dejstvo ove visoke koncentracije NAA na indukciju somatske embriogeneze.

U prisustvu 10 uM NAA + 5 uM GA3, TSA je uticao na znacajno povecanje embriogenog
potencijala, ali samo pri duzim TSA tretmanima u trajanju od 7 ili 14 dana. Eksplantati kultivisani na
medijumu sa 20 uM NAA + 5 pM GA; su takode imali veéi embriogeni potencijal kad je u medijumu
bio prisutan TSA, mada je u tom slucaju vec¢i embriogeni odgovor dobijen kad su eksplantati tokom
kra¢eg vremena (1 ili 7 dana) bili izloZeni TSA. Osim toga, ¢injenica da su eksplantati kultivisani na
medijumu koji je sadrzao DMSO bez TSA imali ve¢i embriogeni potencijal od eksplantata kultivisanih
na medijumu istog sastava bez DMSO 1 TSA ukazuje na izuzetno znac¢ajnu ulogu DMSO na indukciju
somatske embriogeneze kod spanaca. DMSO se vrlo ¢esto koristi kao rastvara¢ tesko rastvorljivih
polarnih i nepolarnih jedinjenja, jer je zbog hidrofilne sulfoksid gupe i dve hidrofobne metil grupe
rastvorljiv u vodi i sposoban da rastvori lipofilna jedinjenja. DMSO uti¢e na povecanje propustljivosti
membrane, ¢ime olak$ava unos drugih jedinjenja u ¢eliju (Omar & Novak, 1990; de Ménorval et al.,
2012), uklanja hidroksil radikal i pospesuje peroksidaciju (Kharasch & Thyagarajan, 1983). Osim toga,
DMSO se koristi kao krioprotektant (Peng et al., 2021), jer lako prodire kroz ¢elijsku membranu i
moze da zameni vodu u ¢eliji, a uoCena je i njegov znacajan antioksidativni potencijal (Sanmartin-
Suérez et al., 2011).
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Uprkos €injenici da se DMSO vrlo €esto koristi kao rastvara¢, izmedu ostalog i za mnoge BRR,
u literaturi je dostupan samo mali broj podataka o njegovom uticaju na de novo regeneraciju (Echavarri
& Cistue, 2016). DMSO je stimulisao proces androgeneze kod nekoliko genotipova je¢ma (1.4-2.8
puta) 1 pSenice (1.1-1.5 puta) Cetvorodnevnim pretretmanom 1% rastvorom (Echévarri & Cistue,
2016). Kod psenice je 1% DMSO znacajno poboljsao konverziju embriona u zelene biljke kod
genotipova kod kojih se tesko postize regeneracija. Somatski embrioni su se brze razvijali iz antera
pretretiranih 1% DMSO. Autori su predlozili mehanizam delovanja DMSO preko povecanja
propustljivosti ¢elijske membrane i njegove sposobnosti da eliminiSe hidroksil radikal (Sanmartin-
Suérez et al., 2011).

Navedeni rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim u okviru ove teze. DMSO bi
povecanjem propustljivosti membrane stimulisao usvajanje NAA i GAj3 iz medijuma u celiju.
Cinjenica da je kraéi tretman TSA/DMSO bio dovoljan za postizanje najveéej embriogenog potencijala
u prisustvu 20 pM NAA, dok je za priblizan embriogeni odgovor eksplantata kultivisanih na medijumu
sa nizom koncentracijom NAA (10 uM) bio potreban duzi TSA/DMSO tretman. Duzi tretman u
prisustvu 20 UM NAA je za posledicu imao nizi embriogeni potencijal eksplantata, $to ukazuje na
inhibitorno dejstvo NAA. U prilog tome govori i ¢injenica da su u odsustvu GA; samo eksplantati
kultivisani na medijumu sa 10 pM NAA pokazali embriogeni odgovor, za razliku od eksplantata
kultivisanih na medijumu sa 1 ili 20 uM NAA.

U eksperimentima u okviru ove teze DMSO je dodat u sve medijume koji su sadrzali TSA u
istoj koncentraciji. Dalja istrazivanja su potrebna da bi se razlu¢ila uloga DMSO i TSA u ovom
procesu i razjasnilo da li se DMSO moze koristiti kao rastvara¢ za procenu uticaja TSA na embriogeni
potencijal spanac¢a. U dostupnoj literaturi koja se odnosi na uticaj TSA na indukciju de novo
regeneracije, DMSO je dominantno kori$¢en kao rastvara¢ TSA, mada se TSA moze, ali znatno teze,
rastvoriti i u etanolu. Kad se posmatra mogu¢i doprinos DMSO indukciji somatske embriogeneze,
treba imati na umu njegov antioksidativni potencijal. Osim toga, u animalnim ¢elijama je pokazano da
i sam DMSO moze inhibirati deacetilaze histona (Marks & Breslow, 2007). U dostupnoj literaturi, koja
se odnosi na de novo regeneraciju iz biljnih tkiva, nije uocena studija u kojoj je testiran ili
komentarisan uticaj DMSO sa aspekta antioksidativnog delovanja ili inhibicije deacetilaze histona na
biljna tkiva.

Cinjenica da je u ovoj studiji embriogeni potencijal bio uvek veéi u prisustvu TSA ukazuje da i
sam TSA ima pozitivan uticaj na indukciju somatske embriogeneze. U vecini slu¢ajeva koncentracija
TSA nije znaajno uticala na embriogeni potencijal, ve¢ duZina TSA tretmana. Ipak, najcesce su
najvece vrednosti EP indeksa dobijene za eksplantate kultivisane na medijumu sa 0.1-0.5 uM TSA.
Optimalna koncentracija TSA za indukciju somatske embriogeneze zavisi od biljne vrste i sistema za
regeneraciju. U velikom broju studija njegova optimalna koncentracija je bila 0.1-0.5 uM (Li et al.,
2014; Jiang et al., 2017; Wadjcikowska et al., 2018; Bie et al., 2020; Castillo et al., 2020), mada je za
indukciju somatskih embriona i regeneraciju zelenih bilj¢ica iz mikrospora pSenice duza kultivacija (28
dana) na medijumu koji je sadrzao 0.008-0.01 uM TSA bila efikasnija nego kraci pretretman (10 min)
mikrospora 0.1 uM TSA, dok tretman 0.5 uM TSA viSe nije imao pozitivan uticaj na indukciju
somatske embriogeneze (Wang et al., 2019b).

U eksplantatima kotiledona A. thaliana tretiranim 1 uM TSA nivo auksina, ROS, kao i
ekspresija gena za transkripcione faktore kljucne za pokretanje somatske embriogeneze (LEC1, LEC2,
AGL15, MYB118, FUS 1 BBM, osim WUS), su bili znac¢ajno ve¢i nego u eksplantatima kultivisanim
na medijumu bez BRR. TSA je uticao na povecanje ekspresije YUCCA gena, ¢ime je bila povecana
biosinteza auksina i pokrenuta kaskada derepresije trenskripcionih faktora i gena koji ucestvuju u
reprogramiranju kompetentnih ¢elija na embrionalni put razvica (Wdjcikowska et al., 2018). TSA i
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2,4-D istim mehanizmom pokre¢u somatsku embriogenezu, s tim §to TSA efikasnije deluje od 2,4-D
jer moze da indukuje somatsku embriogenezu ¢ak i iz adultnih tkiva iz kojih 2,4-D to ne moze
(Wojcikowska et al., 2018). Povecana koncentracija H,O,, kao i aktivnost SOD, POD i CAT, je
detektovana u listovima tri dana starih klijanci kukuruza tretiranih 0.5 uM TSA (Wang et al., 2016).
Ovaj efekat je poniSten u prisustvu tiouree, koja ima snazno antioksidativno dejstvo i utiCe na
smanjenje H,O, (Wang et al., 2016).

5.7.  Uticaj svetlosti na embriogeni potencijal eksplantata

Za ispitivanje koji deo vidljivog spektra svetlosti utice na pokretanje procesa somatske
embriogeneze kod spanaca i koji receptor posreduje u tom procesu, eksplantanti Sl klijanaca su
kultivisani na IMSE u mraku ili u uslovima osvetljenja Fl ili LED lampi. Najve¢i embriogeni
potencijal su imali eksplantati kultivisani pod B LED svetlos¢u, znacajno nizi eksplantati koji su bili
izlozeni dejstvu F1 1 W LED svetlosti, dok je regeneracija somatskih embriona bila potpuno inhibirana
u eksplantatima kultivisanim u mraku i pod R LED svetlos¢u. Imajuci na umu da FL i W LED emituju
svetlost Sireg opsega talasnih duzina, koji ukljucuje i B svetlost, dobijeni rezultati ukazuju da u procesu
indukcije somatske embriogeneze posreduje jedan od plavih pigmenata, dok ga fitohromi inhibiraju.
FL i W LED emituju svetlost i u crvenom delu spektra, mada sa daleko nizim intenzitetom od plavog
dela spektra. To objasnjava nizi i medusobno slican embriogeni potencijal eksplantata kultivisanih pod
FL i W LED svetloscu.

Najveci broj publikacija ukazuje na stumulativan efekat kombinacije B i R LED svetlosti u
indukciji organogeneze i somatske embriogeneze (Park et al., 2010; Maluta et al., 2013; Edesi et al.,
2014; Bello Bello et al., 2017; Al-Mayahi, 2016; Silva et al., 2016; Chen et al., 2016a; Almeida et al.,
2019). Crvena LED svetlost, kao i kombinacija R i B i kombinacija R i FR LED svetlosti su
promovisale pojavu somatskih embriona iz fragmenata listova Doritanaeopsis sp. (Park et al., 2010).
Kod lekovite biljne vrste Peucedanum japonicum kombinacija R i B LED svetlosti u odnosu 8:1 je
rezultovala maksimalnim brojem somatskih embriona dobijenih iz embriogenog kalusa indukovanog iz
korena (Chen et al., 2016a). Takode, kombinacija W i B LED svetlosti je stimulisala pojavu skoro
duplo vise somatskih embriona iz embriogenog kalusa papaje u odnosu na FL svetlost (Almeida et al.,
2019).

lako zna€ajno malobrojniji, postoje 1 primeri slicni spanacu u kojima je pokazan pozitivan
uticaj pojedinac¢nih spektara LED svetlosti na indukciju regeneracije u uslovima in vitro, koji je bio
znacajno veci u poredenju sa dejstvom FL svetlosti. Kao §to je i dobijeno u ovom radu, uslovi B LED
svetlosti su bili optimalni za indukciju organogeneze kod Anthurium (Budiarto, 2010), Dendrobium
(Lin etal., 2011) i Curculigo orchioides (Dutta Gupta & Sahoo, 2015).

