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Uloga arabinogalaktanskih proteina u procesu

morfogeneze in vitro kod kicice (Centaurium erythraea Rafn.)

REZIME

Kicica (Centaurium erythraea Rafn.) je biljna vrsta Sirokog spektra lekovitih
dejstava, koja se odlikuje visokom regenerativnom sposobnos¢u u uslovima in vitro
kulture. Osnovni cilj disertacije bio je izu€avanje pojedinih biohemijskih i molekularnih
aspekata in vitro morfogeneze kiCice sa svrhom rasvetljavanja osnova razvojne
plasti¢nosti ove biljne vrste koja se ispoljava u uslovima in vifro kulture. U ovom
istrazivanju je in vitro morfogeneza kicice indukovana iz odsecaka listova na svetlosti i
u mraku. Na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja i na svetlosti odvijao se proces
direktne organogeneze pupoljaka, a u mraku proces direktne rizogeneze. Regeneracija
biljaka putem indirektne somatske embriogeneze (SE) je postignuta na hranljivim
podlogama sa regulatorima rastenja 2,4-D i CPPU 1 na svetlosti i u mraku, dok je na
istim podlogama, za regeneraciju pupoljaka indirektnom organogenezom, svetlost bila
obligatorni faktor. Anatomska istrazivanja su pokazala da je razvoj somatskih embriona
bio asinhron, a na svetlosti se odvijao simultano sa razvojem adventivnih pupoljaka. U
ovim istrazivanjima je uspostavljen model-sistem pogodan za komparativnu analizu in
vitro morfogenetskih procesa kod ki¢ice na molekularnom i biohemijskom nivou.
Ispitana je ukupna aktivnost antioksidativnih enzima, superoksid dismutaza (SOD),
katalaza (CAT) i peroksidaza (POX), kao i zastupljenost i1 aktivnost pojedinih izoformi
ispitivanih enzima tokom razli¢itih morfogenetskih procesa. Analize su pokazale da su
SOD i CAT ukljucene u antioksidativnu zastitu listova kicice od oSteéenja izazvanih
povredom, do koje dolazi prilikom izolovanja eksplantata, dok je totalna aktivnost POX
bila snazno indukovana tokom morfogeneze na svim ispitivanim hranljivim podlogama.
Uloga arabinogalaktanskih proteina (AGP), proteina Cdelijskog zida bogatih
hidroksiprolinom, tokom razli¢itih morfogenetskih procesa in vitro kiCice istrazena je
primenom nekoliko pristupa. Dodavanje B-D-glukozil Yariv reagensa (BGIcY), koji
specificno vezuje i precipitira AGP i na taj naCin spreCava AGP da obave svoju
funkciju, u hranljive podloge dovelo je do smanjenja broja somatskih embriona i

adventivnih pupoljaka po eksplantatu. Uporednom analizom je nadeno da se ispitivani



morfogenetski procesi razlikuju po svojoj osetljivosti na BGIcY, te da se po rastucoj
senzitivnosti mogu poredati kao: direktna rizogeneza (neosetljiva) < indirektna
organogeneza pupoljaka < direktna organogeneza pupoljaka << indirektna SE (veoma
osetljiva). Koli¢ina AGP, odredena metodom radijalne difuzije, povecavala se tokom
indukcije razli¢itih morfogenetskih procesa. Metodom ukrStene elektroforeze je
pokazano da su razli¢iti morfogenetski procesi praceni sintezom razli¢itih setova AGP.
Koris¢enjem monoklonalnih antitela LM2, JIM4 i JIM13, specifiénih za ugljeno-
hidratne delove AGP molekula, imunohistohemijski su lokalizovani specifi¢cni AGP
epitopi u celijskom zidu i pokazana njihova razvojna regulacija tokom SE. Polazec¢i od
sekvenciranog i rekonstruisanog transkriptoma korena i lista kicice, identifikovana su
Cetiri AGP transkripta, oznacena kao CeAGPI — 4. Sekvence ovih transkripata su
potvrdene direktnim sekvenciranjem, dok je bioinformatickom analizom pokazano da
CeAGPI, CeAGP2 i CeAGP4 kodiraju AGP sa fasciklinskim domenima (FLA), dok je
CeAGP3 AG-peptid sa konzervisanim DUF1070 domenom. Analizom ekspresije ovih
gena qRT-PCR metodom je pokazano da se CeAGPI specificno indukuje tokom
indirektne SE, dok se CeAGP3 eksprimira tokom morfogeneze na svim hranljivim
podlogama.