Jedan od moguc¢ih mehanizama kojim razli¢iti spektri LED svetlosti stimuliSu regeneraciju
biljaka u uslovima in vitro se ogleda u indukciji foto-oksidativnog stresa pod uticajem LED svetlosti,
¢ime se remeti nivo ROS jedinjenja i aktivira antioksidativni sistem. Ove promene mogu povoljno
uticati na povecanje potencijala za regeneraciju (Dutta Gupta & Sahoo, 2015). Kod C. orchioides
akumulacija H,0, pod uticajem B LED svetlosti bila je u korelaciji sa povetanjem regenerativnog
potencijala (Dutta Gupta & Sahoo, 2015). Kada je u pitanju dalje razviée somatskih embriona u
adultne biljke, takode je pokazan pozitivan uticaj LED svetlosti. Somatski embrioni Secerne trske i
vinove loze kultivisani pod B LED svetlos¢u u najvecoj meri su dostigli fazu maturacije (Tittmann et
al., 2015; Heringer et al., 2017). Takode, multiplikacija i konverzija somatskih embriona $ecerne trske
u adultne biljke je bila efikasnija pri kultivaciji eksplantata pod R i B LED svetlos¢u (Ferreira et al.,
2017). Nasuprot pozitivnom efektu B LED svetlosti na povecanje embriogenog potencija apikalnih
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odesecaka korenova spanaca koji je dobijen u ovom radu, R LED svetlost je potpuno inhibirala
regeneraciju somatskih embriona. Sli¢no tome, inhibitoran uticaj R LED svetlosti na indukciju
regeneracije je pokazan kod Rehmannia glutinosa (Hahn et al., 2000) i nevena (Heo et al., 2002).

Kako bi se razjasnio uticaj LED svetlosti na razvie somatskih embriona, ali i na samu
indukciju procesa somatske embriogeneze, odgovor bi se mogao pronaci u diferencijalnoj ekspresiji
gena ukljuéenih u metabolizam fitohormona, ali i zastupljenosti pojedinih proteina pod uticajem LED
svetlosti razli¢itog spektra (Heringer et al., 2018; Almeida et al., 2019). Biljke poseduju vrlo
sofisticiran mehanizam za percepciju i transdukciju svetlosnog signala koji moze indukovati promene
na nivou genoma, transkriptoma i proteoma. Upravo ovakve promene u ¢elijama im omogucavaju da
steknu embriogenu kompetenciju (Barneche et al., 2014; Almeida et al., 2019). Kod somatskih
embriona Secerne trske koji su bili izloZeni dejstvu B i R LED svetlosti dolazilo je do poveéanja nivoa
metil-transferaze ¢ime se promenio obrazac metilacije DNK i na taj nacin zastupljenost pojedinih
proteina (Heringer et al., 2017). Pokazano je da se proteini vezani za produkciju energije,
remodelovanje Celijskog zida i intracelularnog transporta javljaju u vec¢oj meri u somatskim
embrionima papaje gajenim pod LED svetlos¢u (Almeida et al., 2019).

5.8. Ekspresije gena koji kodiraju kljuéne enzime za metabolizam giberelina u
eksplantatima tokom indukcije somatske embriogeneze

S obzirom da se GA sintetiSu samo u mladim delovima biljnih organa, najpre je testirano da li
veli¢ina eksplantata (1 mm i 1 cm) znacajno uti¢e na nivo ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime
za metabolizam giberelina. Poznato je da se u korenu intaktnih biljaka A. thaliana, GA sintetiSu u
¢elijama proksimalnog meristema korena, u kojima ucéestvuju u regulaciji proliferacije celija
endodermisa (Ubeda-Tomas et al., 2009). U zoni izduZivanja korena, GA kontroliSe izduZzivanje Celija,
takode delujuci na celije endodermisa korena (Ubeda-Tomas et al., 2009). Postoje literaturni podaci
koji ukazuju da je biosinteza GA zanemarljiva u zoni izduzivanja korena (Desgagné-Penix & Sponsel,
2008) i da se u ovoj zoni ne eksprimira ni GA2-ox (Rieu et al., 2008). U skaldu sa tim, Band et al.
(2012) su predlozili model koji predvida smanjenje koncentracije GA u ¢elijama endodermisa usled
izduZivanja, tako da se duz korena formira gradijent GA, sa maksimumom u proksimalnom meristemu
korena.

Na osnovu navedenih ¢injenica, bilo je veoma vazno utvrditi koja je veli¢ina eksplantata
pogodna za analizu ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam giberelina. U ovom
radu, nije pokazana statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena koji kodiraju kljuéne enzime za
biosintezu (GA20-0x1 i GA3-o0x1) i inaktivaciju (GA2-0x1,GA2-0x2 i GA2-0x3) GA u eksplantatima
veli¢ine 1 cm i 1 mm. Skora3nji literaturni podaci idu u prilog rezultatima koji su dobijeni u ovom radu
i kontradiktorni su modelu koji su predlozili Band et al. (2012) (Shani et al., 2013; Rizza et al., 2017;
Barker et al., 2020). Fluorescentnim obelezavanjem bioaktivnih GA, Shani et al. (2013) su dosli do
sli¢nih zakljucéaka, ali su utvrdili da do akumulacije GA dolazi u vakuolama ¢elija endodermisa korena,
dok rezultati Rizza et al. (2017) ukazuju na Siru distribuciju GA u zoni izduzivanja korena. Rezultati
pomenutih publikacija ukazuju na postojanje transportnog sistema uz pomo¢ kojeg dolazi do
akumulacije GA u zoni izduzivanja korena (Shani et al., 2013; Rizza et al., 2017). U skladu sa tim su i
rezultati najnovijeg istrazivanja koji isticu da iako je proksimalni meristem korena glavno mesto
biosinteze GA, ona se odvija i u ¢elijama zone izduzivanja korena (Barker et al., 2020). Biosinteza
GA, ali i aktvinost enzima GAZ20-ox u zoni izduzivanja zavisi od akumulacije GA i njegovih
prekursora u proksimalnom meristemu korena. Dok je transport GAy i ranijih prekursora biosinteze
GA ograni¢en duz korena, pokazan je efikasan transport GAjg, koji predstavlja supstrat za GA3-0X i
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GA20-ox (Barker et al., 2020). Zbog svega navedenog, ali i zbog lakse manipulacije biljnim
materijalom, u svim daljim eksperimentima ekspresija gena koji kodiraju kljuéne enzime za
metabolizam GA je analizirana u eksplantatima duzine 1cm.

U eksperimentima u okviru ove teze eksplantati izlozeni svim testiranim tretmanima su uvek
uzorkovani 4h od pocetka izlaganja svetlosti da bi se izbegao eventualni uticaj diurnalnog variranja
ekspresije SOGA20-ox1 na procenu uticaja drugih faktora na ekspresiju ovog gena u eksplantatima.
Poznato je da cirkadijalni oscilator regulise ekspresiju GA20-o0x (Jackson et al., 2000; Hisamatsu et al.,
2005), mada je kod A. thaliana pokazano da nisu svi geni familije GA20-ox pod kontrolom
cirkadijalnog oscilatora (Hisamatsu et al., 2005). U literaturi nema podataka da li je jedini klonirani
gen spanaca SOGA20-o0x1 pod kontrolom cirkadijalnog oscilatora (Lee & Zeevaart, 2002, 2007), ali je
izvesno da je njegova ekspresija pod fotoperiodskom kontrolom (Wu et al., 1996). Ekspresija GA20-0x
je najveca tokom obdanice, ali momenat kad dostize maksimum (od momenta izlaganja svetlosti) je
varijabilan kod razli¢itih biljnih vrsta. U najvec¢em broju studija, sprovedenim na drugim biljnim
vrstama, maksimum ekspresije GA20-ox je detektovan 3-4h od pocetka izlaganja svetlosti (Ait-Ali et
al., 1999; Hisamatsu et al., 2005; Paparelli et al., 2013).

U ovom radu analiziran je profil ekspresije gena koji kodiraju klju¢ne enzime za metabolizam
GA u apikalnim odse¢cima korenova spanaca tokom indukcije somatske embriogeneze. lako je
detaljan profil ekspresije ovih gena u nadzemnim organima biljaka spanaca poznat, u literaturi nema
podataka o njihovoj ekspresiji u korenu spanaca (Wu et al., 1996; Lee & Zeevaart, 2002; 2005, 2007).
U ovom radu ekspresija svih pet analiziranih gena je detektovana u apikalnim odse¢cima korenova
spanaca koji su bili izloZzeni uslovima DD, §to ukazuje da korenovi kao izlovani organi imaju
autonomnu sposobnost da vrSe percepciju svetlosti, ali 1 da sintetiSu GA. Poznato je da intaktni
korenovi, iako kao podzemni organi nisu direktno izloZeni uticaju svetlosti, imaju sposobnost da vrse
percepciju svetlosti, budu¢i da eksprimiraju fotoreceptore (Galen etal., 2007; Mo etal., 2015).
Medutim, o sposobnosti izolovanih korenova da autonomno sintetiSu GA se vrlo malo zna. Pokazano
je da odsecci korenova paradajza (1 cm) sadrze jedinjenja slicna GA i posle kultivacije na medijumu
bez BRR, ali je taj dokaz bio posredan, primenom biotesta u nedostatku sofisticiranih analitickih
metoda detekcije GA u vreme kad su ova istrazivanja izvrSena (Butcher, 1963). Kasnije je utvrdeno na
osnovu poredenja rastenja korenova izolovanih sa biljaka divljeg tipa i GA mutanata paradajza da
izolovani korenovi mogu autonomno da sintetiSsu GA (Butcher et al., 1990).