U ovom radu je kicica po prvi put predloZzena kao odlican model-organizam u biologiji
razvicéa biljaka, koji je pogodan za proucavanje biohemijskih i molekularnih aspekata in
vitro morfogeneze. Dobijeni podaci o ulozi antioksidativnih enzima i AGP proteina
tokom morfogeneze kiCice in vitro predstavljaju prve rezultate istrazivanja morfogeneze

na biohemijskom i molekularnom nivou kod ove vrste.

Kljuéne re€i: Centaurium erythraea Rafn., kultura in vitro, organogeneza, somatska
embriogeneza, antioksidativni enzimi, arabinogalaktanski proteini, B-D-glukozil Yariv

reagens, imunohistohemija, FLA, DUF1070.
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The role of arabinogalactan proteins in centaury

(Centaurium erythraea Rafn.) morphogenesis in vitro

ABSTRACT

Common centaury (Centaurium erythraea Rafn.) is a plant species with a broad
spectrum of medicinal effects, characterized with high regenerative potential under
conditions of in vitro culture. The main objective of the current dissertation was the
study of some biochemical and molecular aspects of in vitro morphogenesis of centaury,
with an aim to elucidate the basis of its developmental plasticity that is manifested in in
vitro culture. In the current study the in vitro morphogenesis was induced on light and in
darkness. Direct shoot organogenesis was induced on growth regulator-free culture
media on light, whereas on the same media in darkness, direct rhizogenesis occurred.
Plant regeneration via indirect somatic embryogenesis (SE) was accomplished on
growth media with growth regulators 2,4-D and CPPU on both light regimes, while for
shoot regeneration by indirect organogenesis, light was an obligatory factor. Anatomical
studies revealed that the development of somatic embryos was asynchronous and
proceeded simultaneously with the development of adventitious buds on light. Thus,
this work established a model-system for comparative analysis of in vitro
morphogenetic processes in centaury on molecular and biochemical level. Total
activities of antioxidative enzymes, including superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and peroxidase (POX), as well as the presence and activities of their isoforms
during different morphogenetic processes, were also determined. It was shown that
SOD and CAT were involved in antioxidative protection of centaury leaves wounded
during explant isolation, whereas total POX activity was strongly induced during
morphogenesis on all growth media. The role of arabinogalactan proteins (AGPs), plant
cell-wall hydroxyproline-rich proteins, during different morphogenetic processes in
vitro was investigated using several approaches. The addition of B-D- glucosyl Yariv
reagent (BGlcY) that specifically binds to, precipitates and thus inactivates AGPs, to the
culture media, caused a reduction of the number of somatic embryos and adventitious

buds formed per explant. Comparative analysis revealed that the investigated



morphogenetic processes differ in sensitivity to BGIcY, so that they can be arranged in
order of increasing sensitivity to bGIcY as: direct rhizogenesis (insensitive) < indirect
shoot organogenesis < direct shoot organogenesis << indirect SE (very sensitive). The
AGP content, as determined by radial diffusion method, increased during induction of
different morphogenetic processes. Using crossed electrophoresis method it was shown
that different morphogenetic processes are accompanied by synthesis of different AGP
sets. Using monoclonal antibodies LM2, JIM4 and JIM13, specific for carbohydrate
moieties of AGP molecules, the specific AGP epitopes were immunohistochemically
localized to the cell wall and their developmental regulation during SE was
demonstrated. Starting from sequenced and assembled leaf and root centaury
transcriptome, four AGP genes were identified and named CeAGP! through 4. The
transcript sequences were verified by direct sequencing, and the bioinformatics analysis
revealed that CeAGPI, CeAGP2 and CeAGP4 encode AGPs with fasciclin (FAS)
domain, whereas CeAGP3 is an AG peptide with a conserved DUF1070 domain. The
expression analysis of these genes by qRT-PCR amplification showed that CeAGP1I is
specifically induced during indirect SE, while CeAGP3 is expressed during
morphogenesis on all growth media.