U okviru ove studije, ekspresija svih 5 GA-0x gena je bila veca u izolovanim nego u intaktnim
korenovima klijanaca ve¢ posle 24h od njihove izolacije. To svedo¢i da su izolovani korenovi bili
sposobni za odrzanje homeostaze GA. Osim toga, treba imati u vidu da su izolovani korenovi izgubili
kontrolu ne samo od strane izdanka, ve¢ i od strane glavnog korena. Dobar primer koji ilustruje uticaj
hormona iz izdanka na koren je inhibicija de novo regeneracija pupoljaka iz korenova intaktnih
klijanaca A. thaliana, koja je bila poniStena primenom inhibitora transporta auksina u oblasti bazalnog
dela korena, pa su ti korenovi stekli sposobnost regeneracije pupoljaka poput izolovanih korenova
(Bernula et al., 2020). Izmedu glavnog i lateralnih korenova, kao i izmedu mladih i starijih korenova,
postoji niz sli¢nosti i razlika (Waidmann et al., 2020). Glavni koren i lateralni korenovi razli¢ito
reaguju na brojne hormonske stimuluse, kao i stimuluse iz okruzenja (Waidmann et al., 2020). Jedan
od izuzetno vaznih faktora prema kome se glavni i lateralni korenovi razli¢ito ponaSaju je svetlost.
Svetlost inhibira rastenje glavnog korena i izaziva negativnu fototropsku reakciju (Cluis et al., 2004).
Suprotno tome, lateralni korenovi klijanaca A. thaliana su duzi kad se klijanci gaje na svetlosti nego u
mraku (Moni et al.,, 2015). Smatra se da ovaj proces zavisi od receptora plave svetlosti
PHOTOTROPIN-1 (PHOT1), jer kod photl mutanata nema razlike u rastenju lateralnih korenova na
svetlosti i u mraku.
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U ovom radu analiziran je profil ekspresije svih kloniranih gena spanaca koji kodiraju kljucne
enzime za biosintezu i inaktivaciju GA u eksplantatima kultivisanim na IMSE (20 uM NAA +
5 uM GA3), medijumu bez BRR ili medijumu koji je sadrzao 20 uM NAA ili 5 uM GA; tokom 4
nedelje. Najdrasti¢nije promene u ekspresiji SOGA20-0x1 i S0GA3-0x1 su uocene poredenjem
eksplantata kultivisanim na IMSE i medijum bez BRR. U skladu sa tim, u eksplantatima kultivisanim
na IMSE, ekspresija SOGA20-0x1 i SOGA3-0x1 se konstatno smanjivala tokom ¢itavog indukcionog
perioda, naspurot znacajnom i konstantnom povecéanju ekspresije ovih gena u eksplantatima gajenim
na medijumu bez BRR. Pad ekspresije SOGA20-0x1 i S0GA3-0x1 se moze objasniti aktiviranjem
negativne povratne sprege, jer je prisustvo GAz u IMSE dovelo do povecanja nivoa endogenih GA
(Israelsson et al., 2004; Radi et al., 2006). Takode, u eksplantatima koji su gajeni na IMSE
detektovano je povecanje ekspresije svih gena ukljucenih u katabolizam GA (S0GA2-0x1, SOGA2-0x2 i
S0GA2-0x3) koje se moze objasniti aktiviranjem pozitivne povratne sprege. Regulacija biosinteze GA
mehanizmom povratne sprege je veoma vazna za odrzanje homeostaze GA koja je neophodna za
odvijanje mnogih fizioloSkih procesa kod biljaka. Sli¢no rezultatima dobijenim u ovom radu, egzogena
primena GA; i GA4 je izazvala povecanje ekspresije AtGA2-0x6 u korenovima A. thaliana (Wang et
al., 2004), dok je u korenovima Saragarepe pored povecanja ekspresije DcGA2-0x1, DcGA20x2 i
DcGA2-0x3, dovela i do smanjenja ekspresije DcGA20-0x1 i DcGA20-0x2 (Wang et al., 2015b). Pored
sposobnosti GA da reguliSu sopstvenu biosintezu mehanizmom povratne sprege, pokazano je i da
auksini imaju veliki uticaj na biosintezu i signalni put GA (Weiss & Ori, 2007; Ross et al., 2000, 2003,
2011, 2016). Mogu¢i mehanizam kojim auksini uticu na smanjenje biosinteze GA se ogleda u
njihovom uticaju na destabilazaciju DELLA proteina (Fu & Harberd, 2003), koji pozitivno regulisu
GA20-0x i GA3-0x, a GA2-0x negativno reguliSu (Desgagné-Penix & Sponsel, 2008). Inhibicijom
DELLA proteina zbog prisustva NAA u IMSE, nivo endogenih GA bi bio povisen i izazvao bi pad
ekspresije SOGA20-0x1 zbog delovanja negativne povratne sprege, a posledica toga bi bio i nizi nivo
SoGA3-0x1, zbog smanjenja nivoa GAy.

U eksplantatima kultivisanim na medijumu koji je sadrzao 5 uM GAgsili 20 uM NAA ekspresija
S0GA20-ox1 se smanjivala samo tokom prvih 24 h odnosno 7 dana, nakon ¢ega se ekspresija ovog
gena povecavala do kraja eksperimenta. Navedeni rezultat dovodi do zakljucka da prisutvo 5 pM GA3
ili 20 uM NAA nije dovoljno da izazove konstantni pad ekspresije SOGA20-0x1 u eksplantatima, vec je
za to potreban sinergisticki uticaj auksina i GA, koji ¢e prvobitno povecati nivo bioaktivnih GA, Koji
¢e onda negativnom povratnom spregom uticati na ekspresiju SOGA20-0x1. | zaista u ovom radu samo
u eksplantatima kultivisanim na medijumu koji je sadrzao NAA + GAj; ekspresija SOGA20-ox1 se
smanjivala tokom Citavog perioda indukcije. Sli¢no tome, ekspresija SOGA3-0x1 se smanjivala tokom
7 dana u ekplantatima koji su gajeni na medijumu sa 20 uM NAA, dok je prisustvo 5 uM GA; izazvalo
smanjenje ekspresije ovog gena tokom ¢itavog trajanja eksperimenta. Smanjenje ekspresije SOGA3-ox1
u eksplantatima kultivisanim na medijumu sa 5 uM GAj; se moze objasniti mehanizmom odrzanja
homeostaze endogenih GA pod uticajem egzogene GAg, ali i ¢injenicom da kod pojedinih biljnih vrsta
ovaj gen nije pod snaznom kontrolom negativne povratne sprege kao GA20-ox. Kod transgenih linija
hibridne topole Populus tremula, prekomerna ekspresija GA20-ox je dovela do povecane sinteze
bioaktivnih GA, dok je kod transgenih biljaka sa prekomernom ekspresijom GA3-ox dolazilo do
povecane aktivnosti 3-fB-hidroksilacije, ali nije bilo prisutno poveéanje nivoa bioaktivinh GA, niti je
dolazilo do promena u rastenju i morfologiji biljaka (Israelsson et al., 2004). Sli¢no tome, prekomerna
ekspresija PsGA3-0x graska u biljkama duvana, dovela je samo do neznatnih promena u morfologiji
biljaka i koli¢ini bioaktivnih GA (Gallego-Giraldo et al., 2008).

Nasuprot drasticnim razlikama u ekspresiji SOGA20-0x1 i S0GA3-0x1 koje su uocene u
embriogenim i neembriogenim eksplantatima, ekspresija sva tri gena ukljucena u inaktivaciji GA

119



(SoGA2-0x1, S0GA2-0x2 i SOGA2-0x3) je bila povecana u eksplantatima gajenim na IMSE, ali i u
ekplantatima gajenim na medijumu bez BRR tokom citavog trajanja eksperimenta. Prisustvo 20 uM
NAA ili 5 uM GA3z u medijumu je dovelo do poveéanja ekspresije SOGA2-0x1 i SOGA2-0x2 u
eksplantatima, ali je ono bilo manje u poredenju sa povecanjem ekspresije pomenutih gena u
eksplantatima gajenim na IMSE ili bez BRR. Ekspresija SOGA2-0x3 je bila manja u eksplatantima
kultivisanim na medijumu sa 20 uM NAA, dok u eksplatntatima gajenim na medijumu sa 5 uM GAg3
bila blago povecéana. lako je detektovano povecanje u ekspresiji SOGA2-0x1, SOGA2-0x2 i SOGA2-0x3
na IMSE i medijumu bez BRR, razlike se uo¢avaju u njihovim nivoima ekspresije. U eksplantatima
gajenim na medijumu bez BRR najvece povecanje od 60 puta je detektovano u ekspresiji SOGA2-0x1,
dok je u eksplantatima kultivisanim na IMSE do najveceg povecana od 17 puta dolazilo u ekspresiji
S0GA2-0x2. Navedeni rezultat ukazaju na mogucnost postojanja razlic¢itih uloga SOGA2-0x1 i SOGA2-
ox2 kod spanaca tokom indukcije somatske embriogeneze. Poznato je da somatska embriogeneza
predstavlja odgovor biljaka na stresne uslove, a da primena visokih koncentracija BRR za indukciju
ovog procesa itekako utiCu stresno na biljne celije (Pasternak et al., 2002). Moguce je da u slucaju
somatske embriogeneze spanaca, upravo stresni uslovi indukuju povecanje ekspresije SOGA20x-02 u
eksplantatima kultivisanim na IMSE, a da je nasuprot takvim uslovima u eksplantatima kultivisanim na
medijumu bez BRR indukovana ekspresija SOGA2-0x1. Kako je ekspresija SOGA2-0x3 uvek bila niza u
poredenju sa ekspresijom SOGA2-0x1 i SOGA2-0X2 na svim testiranim tretmanima, moze se zakljuciti
da ovaj gen nema znacéajnu ulogu u uslovima koji su testirani u ovom radu.

Sli¢no tome, kod A. thaliana su pokazane razli¢ite uloge AtGA2-0x u zavinosti od tkiva u kom
se eksprimiraju i fizolo§kog procesa u kojem ucestvuju (Yamauchi et al., 2004, 2007; Magome et al.,
2008; Pimenta-Lange & Lange, 2015; Wiesen et al., 2015; Li et al., 2017, 2019b). U slucaju A.
thaliana AtGA2-ox kodira familija od 8 gena, AtGA2-ox1, 2, 3, 4, 6, 7 i 8, dok je AtGA2-ox5
verovatno pseudogen (Hedden et al., 2000). Pokazano je da povecanje ekspresije AtGA2-0x2 suprimira
klijanje semena A. thaliana pod uticajem svetlosti i temperature (Yamauchi et al., 2004, 2007). KNOX
(KNOTTED1-like homeobox) transkriocioni faktor promovise formiranje apikalnog meristema izdanka
indukujuci ekspresiju AtGA2-0x2 i AtGA2-0x4 ¢ime se smanjuje nivo bioaktivnih GA, dok deacetilaze
histona (HDT1/2) kontroliSu broj ¢elija apikalnog meristema korena smanjujuéi ekspresiju AtGA2-0x2
(Li et al., 2017). Nasuprot veoma vaznim ulogama AtGA2-0x2 i AtGA2-ox4 u formiranju apikalnog
meristema korena i izdanka kod A. thaliana, pokazano je da povecana ekspresija AtGA2-0x6 u
cvetovima stimuliSe produkciju nektara (Wiesen et al., 2015). U uslovima visokog saliniteta se
indukuje ekspresija AtGA2-0x7 dovode¢i do promene u morfologiji i boljoj adaptaciji biljaka A.
thaliana na stresne uslove (Magome et al., 2008; Pimenta-Lange & Lange, 2015).