In the current work, centaury is for the first time proposed as an excellent model
organism in developmental plant biology, suitable for study of biochemical and
molecular aspects of in vitro morphogenesis. The data obtained on the role of
antioxidative enzymes and AGPs during in vifro morphogenesis in centaury represent

the first study of morphogenesis in this species on biochemical and molecular level.

Key words: Centaurium erythraea Rafn., in vitro culture, organogenesis, somatic
embryogenesis, antioxidative enzymes, arabinogalactan proteins, -D- glucosyl Yariv

(BGIcY) reagent, immunohistochemistry, FLA, DUF1070.

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology
UDC number: 577.21:581.1:582.923.1(043.3)
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1.UVOD

1.1. Morfogeneza biljaka u uslovima in vitro

Biljke su sesilni organizmi koji imaju sposobnost da se delovanju varijabilnih
faktora spoljasnje sredine prilagodavaju tako Sto menjaju svoj program razvica i/ili
metabolizma (Feher i sar., 2003). U osnovi ove fenotipske plasti¢nosti razvica biljaka je
sposobnost dediferencijacije 1 rediferencijacije somatskih c¢elija. U ekstremnim
uslovima, somatske ¢elije biljaka menjaju svoj razvojni put: dediferenciraju se i dele ili
umiru (programirana celijska smrt) (Feher i sar., 2003). Sposobnost biljaka za
vegetativno razmnoZavanje podrazumeva pojavu da izolovane celije, tkiva i organi
mogu da regeneriSu ceo organizam pod odredenim sredinskim uslovima, a zasniva se
upravo na mogucnosti biljnih ¢elija da se dediferenciraju i ponovnim ulaskom u ¢elijski
ciklus aktiviraju éelijske deobe. Tako se dobija veliki broj novih biljaka, koje pripadaju
istoj polnoj generaciji. Kako nema ukrStanja, vegetativno potomstvo je geneticki
homogeno. Regenerativna sposobnost biljaka ima prakticnu primenu u razmnozavanju
biljaka putem reznica, krtola, lukovica, kao 1 u kulturi in vitro, koje spadaju u tehnike
koje se koriste u biotehnologiji biljaka. Diferencirane somatske celije biljaka gajene u
sterilnim i kontrolisanim uslovima in vitro ispoljavaju svoju fenotipsku plasticnost i
totipotentnost. Ove osobine biljnih ¢elija su klju¢ne za razmnozavanje biljaka u kulturi
in vitro. Totipotentnost predstavlja sposobnost biljnih c¢elija da se u razliitim
induktivnim uslovima in vitro dediferenciraju, dele i regeneriSu pojedine organe, ali i
somatske embrione i kompletnu biljku (Feher, 2015). Jedan od najekstremnijih primera
fenotipske plastiCnosti u razvi¢u biljaka je sposobnost biljnih celija da iniciraju
embriogeni razvoj (Feher 1 sar., 2003).

Morfogenetski procesi koji vode regeneraciji cele biljke u uslovima kulture in
vitro su somatska embriogeneza (SE), organogeneza, mikropropagacija, androgeneza i
ginogeneza. U ovom radu razmatraée se samo dva morfogenetska procesa: SE i
organogeneza.

Primenom in vitro tehnika omogudeno je umnoZavanje i komercijalna
proizvodnja lekovitih biljaka koje akumuliraju sekundarne metabolite (Ramachandra i

Ravishankar, 2002), kao i njihovo ocuvanje jer su Cesto ugrozene u prirodi usled



nekontrolisane eksploatacije (Bhojwani i Dantu, 2013). Osim komercijalnog znacaja
koji kultura in vitro ima u razliCitim oblastima, poput poljoprivrede, hortikulture i
farmaceutske industrije, pokazalo se da su ove tehnike veoma znaCajne za progres u

osnovnim istrazivanjima.

1.1.1. Somatska embriogeneza i organogeneza u uslovima in vitro

Diferencirane somatske celije gajene u odgovarajuc¢im uslovima in vitro, pocinju
da se dele i mogu regenerisati cele biljke putem SE ili organogeneze (Somleva i sar.,
2000). Proces organogeneze predstavlja obrazovanje pupoljaka i korenova, pri ¢emu su
potrebna dva razli¢ita indukciona signala za otpocCinjanje ovih procesa, jedan za
indukciju pupoljaka, a drugi za indukciju korenova, da bi doslo do regeneracije cele
biljke (Phillips, 2004). Pupoljci koji nastaju procesom organogeneze zadrzavaju
vaskularnu vezu sa tkivom iz koga su nastali tako $to prokambijalni elementi koji se
obrazuju u osnovi pupoljaka uspostavljaju vezu sa ve¢ postoje¢im vaskularnim
elementima u pocetnom eksplantatu (Bhojwani i Dantu, 2013). Somatska embriogeneza
je proces tokom koga od somatskih ¢elija, u induktivnim uslovima, nastaju embriogene
¢elije koje prolaze morfoloske i biohemijske promene koje dovode do formiranja
somatskog embriona (Quiroz-Figueroa i sar., 2006). Za razliku od regenerisanih
pupoljaka, somatske embrione karakteriSe rano uspostavljanje bipolarnosti i odsustvo
vaskularne veze sa tkivom od koga su nastali. S obzirom da se prilikom formiranja
somatskih embriona istovremeno obrazuju meristemi korena i stabla, za njihovo
formiranje potreban je jedan indukcioni signal (Phillips, 2004). Oba procesa, SE i
organogeneza, mogu biti direktna, bez kalusne medufaze, ili indirektna, S§to
podrazumeva formiranje neorganizovanog kalusnog tkiva (Phillips, 2004). Vegetativno
razmnozavanje putem SE moZe imati prednosti nad organogenezom u praksi, jer se
ovim procesom moze dobiti veliki broj regeneranata i somatski embrioni mogu koristiti
u produkciji vestackih semena koja imaju Siroku primenu u razli¢itim oblastima
biotehnologije.

Somatska embriogeneza je prvi put opisana u suspenziji ¢elija (Steward i sar.,
1958) i u kulturi kalusa kod Sargarepe (Daucus carota) (Reinert, 1958). Proces SE se

moze podeliti u dve faze koje su oznacene kao faza indukcije i faza ekspresije (Jimenez



1 sar., 2005). U fazi indukcije somatske celije sti¢u embriogene karakteristike tako §to
dolazi do kompletne reorganizacije stanja Celije, ukljucujuéi fiziologiju, metabolizam i
ekspresiju gena, odnosno dediferencijacije (Feher i sar., 2003), dok se u fazi ekspresije
embriogene Celije razvijaju u somatske embrione. Induktivni uslovi, medu kojima su
najéeS¢e egzogeno dodati regulatori rastenja 1 stresni faktori, dovode do
dediferencijacije biljnih ¢éelija i aktiviranja embriogenog puta njihovog razvica (Feher,
2015). Iako je SE intenzivno proucavana, jo§ uvek nije poznato zasto i kako se
diferencirane ¢elije biljaka mogu dovesti u stanje totipotencije i sticanja embriogenog
potencijala i zasto se ovaj fenomen dogada samo kod odredenih biljnih vrsta, pojedinih
tipova tkiva ili ¢elija (Feher, 2015).

U svom razvicu somatski embrioni, kao i zigotski embrioni, prolaze kroz
morfoloske promene tokom kojih se uocCavaju karakteristicni stadijumi. U razvicu
zigotskih 1 somatskih embriona dikotila postoji nekoliko razvojnih stadijuma:
globularni, srcasti, torpedo i kotiledonarni. Embriogene celije nakon formiranja
nastavljaju da se dele i1 diferenciraju se u globularni somatski embrion. Prvo
organizovano tkivo u ovom stadijumu razvi¢a je protoderm, koje omoguéava dalji
razvoj embriona do srcastog stadijuma (Quiroz-Figueroa i sar., 2006). Daljim deobama
¢elija na suprotnim polovima globule formiraju se zaceci kotiledona, meristema stabla 1
korena, ¢ime embrion stie polarnost i prelazi u stadijum srca. IzduZivanjem srcastog
embriona nastaje embrion u stadijumu torpeda, sa vidljivim kotiledonima. Sa daljim
razvojem kotiledona somatski embrion prelazi u kotiledonarni stadijum, koji ima ve¢
diferenciran meristem izdanka i korena, kao i vaskularne elemente. Ovaj razvojni
stadijum u povoljnim uslovima kulture moze da klija, Sto podrazumeva pojavu i
izduzivanje radikule, izduZivanje hipokotila i ekspanziju kotiledona.