Korelacija izmedu sticanja embriogenog potencijala i ekspresije gena ukljucenih u metabolizam
GA je uocena i kod drugih biljnih vrsta, ali su literaturni podaci i dalje oskudni i ne postoji jasna slika
o ulozi GA u indukciji somatske embriogeneze. Kod Sargarepe, nivo ekspresije DSGA20-0x i
DsGA2-ox se nije znacajno menjao tokom indukcije somatske embriogeneze, dok je nivo ekspresije
DsGA3-0x bio znacajno povecan (Mitsuhashi et al., 2003). Sli¢no tome, tokom indukcije somatske
embriogeneze kod Medicago truncatula je detektovano povecanje ekspresije MtGA3-ox1 i MtGA3-0x2
(Igielski & Kepczynska, 2017). Medutim, za indukciju somatske embriogeneze kod M. truncatula_nije
neophodna egzogena primena GA (Igielski & Kepczynska, 2017). Nasuprot tome, povecanje
ekspresije AtGA2-0x6 je bilo u korelaciji sa aktivacijom 35S:AGL15 ¢ime se promovisala somatska
embriogeneza kod A. thaliana. Transformanti sa povecanom ekspresijom 35S:AtGA2-0x6 su
ispoljavali daleko veéi embriogeni potencijal u poredenju sa ga2-ox mutantima (Wang et al., 2004).
Navedeni rezultati podrzavaju hipotezu da indukciju somatske embriogeneze kod nekih biljnih vrsta,
ukljucujuéi 1 spanaé, favorizuje smanjenje ekspresije gena ukljucenih u biosintezu GA i1 povecanje
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ekspresije gena ukljucenih u katabolizam GA. Ipak ova hipoteza zahteva dalja istrazivanja, jer postoji
nekoliko €injenica koje se ne smeju zanemariti. S obzirom da postoji veliki broj dokaza o uzajamnoj
interakciji auksina i GA, dalja istrazivanja bi nesumnjivo trebala da se odnose na analizu ekspresije
gena koja bi rasvetlila prirodu ove interakcije tokom indukcije somatske embriogeneze.

Ne sme se zanemariti ni ¢injenica da je regulacija biosinteze 1 metabolizma GA vrlo sloZena,
jer GA ucestvuju u realizaciji mnogih programa razvic¢a biljnog organizma, kao $to je izduZivanje
stabla, lista i korena. Jedan od nacina kontrole nivoa GA je pokretanje njegovog katabolizma
indukovanjem ekspresije GA2-ox (Nelissen et al., 2012). Zato na ekspresiju ovog gena, kao §to je veé
pomenuto, utice veliki broj faktora. Kontrola ekspresije GA2-0x je ne samo mehanizam kojim se u
odgovaraju¢im vremenskim sekvencama smenjuju programi sukcesivnih faza tokom ontogenije, vec i
mehanizam kojim biljke uskladuju svoje rastenje sa uslovima u okruzenju (Claeys & Inzé, 2013).
Drugi nac¢in kontrole nivoa GA se ogleda u vrlo kompleksnoj regulaciji ekspresije GA20-0x koja se
odvija na vise hijerarhijskih nivoa, jer je enzim GAZ20-ox klju¢an za odrzanje homeostaze GA. U
skladu s tim, ekspresija AtGA20-ox1 je regulisana na nivou organa, tkiva i ¢elija, specifi¢nog stadijuma
razvi¢a i metabolic¢ki je autoregulisana negativnom povratnom spregom (Desgagné-Penix & Sponsel,
2008). Regulacija na jednom nivou je moguca samo ako to dozvoljava hijerarhijski visi nivo
regulacije; npr. tretman paklobutrazolom stimulise ekspresiju AtGA20-ox1 u kotiledonima i listovima
A. thaliana 6 dana starih klijanaca, dok taj efekat izostaje u kotiledonima 10 dana starih klijanaca, §to
ukazuje da je regulacija nivoa GA odredena stupnjem razvi¢a snaznija od metabolicke regulacije
(Desgagné-Penix & Sponsel, 2008). Cetvrti nivo regulacije vrie auksini, pri ¢emu je metabolicka
regulacija snaznija od regulacije auksinima; npr. NAA ne stimuliSe ekspresiju AtGA20-ox1 u
korenovima A. thaliana zbog njegove niske organ-specifi¢ne ekspresije (Desgagné-Penix & Sponsel,
2008).

Kako su u ovom radu eksplantati gajeni na svim testiranim tretmanima bili izloZeni uslovima
DD u obzir se mora uzeti i uticaj svetlosti na ekspresiju gena ukljucenih u biosintezu i metabolizam
GA. Ekspresija SOGA20-0x1 je pod snaznom fotoperiodskom kontrolom kod spanac¢a (Wu et al., 1996;
Lee & Zeevaart 2002, 2005, 2007), $to je pokazano i kod drugih biljnih vrsta (Ait-Ali et al., 1999;
Jackson et al., 2000; Hisamatsu et al., 2005). Za ekspresiju GA3-ox1 i GA2-0x1 se smatra da nije pod
fotoperiodskom kontrolom, ve¢ da zavisi od dostupnosti supstrata GA,o (Hisamatsu et al., 2005).

Iz svega prilozenog je ocigledno da interakcija svetlosti, auksina i GA utie na biosintezu i
metabolizam GA u apikalnim odsecima korenova spanaca, ali da je sama po sebi izuzetno
kompleksna, a to vaZi i za njen uticaj na ekspresiju embriogenog potencijala. Naposletku ne sme se
zanemariti ni ¢injenica da kod spanaca nisu klonirani svi geni uklju¢eni u metabolizam i signalni put
GA, a koji bi mogli imati ulogu indukciji somtaske embriogeneze.

5.9. Uticaj paklobutrazola na ekspresija gena za metabolizam giberelina u izolovanim
odseccima korenova spanaca

Posto je u ovom radu pokazan snazan sinergisticki uticaj GAz i PAC na indukciju somatske
embriogeneze kod spanaca, u cilju ispitivanja njihovog mehanizma delovanja, analizirana je ekspresija
kljuénih gena za metabolizam GA u eksplantatima kultivisanim na IMSE ili medijimu koji je sadrzao
NAA u odsustvu ili prisustvu PAC 24 h, 7, 14 i 28 dana od pocetka tretmana. Kao $to je ve¢ dobijeno u
ovom radu u okviru prethodnog eksperimenta, u odsustvu PAC, na medijumu koji je sadrzao NAA,
ekspresija SOGA20-ox1se smanjivala samo tokom prva 24h sata trajanja eksperimenta, da bi nakon
toga bila znaCajno veca u poredenju sa kontrolom, dok se ekspresija SOGA3-0x1 konstantno
povecéavala tokom Citavog trajanja eksperimenta. Iako je u ekplantatima kultivisanim na medijumu sa
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NAA, detektovano povecanje ekspresije svih analiziranih gena ukljucenih u katabolizam GA
(SoGA2-0x1, SoOGA2-0x2 i S0GA2-0x3), navedeno povecanje je bilo najmanje u poredenju sa svim
ostalim testiranim tretmanima. Nasuprot tome, u eksplantatima kultivisanim na IMSE uocen je
konstantni pad ekspresije gena ukljucenih u biosintezu GA (S0GA20-0x1 i SOGA3-0x1), sto je bilo
praceno znacajnim povecanjem ekpresije gena ukljucenih u katabolizam GA (S0GA2-0x1, SOGA2-0x2
i SOGA2-0x3). Prisustvo PAC u IMSE ili medijum koji je sadzao NAA je izazvao isti trend u ekspresiji
svih analiziranih gena koji je dobijen u eksplantatima kultivisanim na IMSE. Ovaj rezultat je jo$
jednom nesumnjivo potvrdio da u uslovima koji su pogodni za indukciju somatske embriogeneze kod
spana¢a (NAA+PAC, IMSE+PAC i IMSE) favorizovano smanjenje u ekspresiji gena ukljucenih u
biosintezu GA 1 povecanje ekspresije gena ukljuenih u katabolizam GA. Iako je na pomenutim
tretmanima uocen varijabilan embriogeni odgovor eksplantata koji je bio najveci kada je PAC dodat u
IMSE, to se nije odrazilo na ekspresiju gena ukljucenih u metabolizam GA, jer nije dobijena statisticki
znacajna razlika izmedu tretmana NAA+PAC, IMSE+PAC i1 IMSE, $to dovodi do zakljucka da PAC
stimuliSe somatsku embriogenezu kod spanac¢a nekim drugim mehanizmom koji ne podrazumeva samo
promene na nivou ekspresije gena ukljuc¢enih u metabolizam GA.

Kao $to je dobijeno u ovom radu, u korenovima, listovima i petiolama Sargarepe tretman GAg i
GA3+PAC je uticao na smanjenje ekspresije gena koji kodiraju enzime ukljucene u biosintezu GA i na
povecanje ekspresije gena za enzime ukljucene u katabolizam GA. U korenovima Sargarepe nije
uocena statisticka znacajnost u ekspresiji gena ukljucenih u metabolizam GA izmedu navedenih
tretmana, iako je pokazan sinergistic¢ki uticaj GA i PAC na razvice Celija ksilema u korenu (Wang et
al., 2015b). Slican trend u ekspresiji gena pod uticajem GA3 i GA3z+PAC je uocen u internodijama 30
dana starih biljaka jute, gde je detektovano smanjenje ekspresije CoGA20-0x7 i CoGA3-ox2 koje je
bilo prac¢eno povecenjem ekspresije CoGA2-0x5, dok je prisustvo samo PAC izazvalo suprotan trend u
ekspresiji pomenutih gena (Honi et al., 2020). Dok se uticaj GA3; ogleda u povecanju koli¢ine
endogenih GA, ¢ime se pokrece mehanizam negativne povratne sprege, §to za posledicu ima smanjenje
ekspresije gena ukljucenih u biosintezu GA, uticaj PAC na nivo endogenih GA je suprotan, jer on
blokira aktivnost ent-kauren oksidaze, inhibiraju¢i time sintezu bioaktivnih GA (Zhang et al., 2016;
Singh et al., 2019). Smanjenje koli¢ine endogenih GA pod uticajem PAC dovodi do povecanja
ekspresije GA20-0x i GA3-0x u cilju odrzavanja homesostaze GA. Ipak, uticaj PAC na ekspresiju gena
uklju¢enih u metabolizam GA je vrlo varijabilan u zavisnosti od biljne vrste i analiziranog tkiva. U
skladu sa tim, PAC nije uticao na promenu ekspresije GA20-0x, ali je doveo do poveéanja ekspresije
skoro svih ostalih gena ukljuéenih u biosintezu GA (KS, KO, KAO, GA3-0x1) u petiolama celera, dok
je u listovima imao suprotan efekat, $to ukazuje da uticaj PAC na ekspresiju gena ukljucenih u
biosintezu GA moze biti tkivno-specifi¢an (Duan et al., 2019).

lako se glavni 1 direktan uticaj PAC na koli¢inu endogenih GA ostvaruje kroz promene na
nivou ekspresije gena ukljucenih u biosintezu i metabolizam GA, uocen je njegov vrlo kompleksan
indirektni uticaj koji se ogleda u promeni ekspresije gena ukljucenih u signalni put 1 transport GA.
PAC nije uticao na promenu ekspresije gena ukljucenih u biosintezu GA kod Agapanthus praecox i
Jatropha curcas, ve¢ gena ukljuéenih u transdukciju GA signala (Zhang et al., 2015; Seesangboon et
al., 2018). Sli¢no tome, PAC kod Glycine max je uticao na povecéanje ekspresije GID1 receptora i gena
koji kodiraju protein NITRATE TRANSPORTER 3/PEPTIDE (NPF3), koji ucestvuje u transportu GA
(Gazara et al., 2019). Prostorno-vremenska ekspresija NPF3 gena je vazna za uspostavljanje gradijenta
GA, §to je neophodno za odvijanje nekog fizioloskog procesa (Tai et al., 2016). U skladu sa tim, kod
A. thaliana je pokazano da uspostavljanje gradijenta GA pod uticajem NPF3 stimuliSe izduzivanje
hipokotila u mraku (Rizza et al., 2017, 2018) dok je kod G. max stimulisao klijanje embriona (Souza et
al., 2017). Takode, kod G. max je uoceno inhibitorno dejstvo PAC na ekspresiju gena koji kodiraju
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DELLA proteine, glavne represore signalnog puta GA (Gazara et al., 2019). Kako povecanje
ekspresije gena koji kodiraju DELLA proteine onemogucava efekat GA u nekom fiziloSkom procesu
(Achard et al., 2003), inhibicijom DELLA proteina, indirektni uticaj PAC bi bio stimulacija
fizioloSkog procesa koji je posredovan GA. S obizorom da se pozitivan efekat PAC na povecanje
embriogenog potencijala koji je dobijen u ovom radu, nije ispoljio u vidu promena u ekspresiji gena
ukljuc¢enih u metabolizam GA, moguce je da PAC upravo preko pomenutih mehanizama indirektno
uticao na nivo endogenih GA i na taj nafin promovisao indukciju somatske embriogeneze kod
spanaca.

Navedeni primeri jasno ukazuju na veoma kompleksan uticaj PAC na metabolizam GA, koji se
ostvariju putem razli¢itih mehanizama kod razli¢itih biljnih vrsta. Ipak, efekat PAC na neki fizioloski
proces se ne moze pripisati samo njegovom uticaju na metabolizam GA, jer je pokazano da PAC moze
da uti¢e i na metabolizam i signalne puteve drugih fitohormona. PAC je uticao na povecanje nivoa
endogene IAA, polarnih transportera, PIN i LAX1, gena uklju¢enih u biosintezu auksina (YUCCA) i
transkripcionog faktora ARF (Opio et al., 2020). Poznato je da povecanje nivoa endogene IAA u
eksplantatima omogucava sticanje embriogene kompetencije (Dudits et al., 1991; Jiménez & Thomas,
2006; Ikeda-lwai et al., 2003), a da polarni transport uti¢e na formiranje gradijenta auksina, ¢ime se
uspostavlja apikalno-bazalna osa embriona (Robert et al., 2013; Wabnik et al., 2013). Pored toga, PAC
je uticao na smanjenje biosinteze etilena, a povecao je nivo endogene ABA i citokinina (Seesangboon
et al., 2018; Wang et al., 2020b). Sve navedeno ukazuje na kompleksno direktno i indirektno delovanje
PAC, koja se posebno odnosi na razli¢iti promene u endogenom nivou fitohormona.

5.10. Uticaj svetlosti na ekspresija gena za metabolizam giberelina u izolovanim odse¢cima
korenova spanaca

U ovom radu je pokazano da FL svetlost, pod kojom se inace gaje embriogeni eksplantati,
pozitivno uti¢e na ekspresiju GA-ox gena. Kad se porede sa intaktim korenovima klijanaca, odsecci
korenova kultivisani na medijumu bez BRR pod FL svetlos¢u pokazuju ve¢ posle 24 h znacajno vecu
ekspresiju svih GA-ox gena, za razliku od eksplantata kultivisanih na medijumima sa NAA, GA; ili
NAA+GA; (SI. 25-29). Sli¢no tome, u odseccima korenova kultivisanih na medijumu bez BRR pod FL
svetlos¢u ekspresija svih GA-0X gena je bila znacajno veéa u odnosu na odsecke korenova kultivisane
na istom medijumu u mraku (SI. 35).

Medutim, profil ekspresije GA-ox gena u odseCcima korenova Kkultivisanih u prisustvu
NAA+GA; pod FL svetloS¢u je bio zna€ajno razli¢it u odnosu na odsecke korenova kultivisane na
medijumu bez BRR pod istom svetlo$¢u (S1. 36). Naime, u eksplantatima kultivisanim na IMSE je
doslo do znacajnog smanjenja ekspresije SOGA20-0x1 i SOGA3-0x1 i znacajnog povecanja ekspresije
S0GA2-0x2 i SOGA2-0x3 u odnosu na odsecke korenova kultivisane na medijumu bez BRR. Ovaj
rezultat ukazuje da prisustvo svetlosti ima manji uticaj na ekspresiju GA-o0x gena od povratne sprege za
odrZanje homeostaze GA pokrenute egzogenim NAA+GA3.

U literaturi je poznato da plava LED svetlost uti¢e na represiju sinteze GA i auksina (Folta et
al., 2003). U hipokotilama A. thaliana je detektovano smanjenje ekspresije GA20-ox u eksplantatima
kultivisanim pod B LED svetlos¢u (Folta et al., 2003; Zhao et al., 2007). Tome sli¢no, u hipokotilima
paradajza B svetlost je inhibirala biosintezu GA, dok je uticala na povecanje ekspresije GA2-0X gena
(Matsuo et al., 2018). Medutim, u navedenim primerima iz literature eksplantati nisu bili izlozeni
uticaju egzogene GAs;. U ovom radu nije doSlo do znacajne promene u ekspresiji GA-0x gena tokom
indukcije somatske embriogeneze iz odsecaka korenova spanaca kultivisanih pod uticajem razlicitih
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svetlosnih izvora. To ukazuje da B svetlost ne uti¢e na znacajno povecanje embriogenog potencijala
eksplantata delovanjem na ekspresiju GA-0x gena, ve¢ nekim drugim mehanizmom.

U somatskim embrionima papaje koji su gajeni pod B LED svetlos¢u doslo je do povecanja
ekspresije GH3 gena koji kodira enzim koji vrsi konjugaciju IAA i amino kiselina, vrSe¢i inaktivaciju
auksina (Almeida et al., 2019). Pored toga, B LED svetlost posredstvom CRY'1 fotoreceptora je uticala
na destabilizaciju ARF transkripcionog faktora, spreavaju¢i njegovo vezivanje za promotore
auksinskih gena (Mao et al., 2020). Kao i u slu¢aju auksina, B svetlost je dovela do drasti¢nih promena
u ekspresiji gena uklju¢enih u biosintezu GA, ali nije uticala na njegov signalni put (Alabadi et al.,
2008; Weller et al., 2009).

Pokazano je i da B svetlost moZe da uti¢e na ekspresiju nekoliko gena koji dovode do inhibicije
rastenja biljaka (Folta et al., 2003), ¢ime se moze objasniti da iako je broj somatskih embriona
dobijenih u ovom radu bio najve¢i na eksplantatitma kultivisanim pod B LED svetlos¢u, oni su
morfoloski bili sitniji u poredenju sa malobrojnim somatskim embrionima koji su bili izlozeni dejstvu
FL i W LED svetlosti. 1z navedenih primera je jasno da postoji snazna veza izmedu B svetlosti,
auksina i GA i da moze biti u korelaciji sa sticanjem embriogene kompetencije biljnih ¢elija, medutim
molekularni mehanizam koji leZi u osnovi ove interakcije jo§ uvek nije do kraja razjaSnjen. Odgovor
biljaka na B svetlost moze biti tkivno-specifi¢an i u prirodi u mnogome zavisi od intenziteta i odnosa B
i R svetlosti, ali i od biljne vrste (Folta & Childers, 2008).

5.11. Analiza endogenih giberelina

Kako rezultati dobijeni u prethodnom eksperimentu ukazuju da nivo endogenih GA u
apikalnim odseécima korenova spana¢a moze imati vaznu ulogu u procesu indukcije somatske
embriogeneze, analiziran je sadrzaj prekursora, bioaktivnih i neaktivnih metobolita GA u kontrolnim,
neembriogenim i embriogenim eksplantatima kultivisanim in vitro tokom 24 h i 7 dana.

U kontrolnim eksplantatima, koji predstavljaju apikalne odsecke korenova intaktnih klijanaca,
je detektovano prisustvo svih analiziranih GA, osim prekursora GAy, i GAg, bioaktivnog GAg i
neaktivnog GAs;. U literauturi nema podataka o sadrzaju GA u korenu spanaca, osim studije Kanan &
Malkawi (2018), u kojoj je analizirana samo koncentracija GA3. Stoga, u ovom radu je po prvi put
uradena analiza sadrzaja GA u korenu spanaca, koja je pokazala da je put 13-hidroksilovanih GA
dominantan u korenu, kao i u izdanku spanaca (Talon et al., 1991b). U izdancima biljaka spanaca
starih oko 8 nedelja detektovani su isti GA kao u korenu u okviru ove studije, ali i GAg i GAs; (Talon
et al., 1991b), koji nisu detektovani u korenovima spanaca. Bez obzira na odsustvo prekursora GAz4 i
GAy, u korenovima spanaca je detektovan GA4, kao i njegov metabolit GAgz4, $to znaci da je i put
13-nehidrokilovanih GA prisutan u korenu. Tome slicno, u izdancima spanaca nije bio detektovan
neposredni prekursor GA7, bez obzira §to je GA7 bio prisutan u ekstraktu (Talon et al., 1991b).

U ovoj studiji, koncentracija GA4 u kontrolnim korenovima spanaca je bila 3.6 puta veca nego
GA1. Medutim, koncentracija GAs4, KOji nastaje inaktivacijom GA,, je bila 11 puta manja od
koncentracije GAg, koji nastaje inaktivacijom GA;. To takode ukazuje na intenzivniji metabolizam GA
u okviru puta biosinteze GA 13-hidroksilacijom. Od bioaktivnih GA, u izdanku su detektovani jos i
GAs | GA7, dok GAs3 i GAg nisu detektovani (Talon et al., 1991b). U ovoj studiji, u kontrolnim
korenovima su detektovani GA3, GAs i GA7 u vrlo niskim koncentracijama, dok GAg takode nije
detektovan. Verovatno je uzrok ovih razlika poboljSanje analitickih metoda za detekciju GA, koje
omogucavaju detekciju znatno nize koli¢ine GA nego pre nekoliko decenija.
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U literaturi postoji vrlo mali broj studija u kojima je analiziran sadrazaj GA u korenovima
drugih biljnih vrsta (Zanewich & Rood, 1993; Smith et al., 1992; Nojiri et al., 1993; Olsen et al., 1994;
Yaxley et al., 2001). Kao i u slu¢aju spanaca, kod najveéeg broja biljnih vrsta sadrzaj endogenih GA je
analiziran u nadzemnim biljnim organima, kao $to su listovi, izdanci i cvetovi (Neilsen et al., 2012;
Zhang et al., 2012b; Rood et al., 1989; Benson et al., 1990; Shiraiwa et al., 2012; Ayele et al., 2010;
Pimenta-Lange et al., 2012; Arrom & Munné-Bosch, 2012). U korenovima biljaka crnog luka starih 4
nedelje od bioaktvnih GA su detektovani GA; i GAy, s tim da je koncentracija GA4 bila 3.65 puta veca
nego GA; (Nojiri et al., 1993), sli¢no odnosu navedenh GA koji je dobijen u ovom radu. Kao i u
korenovima spanaca, direktan prekursor GAs (GAg) nije detektovan u korenu crnog luka, dok je
neposredni prekursor GA; (GAy) bio prisutan (Nojiri et al., 1993). U korenovima uljane repe je
detektovano prisustvo GAz, GA1g, GAy, ali ne i njegov produkt inaktivacije GAg (Zanewich & Rood,
1993). Suprotno tome, u lateralnim korenovima 12 dana starih biljaka graSka detektovana je 1,5 puta
veca koli¢ina GAg u poredenju sa GA; Pored toga, u korenovima graska je detektovano prisustvo
GA19, GA2 | GAy dok GA4i GA3 nisu bili prisutni (Yaxley et al., 2001).