Somatski embrioni koji se razvijaju putem direktne SE (DSE) i indirektne SE
(ISE) mogu biti poreklom od jedne ili vise Celija (Quiroz-Figueroa i sar., 2006). Kod
embriona poreklom od jedne ¢elije uocavaju se koordinisane ¢elijske deobe i embrion je
povezan sa maticnim eksplantatom svojim bazalnim delom pomocu strukture nalik
suspenzoru, dok se kod somatskih embriona sa viSecelijskim poreklom ne uocavaju
koordinisane celijske deobe i ne dolazi do formiranja strukture nalik suspenzoru

(Williams i Maheswaran, 1986).



Proucavanja faktora koji kontroliSu morfogenezu biljaka in vitro su znacajna za
poboljSanje regenerativnih protokola i razvoj biotehnologije biljaka, ali i za analizu
molekularnih mehanizama koji su u osnovi tih procesa, pre svega SE (Gaj, 2004). Na
proces morfogeneze in vitro utiCu razliciti 1 brojni faktori kao §to su: genotip, fiziolosko
stanje biljke donora eksplantata, izbor eksplantata (starost i tip) i uslovi kulture in vitro
koji ukljucuju komponente hranljive podloge za gajenje i fizicke faktore gajenja
(svetlost i temperatura). Oba morfogenetska puta, SE i organogeneza, mogu biti
indukovana istovremeno, na istom eksplantatu (Ma i Xu, 2002; Mithila i sar., 2003;
Suboti¢ 1 Grubisi¢, 2007; Ma i sar., 2011; Yang i sar., 2012). Takode, procesi SE i
organogeneze mogu biti razdvojeni u istom eksperimentalnom sistemu, uglavnom
koris¢enjem razlicitih komponenti hranljive podloge, na primer razli¢itih koncentracija
saharoze (Konieczny i sar., 2008) ili razli¢itih koncentracija egzogeno dodatih
regulatora rastenja (Ma i sar., 2011; Yang i sar., 2012).

Organogeneza kao i SE mogu biti indukovane iz razli¢itih tipova eksplantata:
listova, petiola, meristema izdanaka, hipokotila, stabla, korenova, semena, kotiledona i
zigotskih embriona. Tako se listovi kao eksplantati ne mogu dugo odrzati u kulturi in
vitro, prednost odsecaka listova ogleda se u tome da je iz ovih eksplantata moguce
indukovati kaluse, korenove, somatske embrione i pupoljke, Sto je pokazano kod
mnogih biljaka (Kairong i sar., 1999; Baque i sar., 2010; Yang i sar., 2012; Singh 1 sar.,
2013). List kao pocetni eksplant odlikuje se visokim morfogenetskim potencijalom
(Fiuk i Rybczynski, 2008b), tako da predstavlja pogodan eksplant za indukciju efikasne
regeneracije in vitro razlicitih biljnih vrsta, ukljucujuéi i lekovite. U literaturi postoje
podaci koji ukazuju na to da su iz lisnih odsecaka vrsta iz familije Gentianaceae
indukovani procesi SE i organogeneze, kako direktni tako i indirektni. Na primer,
regeneracija biljaka procesom organogeneze je postignuta iz lisnih odsecaka lekovite
vrste Swertia hirata (Chaudhuri i sar., 2008) 1 ukrasnih interspecijskih hibrida vrsta u
okviru roda Exacum, opisanih pod nazivom Exacum Styer Group (Unda i sar., 2007).
Proces SE je indukovan iz lisnih odsecaka S. hirata (Wang i sar., 2009; Jha i sar., 2011)
i razlicitih vrsta roda Gentiana, na primer G. kuroo (Fiuk i Rybczynski, 2008a) i drugih
vrsta ovog roda G. cruciata, G. tibetica, G. panonica (Fiuk i Rybczynski, 2008b). Laka
dostupnost listova sa biljaka gajenih in vitro je posebno znacajna u genetiCkim i

molekularnim istrazivanjima, kao i za oCuvanje retkih i ugroZenih vrsta primenom in



vitro tehnika, jer biljke gajene in vitro predstavljaju kontinualni izvor eksplantata pri
¢emu je rizik od kontaminacije pocetnih eksplantata znatno umanjen. Somatska
embriogeneza indukovana u iz odsecaka listova predstavlja model sistem za
identifikaciju gena ukljucenih u indukciju SE cikorije (C. intybus) (Lucau-Danila i sar,
2010) i lucerke (Medicago truncatula) (Imin 1 sar, 2008). Takode, iz mezofila listova se
mogu izolovati protoplasti, koji predstavljaju idealne eksplantate za proucavanje

procesa dediferencijacije ¢elija (Feher i sar., 2003).