Kako GA predstavljaju zapanjujuéi veliku grupu jedinjena, prisutne su varijacije u njihovoj
zastupljenosti u zavisnosti od biljne vrste i analiziranog tkiva, s tim da je njihova koli¢ina veca u
nadzemnim organima biljke u poredenju sa korenovima. U ovom radu su detektovane znacajno nize
koncentracije svih testiranth GA u korenu spanaca, nego u izdancima u okviru studije Talon et
al. (1991b). Sli¢no tome, znacajno veca koli¢ina GA1g9, GA2 | GA; je detektovana u listovima, stabiljci
i cvetovima uljane repe u poredenju sa korenovima (Zanewich & Rood, 1993), dok je u izdancima
Salix pentandra zabelezena 12.5 odnosno 50 puta veca koncentracija GA; i GAy nego u korenovima
(Olsen et al., 1994).

U neembriogenim eksplantatima nisu uoCene znaCajne promene u koncentraciji vecine
testiranin GA u odnosu na kontrolu. Jedino je koncentracija GAyy bila 2.8 puta ve¢a u odnosu na
kontrolu, dok je koncentracija svih bioaktivnih GA bila tek neznatno vec¢a u odnosu na kontrolu.
Izuzetak je GAs, Cija se koncentacija povecala 22 puta 24 h od pocetka NAA tretmana. Medutim,
njegova koncentracija se vratila na nivo tek neznatno veéi od kontrole ve¢ tokom 7 dana.

Poznato je da auksini mogu da uticu na nivo endogenih GA, delujuéi na biosintezu i signalni
put GA (Weiss & Ori, 2007; Ross et al., 2000, 2003, 2011, 2016). Generalni efekat auksina je
odrzavanje visokog nivoa endogenih GA, koje se odvija kroz stimulaciju ekspresije GA20-0x i GA3-0x
i inhibiciju ekspresije GA2-ox (Ross et al., 2000; Wolbang & Ross, 2001; Wolbang et al., 2004;
O’Neill et al., 2010). Pokazano je da auksini kontroliSu rastenje korenova delujuci i na signalni put
GA, tako $to uti¢u direktno na destabilizaciju DELLA proteina (Fu & Harberd, 2003). Za razliku od
toga, u hipokotilu se stabilnost DELLA proteina povefava nakon tretmana auksinom i
paklobutrazolom. Ovo ukazuje da auksini utiCu na degradaciju DELLA proteina indirektno
regulisanjem biosinteze GA (Chapman et al., 2012). Na osnovu toga, O’Neill et al. (2010) su predlozili
model u kojem auksini stimuliSu povecanje koncentracije bioaktivnih GA, $to dovodi do degradacije
DELLA proteina i pokretanja mehanizma negativne povratne sprege pomocu koje GA inhibiraju
sopstvenu biosintezu.

U skladu sa navedenim, u ovarijumima ananasa, egzogena primena IAA je uticala na povecanje
nivoa GAy I stimulisala je ekspresiju GA20-ox2 i GA3-ox1, dok je uticala na smanjenje ekspresije
GA2-o0x1 i smanjenje koncentracije GAg (Bermejo et al., 2018). Sli¢no tome, Weston et al. (2009) su
pokazali da endogena IAA promoviSe biosintezu GA u korenu graska, ali su medutim dosli do
zakljucaka da supraoptimalni nivo egzogenog auksina ima obrnut efekat, povecavajuci ekspresiju
PsGA2-0x gena i smanjujuéi na taj na¢in nivo bioaktivnih GA u korenu. Egzogena primena IAA, NAA
i 2,4-D je uticala na smanjenje nivoa GA; i GA, tokom Klijanja semena soje (Shuai et al., 2017).
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Navedeno ukazuje da endogeni auksini povecavaju nivo endogenih GA, ali da uticaj egzogenih
auksina zavisi od primenjene koncentracije 1 fizioloskog procesa koji se prati. U skladu sa navedenim
podacima iz literature, visoka koncentracija NAA primenjena na neembriogene eksplantate spanaca u
okviru ove studije je izazvala najpre smanjenje ekspresije SOGA20-0x1 i SOGA3-0x1 tokom prvih 7
dana kultivacije eksplantata, §to koincidira sa povecanjem nivoa endogenih GA, da bi se ekspresija
ovih gena povecala u odnosu na kontrolu tek posle 14 dana kultivacije, Sto takode koincidira sa
povratkom nivoa endogenih bioaktivnih GA na nivo kontrole tokom 7 dana kultivacije na medijumu sa
20 uM NAA (Sl. 25, 26). Ekspresija SOGA2-0x2 gena je bila veca u embriogenim nego u kontrolnim
eksplantatima tokom celokupnog trajanja eksperimenta (SI. 28), dok je ekspresija SOGA2-ox1 i
posebno SOGA2-0x3 gena bila niza u odnosu na kontrolu (S1. 27, 29).

U embriogenim eksplantatima su uo¢ene znacajno veée promene u metabolizmu GA nego u
neembriogenim eksplantatima. Dok je u neembriogenim ecksplantatima doSlo samo do neznatnog
povecanja koncentracije prekursora bioaktivnih GA, koja se nije zna¢ajno menjala tokom kultivacije, u
embriogenim eksplantatima je detektovano znacajno poveéanje koncentracije ovih GA (7.4-18.2 puta),
koje se i posle 7 dana zadrzalo na znacajno vecem nivou (6-11 puta) u odnosu na kontrolu (Tabela 15).
Najvece razlike izmedu embriogenih i neembriogenih eksplantata su bile u koncentraciji bioaktivnih
GA. Koncentracije GA1, GA; i GA; su se povecala samo 1.3-1.7 puta u neembriogenim i ¢ak 843, 60,
odnosno 136 puta u embriogenim eksplantatima u odnosu na kontrolu. U neembriogenim
eksplantatima taj porast nivoa bioaktivnih GA se nije odrzao i1 posle 7 dana je bio priblizan kontroli,
dok je u embriogenim eksplantatima kononcentracija GA; nastavila da raste i posle nedelju dana
kultivacije bila je 1054 puta veca u odnosu na kontrolu, a koncentracija GA4 i GA; je bila 34, odnosno
57 puta veca od kontrole. Najveca promena koncentracije endogenih GA u celokupnoj analizi je bilo
dramati¢no povecanje koncentracije GAz u embriogenim eksplantatima, 50 433 puta posle 24 h i
40 050 puta posle 7 dana.

Promene koncentracije proizvoda inaktivacije bioaktivnih GA su takode bile neznatne u
neembriogenim eksplantatima, za razliku od embriogenih eksplantata, u kojima je doslo do znac¢ajnog
povecanja koncentracije GAsz4, @ posebno GAg. Iz svega navedenog je jasno da se metabolizam GA u
embriogenim eksplantatima odvija dominantno preko GA;, sli¢no izdanku (Talon et al., 1991b), a
suprotno intaktnim korenovima spanaca u kojima je detektovano 3.7 puta veca koncentracija GA4 u
odnosu na GA;. Iz sveobuhvatne analize endogenih GA u ovoj studiji, jasno se uoc¢ava razlika izmedu
koncentracije prekursora, bioaktivnih GA i proizvoda njihove inaktivacije izmedu embriogenih i
neembriogenih eksplantata, koja se odrzava tokom vremena kultivacije.

Kod drugih biljnih vrsta je takode zapaZzen snazan uticaj egzogene GA3 na metabolizam GA.
Egzogena primena GA; je uticala na povecanje koli¢ine endogenih GA u korenovima slatkog krompira
(Singh et al., 2019), cvetnim pupoljcima jabuke (Zhang et al., 2016) i bozura (Guan et al., 2019),
listovima Camelia allifera (Wen et al., 2018) i Secerne trske (Qui et al., 2019) i klijancima slatkog
sirka (Forghani et al., 2018). U korenovima biljaka slatkog krompira starih 2 nedelje, egzogena
primena GA; je dovela do znacajnog povecanja (viSe od 7 puta) u koli¢ini svih analiziranih bioaktivnih
GA (GA, GA3, GA4 1 GAy) i povecanja od 17.2 puta kolic¢ine GAyp u poredenju sa kontrolom (Singh
et al., 2019). Sli¢no tome, egzogena GAjs je uticala na povecanje kolic¢ine GA;, GA3, GA; i GA7 U
cvetnim pupoljcima jabuke, koje je bilo praceno i smanjenjem ekspresije gena ukljucenih u biosintezu
GA (MdKO i MdGA20-0x) (Zhang et al., 2016). I u korenovima spanaca, uticaj GA3z se ogledao u
povecanju koli¢ine svih analiziranih GA, koje je posebno bilo izraZeno u slucaju bioaktivnih GA, §to je
rezultiralo smanjenjem ekspresije SOGA20-ox1 i S0GA3-ox1 (Sl. 25, 26) i povecanjem ekspresije
SoGA2-0x1, 2 i 3 (SlI. 27-29). Korelacija izmedu povecanja koli¢ine endogenih GA i smanjenja
ekspresije gena ukljucenih u biosintezu GA u embriogenim eksplantatima pod uticajem GAj3 se moze
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objasniti na slede¢i nacin. Nakon $to bi eksplantati usvojili GAz iz medijuma, visok nivo endogene
GA; bi uticao na povecanje ostalih bioaktivnih GA, $to bi uticalo na inhibiciju ekspresije gena
ukljucenih u biosintezu GA mehanizmom negativne povratne sprege u cilju odrzavanja homeostaze
GA. lako je u ovom radu, ali i u prethodno navedenim studijama, nesumnjivo pokazano da egzogena
GA; utice na povecane koli¢ine bioaktivnih GA, ostaje nerazjasnjeno na koji nacin se to odvija. Singh
et al. (2019) pretpostavljaju postojanje mogucnosti konverzije GA3 u druge bioaktivne GA. Na primer,
pokazano je da GA; moze da se konvertuje u GA; hidroksilacijom na C-13, C-2 ili C-16 atomu
(Durley & Pharis, 1973), medutim mehanizam konverzije GA3 u druge bioaktivne GA do sada nije
poznat.

Iako je uoceno povecanje svih bioaktivnih GA u embriogenim eksplantatima, najveca koli¢ina
je detektovana u sluc¢aju GAs Kkoja je bila oko 229 puta odnosno 60 puta veca od koli¢ine GA4 1 GA;
ve¢ nakon 24 h. Sli¢no tome, najveée povecanje u koli¢ini GA3 je detektovano u korenovima slatkog
krompira u poredenju sa ostalim bioaktivnim GA (Singh et al., 2019). Ovako drasti¢no velike koli¢ine
GA; koje su detektovane u embriogenim eksplantatima se mogu objasniti njegovom ve¢om stabilnos¢u
u poredenju sa drugim bioaktivnim GA. GAj sadrzi C1-C2 dvostruku vezu, koja onemogucéava 2-§
hidroksilaciju, §to ukazuje da GA3 ne predstavlja supstrat za enzim GA2-ox i ne podleZze ovakom tipu
inaktivacije kao GA; i GA4 (Nakayama et al., 1990; Sponsel & Hedden, 2010). Upravo zbog ovakve
hemijske strukture, GAz ima vecu stabilnost, ali i bioloSku aktivnost u poredenju sa GA; i GA4
(Sponsel & Hedden, 2010). Pored toga, pokazano je da GA3 ne predstavlja supstrat ni za enzim P450
mono-oksigenazu (CYP714D1), koji epoksidacijom inaktivira GAj,, GAg i GA; prevodi¢e ih u
16a,17-epokside (Zhu et al., 2006; Ma et al., 2011). Ipak, u cilju odrzavanja homeostaze GA, biljke
moraju da poseduju mehanizam inaktivacije GAs. I zaista u ovom radu je uo¢eno smanjenje koli¢ine
GA; nakon 7 dana u poredenju sa prva 24 h trajanja eksperimenta, $to ukazuje da je u korenovima
spanaca doslo do nekog vida inaktivacije GAs. U skladu sa tim, pokazano je da GAz; moze da se
inaktivira konjugacijom sa Sec¢erima (Asakawa et al.,1974; Liebisch et al., 1974; Knofel et al., 1984;
Schliemann et al.,1993; Stephan et al., 2001). Konjugacija GA sa Secerima (najéeS¢e glukozom)
predstavlja jedan od mehanizama inaktivacije kojim podleze veé¢ina GA metabolita (prekursori,
bioaktivni i neaktivni) prilikom ¢ega u zavisnosti od mesta vezivanja glukoze nastaju glikozil-etri ili
glikozil-estri (Schneider & Schlieman, 1994; Nadeau & Rapaport, 1974; Moritz et al., 1990). U slucaju
GA; je pokazano da se on konvertuje u glikozil-etar (GA3-13-O-glikozid) u plodovima jabuke
(Stephan et al., 2001), dok u plodovima Phaseolus coccineus GA;3 predstavlja supstrat za enzim
glikoziltransferazu koji koristi UDP-glukozu kao donor $ecera, prilikom ¢ega nastaje glikozil-estar
(GA3-3-O-glikozid) (Knofel et al., 1984; Schliemann et al., 1993). Pojedini konjugovani oblici GA
imaju biolosku aktivnost u biljkama, medutim navedeni glikozilni-etri i glikozilni-estri GA; su
neaktivni metaboliti (Schneider & Schliemann, 1994). Kako je konjugacija GA sa Secerima
reverzibilna reakcija, moguc¢a uloga neaktivnih konjugovanih oblika je da na brz nacin obezbede vecu
koli¢inu bioloski aktivnih GA kada je biljci to potrebno (Schneider & Schliemann, 1994; Senns et al.,
1998). lako konjugacija GA sa glukozom predstavlja vrlo potentan mehanizam inaktivacije GA koji je
bio intezivno izucavan sve do devedesetih godina, nakon toga gotovo da nema publikacija na ovu temu
(Hedden, 2020).

Zanimljivo je da su eksplantati slicnim mehanizmom reagovali na primenu egzogenih NAA i
NAA+GA;. U oba slucaja je doslo do znacajnog povecanja koncentracije endogene GAs, ali je nivo
ovog hormona bio znacajno veci i dugotrajniji pri istovremenoj primeni NAA i GAs. To ukazuje i na
moguce postojanje praga osetljivosti biljnog tkiva prema promeni koncentracije endogene GAs, jer je
egzogena primena NAA izazvala samo kratkotrajan skok endogene GAj, bez znacajnog povecanja
ostalih bioaktivnih GA. Nasuprot tome, istovremeni uticaj egzogene NAA i GAgs je izazvao znacajno
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ve¢i 1 dugotrajniji skok GAs, koji se reflektovao uticajem na znacajno povecanje nivoa ostalih
endogenih bioaktivnih GA.

Jedan od ilustrativnih primera kompleksnog uticaja bioaktivnih GA se ogleda u njihovoj
dvostrukoj ulozi (aktivaciji i inhibiciji) u grananju visegodi$njih izdanaka hibridne topole (Katyayini et
al., 2020). Tokom formiranja apikalnog pupoljka hibridne topole dolazi do povecane akumulacije GA3
i GAs, koja stimuliSe ekspresiju GA2-0x gena. Povecana ekspresiju GA2-0x gena uti¢e na inaktivaciju
GA1 i GA; usled cega njihov nivo opada i grananje izdanaka je inhibirano. Dekapitacijom apikalnog
pupoljka, koli¢ina GA3 i GAg opada, ekspresija GA2-0X gena je inhibirana, §to za posledicu ima
povecéanje koli¢ine GA; i GA4 i stimulaciju grananja izdanaka (Katyayini et al., 2020). Navedeni
primeri ukazuje da GA pokretanjem razli¢itih mehanizama, mogu imati razliite uloge u zavisnosti od
faze razvice biljaka i fizioloSkog procesa.

Kao $to je ve¢ pomenuto, povecanje koli¢ine endogenih GA u embriogenim eksplantatima
pokre¢e mehanizam negativne povratne sprege kojim se inhibira ekspresija gena uklju¢enih u
biosintezu GA, medutim to verovatno nije jedini mehanizam njihovog delovanja. Pokazano je da
tokom razvica semena, povecanje koli¢ine endogenih GA indukuje ekspresiju LEC1 gena Kkoji
pozitivno reguliSe nekoliko aspekata tokom razvi¢a embriona i endosperma (Hu et al., 2018a). Na
kotiledonarnom stadijumu zigotskih embriona A. thaliana detektovano je pove¢anje GA1, GA3 | GA4
koje je bilo u korelaciji sa povecanom aktivnoSéu LEC1 transkripcionog faktora. Uticaj povecane
koli¢ine biaoktivnih GA je u destabilizaciji DELLA proteina, glavnog represora signalnog puta GA, za
koji je pokazano da intereagije za LEC1 transkripcionim faktorom onemogucavaju¢i njegovu
aktivnost. Na ovaj nac¢in GA oslobadaju LECI represije koji onda indukuje ekspresiju gena ukljucenih
u biosintezu auksina (YUCCA) koji su neophodni za normalno razvi¢e embriona (Hu et al., 2018a).
Kako je poznato i da ektopi¢na ekspresija LEC1 gena efikasno indukuje somatsku embriogenezu,
promovisuci biosintezu auksina (Stone et al., 2008; Wojcikowska & Gaj, 2015), moguce je da
povecanje koli¢ine endogenih GA tokom indukcije ovog procesa, ima isti uticaj na ekspresiju LEC1
kao i tokom razvi¢a semena. Suprotno tome, nakon klijanja semena, GA uticu na degradaciju DELLA
proteina, ¢ime se stimuliSe aktivnost PKL transkripcionog faktora koji inhibira ekspresiju gena
ukljuéenih u embriogenezu, kako bi se stimulisalo vegetativno razvic¢e (Ogas et al., 1997; Zhang et al.,
2014).

Sa aspekta somatske embriogeneze takode je uocena korelacija izmedu povecanja koli¢ine
endogenih GA i indukcije ovog procesa (Jiménez & Bangerth, 2001b; Jiménez et al., 2005; Igielski &
Ke¢pczynska, 2017; Kepczynska & Orlowska, 2021). U listovima embriogene i neembriogene linije
Medicago truncatula detektovani su svi metaboliti GA (prekursori, bioaktivni i neaktivni metaboliti)
puta 13-nehidroksilovanih i 13-hidroksilovanih GA tokom 3 nedelje indukcionog perioda, s tim da su
se kolicine pojedinih metabolita razlikovale u pomenutim linijama (Igielski & Kepczynska, 2017;
Kepczynska & Orlowska, 2021). Ve¢ nakon 7 dana indukcionog perioda, detektovano je znacajno
povecéanje u kolic¢ini prekursora GAsz I GAjg, Sto je bilo praceno i znacajnim povecanjem koli¢ine
bioaktivnih GA (GA1, GA3 i GAg) u embriogenoj liniji u poredenju sa neembriogenom linijom
M. truncatula (lgielski & Kepczynska, 2017; Kepczynska & Orlowska, 2021). Sli¢no tome, u
embriogenim kalusima kukuruza uocena je veca akumulacija GAzo, GA; i GAz, nego u neembriogenim
kalusima (Jiménez & Bangerth, 2001b). Kao i u embriogenim eksplantatima spanaca, najzastupljeniji
bioaktivni GA u embriogenoj liniji M. truncatula je bio GAs, zbog cega autori smatraju da je
povecanje koli¢ine ovog metabolita bilo klju¢no za sticanje embriogene kompetencije celija
(Kepczynska & Orlowska, 2021). Nasuprot rezultatima dobijenim u ovom radu, nisu detektovane
znaCajne razlike u koli¢ini bioaktivnih GA4 i GA7, kao i produkta inaktivacije GAz4 i GAg tokom
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indukcije somatske embriogeneze kod M. truncatula (Kepczynska & Ortowska, 2021) i kukuruza
(Jiménez & Bangerth, 2001b).