1.1.2. Uloga regulatora rastenja u SE i organogenezi

Medu razli¢itim faktorima koji uticu na indukciju SE i organogeneze su i
hormonalni ¢inioci, $to podrazumeva delovanje regulatora rastenja dodatih u hranljivu
podlogu, kao i koncentracije endogenih hormona u eksplantatima (Feher i sar., 2003;
Jimenez, 2005). Za razliku od fitohormona koji predstavljaju prirodne supstance koje se
sintetiSu u biljnom organizmu, regulatori rastenja su sinteticka jedinjenja sa
hormonskom aktivnos$éu, Cije dodavanje u hranljive podloge za gajenje omogucéava
usmeravanje razvic¢a tkiva u Zeljenom pravcu (Gutiérrez-Mora i sar., 2012). Postoji
nekoliko grupa ovih jedinjenja, medu kojima se u kulturi in vitro najcesée koriste
auksini, citokinini, giberelini i apscisinska kiselina.

Auksini 1 citokinini su glavni faktori koji putem kontrole razvojnog puta
odreduju embriogeni odgovor i pravac organogeneze, jer su kod biljaka ukljuceni u
procese regulacije celijskog ciklusa, aktiviranja ¢elijskih deoba i diferencijaciju ¢éelija
(Feher 1 sar., 2003; Phillips, 2004; Zhao i sar., 2008). Prvi podaci o regulatornoj ulozi
egzogeno dodatih auksina i citokinina u procesu organogeneze datiraju iz sredine
dvadesetog veka (Skoog i Miller, 1957). Balans egzogeno dodatih auksina i citokinina
je znaCajan za pravac organogeneze, jer povecanje ovog odnosa u Kkorist auksina
indukuje formiranje korenova, dok visoka koncentracija citokinina u odnosu na auksine
indukuje formiranje pupoljaka. U najvec¢em broju slucajeva za indukciju SE je potrebno
prisustvo auksina i citokinina (Fiuk i Rybczynski, 2008a; 2008b; Blazquez i sar., 2009;
Ghanti i sar., 2009), ali SE moze biti postignuta i primenom samo pojedinih auksina
(Ma i Xu, 2002; Cantelmo i sar., 2013) ili citokinina (Ma i sar., 2011; Yang i sar.,

2012). U nekim sluc¢ajevima na hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja dolazi do



spontane regeneracije putem SE (Suboti¢ i sar., 2006; Vinterhalter i Vinterhalter, 2002).
U literaturi ima podataka o efektima egzogeno dodatih regulatora rastenja u hranljivim
podlogama na koli¢inu endogenih biljnih hormona (Jimenez, 2001). Na primer, uo¢eno
je da sinteticki regulator rastenja dihlorfenoksisiréetna kiselina (2,4-D) dovodi do
povecanja nivoa endogene IAA u kulturi protoplasta (Pasternak i sar., 2002). Egzogeno
dodati regulatori rastenja mogu delovati sinergisticki ili antagonisticki sa endogenim
hormonima, ¢ime bi se mogle objasniti razlike u reakciji razlicitih biljnih vrsta i tipova
eksplantata na induktivne podloge istog sastava.

Auksini imaju mnogo razli¢itih fizioloskih efekata, na prvom mestu je
stimulativni efekat na izduZivanje i deobu ¢elija. Smatra se da auksini imaju vaznu
ulogu u regulaciji indukcije i ekspresije SE, kako egzogeno dodati auksini, tako i
endogeni nivoi auksina u tkivu (Jimenez, 2001; Zavatierri i sar., 2010). Medu
auksinima, u viSe od 49% protokola za indukciju SE kod razli¢itih biljnih vrsta je
koris¢en 2,4-D, dok je u 27% koriS¢ena a-naftalen-siréetna kiselina (NAA) i sledeci
auksini u manjoj meri: indol-3-siréetna kiselina (IAA) (6%), indol-3-buterna kiselina
(IBA) (6%), pikloram (5%) i1 dikamba (5%) (Jimenez, 2001). Najcesce koriséen
regulator rastenja sa auksinskom aktivno$¢u za indukciju SE kod najveceg broja vrsta,
2,4-D, je snazan herbicid, koji moZe delovati ili kao auksin direktno ili kao stresni
faktor (Feher i sar., 2003). Prisustvo 2,4-D u hranljivoj podlozi dovodi do promene
ekspresije gena i indukcije embriogenog programa, najverovatnije putem metilacije
DNK (Karami i Saidi, 2010). U cilju dalje diferencijacije i razvic¢a somatskih embriona
potrebno je uklanjanje ili smanjenje koncentracije 2,4-D iz hranljive podloge. Jedna od
znacajnih karakteristika auksina, polaran transport, je kljucna za uspostavljanje
auksinskog gradijenta i polarnosti ¢elija, odnosno bilateralne simetrije tokom somatske
embriogeneze (Jimenez, 2001; Gutiérrez-Mora i sar., 2012). Za uspostavljanje ovog
gradijenta potrebni su relativno visoki nivoi slobodne IAA u kompetentnom tkivu
(Jimenez, 2001).

Citokinini utiCu na razliite procese tokom rastenja i razvica biljaka, a imaju
centralnu ulogu u stimulaciji ¢elijskih deoba u prisustvu auksina. Uloga citokinina u
regulaciji SE podrazumeva njihovu ulogu tokom c¢elijskih deoba u pocetnoj fazi SE, ali
ne i tokom dalje diferencijacije somatskih embriona (Jimenez, 2001). Od svih citokinina

u indukciji SE kod razlicitih biljnih vrsta se najviSe koristi N° -benzilaminopurin (BA)



(57% protokola), kinetin (KIN) (37%), tidiazuron (TDZ) (3%) i zeatin (3%) (Jimenez,
2001). Sinteti¢ki derivati feniluree, u koje spadaju N-fenil-N’-(2-hloro-4-piridil) urea
(CPPU) 1 TDZ, imaju vecu citokininsku aktivnost u odnosu na adeninske derivate
citokinina (Mok i sar., 1982). Dodavanje CPPU u hranljive podloge indukuje niz
razli¢itih odgovora, od organogeneze do indukcije kalusa i formiranja somatskih

embriona (Subotic i sar., 2009a).

1.1.3. Uloga svetlosti u SE i organogenezi

Svetlost je jedan od najznacajnijih sredinskih faktora koji predstavlja i izvor
energije u fotosintezi i kontroliSe rastenje i razvice biljaka, odnosno fotomorfogenezu.
Optimizacija svetlosnih uslova (fotoperiod, intenzitet i kvalitet svetlosti) je neophodna
radi efikasnije morfogeneze u uslovima in vitro. Efekat svetlosti na proces morfogeneze
in vitro je ispitan u razli¢itim eksperimentalnim sistemima i pokazano je da intenzitet,
kvalitet svetlosti i duzina fotoperioda uti¢u na morfogenetski odgovor (Suboti¢ i sar.,
2003/4; 2006; 2009¢; Reuveni i Evenor, 2007; Cantelmo i sar., 2013). Fotoperiod
(duzina dana i no¢i) znacajno utic¢e na indukciju SE i organogeneze u kulturi razli¢itih
tipova eksplantata. U viSe od 49% protokola do indukcije SE dolazi u uslovima dugog
dana, dok je u 44% protokola neophodan mrak za indukciju SE (Gaj, 2004). Takode,

talasna duzina primenjene svetlosti je znacajna za indukciju SE, kao i organogeneze.