Kako uloga GA u indukciji somatske embriogeneze moze biti stimulativna ili inhibitorna u
zavisnosti od biljne vrste, uoCene su razli¢ite potrebe celija za koli¢inom endogenih GA prilikom
sticanja embriogene kompetencije. Za razliku od gorepomenutih primera, smanjenje u koli¢ini GA; i
povecanje katabolizma GA je bilo u korelaciji sa indukcijom somatske embriogeneze kod Pimpinella
anisum i Daucus carota (Noma et al., 1982). Zanimljivo je istaci Cinjenicu da je razvi¢e somatskih
embriona Sargarepe direktno iz eksplantata stimulisano smanjenjem koli¢ine endogenih GA (Tokuji &
Kuriyama, 2003), dok je indirektna indukcija somatske embriogeneze kod ove biljne vrste
favorizovana povecanjem nivoa endogenih GA (Mitsuhashi et al., 2003). Navedeni rezultati ukazuju
na vaznu ulogu endogenih GA u indukciji somatske embriogeneze i da bi varijacije u njihovoj koli¢ini
mogle predstavljati glavni uzrok geneti¢ke varijabilnosti u pogledu regeneracije kod mnogih biljnih
vrsta, ¢ak 1 u okviru iste vrste u zavisnosti od nacina indukcije somatske embriogeneze (direktno ili
indirektno).

Uzimajuéi u obzir celokupne rezultate ekspresije gena i1 analize endogenih GA, moze se
zakljuciti da su eksplantati izloZeni dejstvu 20 puM NAA bili u stanju da ve¢ posle nedelju dana povrate
homeostazu GA, tj. da se vrate na stanje priblizno eksplantatima kultivisanim na medijumu bez BRR,
bez obzira na stalno prisustvo NAA u medijumu. Verovatno je tome doprinelo smanjenje ekspresije
gena koji kodiraju anabolicke enzime i povecanje ekspresije gena koji kodiraju katabolicke enzime.
Medutim, posle 14 dana, ekspresija ovih gena je bila na nivou kontrole, tj. eksplantata kultivisanih na
medijumu bez BRR (SI. 25). To ukazuje da su drugi pokrenuti mehanizmi doprineli daljoj stabilizaciji
endogenih GA. Zanimljivo je da je u eksplantatima kultivisanim na medijumu sa GA3 ve¢ posle 7 dana
ekspresija SOGA20-0x1 bila priblizna ekspresiji ovog gena u eksplantatima kultivisanim na medijumu
bez BRR (SI. 25), verovatno zahvaljujuéi konstantnom smanjenju ekspresije SOGA3-0x1 (SI. 26) i
povecanju ekspresije SOGA2-0x1 (SI. 27). Za razliku od prethodnih, u eksplantatima kultivisanim u
prisustvu NAA+GAg3, nivo endogenih GA je ostao vrlo visok i posle 7 dana, $to ukazuje da oni nisu
bili u stanju da povrate homeostazu GA, pa je ekspresija gena koji kodiraju anaboli¢ke enzime tokom
28 dana bila znacajno niza i od kontrolnih korenova i od eksplantata kultivisanih na medijumu bez
BRR.
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6.

ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da:

1.

10.

Semena sorte ,,Matador* proizvedena u razliCitim evropskim kompanijama ispoljavaju velike
razlike u pogledu brzine i frekvence Kklijanja, kao i brzine razvic¢a klijnaca. Ove razlike se mogu
pripisati genetickom faktoru, razli¢itim klimatskim wuslovima pod kojima su gajene
majke-biljke, stadijumu zrelosti semena u momentu branja i uslovima njihovog skladistenja.

Embriogeni potencijal eksplantata je pokazao veliku varijabilnost izmedu populacija i
indivudua u okviru populacije. Navedeno ukazuje da odabir biljnog materijala za eksperiment
moze dovesti do pogresne interpretacije rezultata, usled odabira jedinki sa ve¢im embriogenim
potencijalom za jedan tretman, a sa manjim embriogenim potencijalom za drugi tretman.

Ustanovljena je metoda uzorkovanja biljnog materijala izlaganjem jednakog broja odsecaka
korenova svakog klijanca svim tretmanima u okviru eksperimenta, ¢ime je prevazidena
varijabilnost biljnog materijala usled genetickih i drugih uticaja.

Adekvatnost metode uzorkovanja biljnog materijala potvrdena je dvema metodama
kvantifikacije embriogenog potencijala: ekspresijom marker gena SoRIP2 i konvencionalnim
brojanjem somatskih embriona pomoc¢u binokulara.

Somatski embrioni imaju visecelijsko poreklo i poticu iz ¢elija pericikla i parenhima koji su
povezani sa vaskularnim tkivom korena spanaca.

GA; i PAC pojedinacno ne izazivaju proliferaciju tkiva korena niti de novo regeneraciju.

NAA indukuje znaajnu proliferaciju Celija korena i zanemarljivu frekvencu regeneracije
somatskih embriona i1z eksplantata nasumicno izabranih klijanaca (0.42%). NAA moze
indukovati znacajniji embriogeni odgovor samo iz eksplantata jedinki koje su geneticki
predisponirane prema procesu somatske embriogeneze.

NAA+GA; indukuju ograni¢enu proliferaciju celija eksplantata 1 efikasnu somatsku
embriogenezu iz korenova spanaca.

PAC, NAA i GA; sinergisticki deluju na indukciju somatske embriogeneze iz odseCaka
korenova spanaca. PAC u kombinaciji sa NAA+GA3 utice na znacajno povecanje broja SE, sa
najve¢im dejstvom pri 2.5 uM PAC.

U kombinaciji sa NAA, PAC moZe izazvati priblizan embriogeni odgovor eksplantata kao GAs.
Za dostizanje embriogenog odgovora indukovanog delovanjem NAA+ GAj;, kod eksplantata
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

nasumicno izabranih klijanaca potrebno je kombinovati 20 uM NAA sa 10 uM PAC, a kod
jedinki sa visokim embriogenim potencijalom 5 uM PAC.

TSA ne moze da zameni NAA ni GAj u indukciji somatske embriogeneze iz lateralnih
korenova spana¢a. TSA u kombinaciji sa 10 uyM NAA + 5 pM GA; znacajno utie na
povecanje embriogenog potencija, bez obzira na primenjenu koncentraciju, ali samo pri duzim
tretmanima u trajanju od 7 ili 14 dana. U kombinaciji sa vecom koncentracijom NAA
(20 UM NAA + 5 UM GA3) za sli¢an embriogeni odgovor je potreban kra¢i TSA tretman (1 ili
7 dana). DMSO znacajno utice na povecanje embriogenog potencijala eksplantata, verovatno
uticuci na povecanje propustljivosti plazmaleme prema NAA i GAs.

Plava LED svetlost najefikasnije deluje na indukciju somatske embriogeneze iz odseCaka
korenova spanaca. W LED 1 FL svetlost su znacajno manje efikasne, dok je somatska
embriogeneza inhibirana u uslovima mraka i crvene LED svetlosti.

U embriogenim eksplantatima, kultivisanim na medijumu sa NAA+GA; detektovano je
konstantno smanjenje ekspresije gena koji kodiraju enzime ukljuene u biosintezu GA
(SoGA20-0x1 i SoGA3-0x1) i poveéanje ekspresije gena koji kodiraju enzime ukljucene u
katabolizam GA (SoGA2-0x).

Najvece razlike izmedu embriogenih eksplantata (kultivisanih na medijumu sa (NAA+GA3), i
neembriogenih eksplantata (kultivisanih na medijumu bez BRR ili na medijumu sa GAg ili
NAA) su detektovane u ekspresiji SOGA20-ox1 i SOGA2-0x2 gena.

Povecanje ekspresije SOGA20-ox1 u odnosu na kontrolu (korenove intaktnih Klijanaca) je
nastupilo ranije u neembriogenim eksplantatima (24 h i 7 dana u eksplantatima kultivisanim na
medijumu bez BRR, odnosno sa 5 uM GA3), nesto kasnije u eksplantatima sa vrlo niskim
embriogenim potencijalom, kultivisanim na medijumu sa 20 uM NAA (14 dana), dok je u
embriogenim eksplantatima, kultivisanim na medijumu sa NAA+GA;3, ekspresija ovog gena
tokom celokupnog perioda indukcije SE bila znacajno niza u odnosu na kontrolu.

Profil ekspresije gena koji kodiraju kljuéne enzime za metabolizam GA je slican u
eksplantatima kultivisanim na medijumu sa NAA+PAC, NAA+GA3 i NAA+PAC+GA3, $to
ukazuje da PAC verovatno stimuliSe somatsku embriogenezu kod spanac¢a nekim drugim
mehanizmom koji ne podrazumeva promene na nivou ekspresije navedenih gena.

Profil ekspresije GA-ox gena u eksplantatima kultivisanih u prisustvu NAA+GA3 pod FL
svetloS¢u je bio znacajno razli€it u odnosu na odsecke korenova kultivisane na medijumu bez
BRR pod istom svetlos¢u, dok u eksplantatima kultivisanim u uslovima B, W LED i FL
svetlosti nisu uocene znacajne promene u ekspresiji pomenutih gena. Navedeno ukazuje da
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

prisustvo svetlosti ima manji uticaj na ekspresiju GA-0x gena od povratne sprege za odrZzanje
homeostaze GA pokrenute egzogenim NAA+GA;,

Analiza sadrzaja endogenih GA, uradena po prvi put u korenovima spanaca, je pokazala da je u
korenu spanac¢a dominantan put biosinteze 13-hidroksilovanih GA.

U kontrolnim korenovima spanaca, od bioaktivnih GA je bio najzastupljeniji GA4;, mada
znacajna koli¢ina GAg, ukazuje na intenzivan metabolizam GA;. Ostali bioaktivni GA su bili
prisutni u vrlo niskim koncentracijama.

U neembriogenim eksplantatima, kultivisanim na medijumu sa NAA, nisu uocene znacajne
promene u koncentraciji vecine testiranih GA u odnosu na kontrolu, osim GAgs, Cija je
koncentacija kratkotrajno (24 h) bila veca (22 puta) od kontrole.

U embriogenim eksplantatima, kultivisanim na medijumu sa NAA+GA3;, je detektovano
znacajno povecanje koncentracije prekursora bioaktivnih GA, koje se i posle 7 dana zadrzalo
na znacajno ve¢em nivou u odnosu na kontrolu. Koncentracije bioaktivnih GA3, GA;, GAy i
GA; su se povecale 50 433, 843, 60, odnosno 136 puta posle 24 h. Posle 7 dana tretmana,
kononcentracija je GA; nastavila da raste (1054 puta veéa u odnosu na kontrolu), dok su
koncentracije GAs, GA4 i GA; bile 40 050, 34, odnosno 57 puta vece od kontrole.

U embriogenim eksplantatima GAj; je uticao na povecanje koli¢ine svih bioaktivnih GA, usled
cega je doSlo do inhibicije ekspresije anaboliCkih gena i stimulacije ekspresije kataboliCkih

gena mehanizmom povratne sprege u cilju odrzavanja homeostaze GA.

Navedeno ukazuje da je drasticno povecanje u koli¢ini GA3z u korelaciji sa sticanjem
embriogenog potencijala apikalnih odsec¢aka korenova spanaca.
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