1.2. Biohemijski i molekularni aspekti SE

Somatska embriogeneza predstavlja model sistem za proucavanje morfoloskih,
fizioloskih, biohemijskih i molekularno-bioloskih promena tokom sticanja embriogenog
potencijala kao i razviéa biljnog embriona (Quiroz-Figueroa i sar., 2006). U cilju
proucavanja najranijih faza prelaska somatskih celija u embriogene potrebno je
definisati markere koji ukazuju na potencijalne mehanizme sticanja embriogene
kompetencije u indukovanim celijama (Feher i sar., 2003). Ovi markeri moraju biti
univerzalni radi poredenja u razliitim embriogenim sistemima i mogu biti definisani na
morfoloskom, citoloSkom, biohemijskom i molekularnom nivou (Feher i sar., 2003).

Molekularni aspekti SE, posebno prelazak somatskih c¢elija u embriogene, su



nedovoljno rasvetljeni. Identifikacija proteina i gena koji imaju ulogu u sticanju
embriogenog potencijala biljnih ¢elija kao markera SE je jedan od najefikasnijih na¢ina
za razumevanje molekularnih mehanizama SE, koji pruzaju i mogucnost determinisanja
embriogenog potencijala ¢elija u kulturi pre nastupanja morfoloskih promena. Proces
tokom koga somatske celije sticu embriogene karakteristike ukljucuje reprogramiranje
ekspresije gena i indukciju novog embriogenog razvojnog programa, na osnovu ¢ega se
moze pretpostaviti da postoje znatne razlike izmedu embriogenih i ne-embriogenih
¢elija u vrsti mRNK i proteina, koji se pojavljuju kao rezultat indukcije. Jedan od
pristupa u ovim istrazZivanjima podrazumeva uporednu analizu ukupnih proteina u
embriogenom i neembriogenom tkivu, medutim na ovaj nacin dobija se veliki broj
specificnih proteina koji se ne mogu svi oznaciti markerima SE (Hahne i sar., 1988;
Hibert i sar., 1992). Ekstracelularni proteini su potencijalno dobri markeri SE, jer se
pokazalo da imaju ulogu u diferencijaciji biljnih ¢éelija i njihov broj je mnogo manji od
ukupnog broja proteina koji se mogu detektovati tokom samog procesa SE
(Tchorbadjieva, 2005). Najveéi broj ekstracelularnih proteina ¢ine glikoproteini, medu
kojima posebnu grupu cine arabinogalaktanski proteini (AGP) koji predstavljaju
strukturne proteine ¢elijskog zida. Pored toga ispitana je uloga ekstracelularnih kiselih
endohitinaza u procesu razvica somatskih embriona kod D. carota (De Jong i sar., 1992)
i jezevice (Dactylis glomerata) (Tchorbadjieva i Pantchev, 2006). U ekstracelularne
proteine za koje se predpostavlja da imaju regulatornu ulogu u SE spadaju i proteini za
transfer nespecificnih lipida (Francois i sar., 2008), kao i proteini nalik germinima
(Caliskan i sar., 2004).

Ekstracelularni proteini, kao $to su na primer AGP, mogu direktno ili putem
interakcija sa komponentama celijskog zida, aktivirati receptorne kinaze koje se nalaze
na ¢elijskoj membrani, $to za posledicu ima aktivaciju prenosenja signala do jedra i
promenu ekspresije gena koja moze indukovati proces SE (Smertenko i Bozhkov,
2014). SERK ("SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE") geni kodiraju
receptorne kinaze ukljucene u regulaciju SE, za koje se pretpostavlja da deluju kao
transmembranski receptori za signale u hranljivoj podlozi i mogu aktivirati
embriogenezu (Schmidt i sar, 1997). SERK gen je prvi put identifikovan kod D. carota
(Schmidt i sar, 1997), a zatim i kod Arabidopsis thaliana (Hecht i sar, 2001) i velikog

broja drugih vrsta. U genomima do sada istrazenih vrsta nalazi se nekoliko gena koji



kodiraju SERK, na primer kod 4. thaliana to je familija od 5 gena, a kod M. truncatula
familija od 6 gena (Smertenko i Bozhkov, 2014). U regulaciju SE su ukljuceni
transkripcioni  faktori medu kojima su najbolje okarakterisani LEC geni
("ARABIDOPSIS LEAFY COTYLEDON"), BBM geni ("BABY BOOM"), WUS geni
("WUSCHEL") 1 AGLI5 geni ("AGAMOUS-like 15"). lako je napravljen znacajan
napredak u identifikaciji faktora koji ucestvuju u indukciji, percepciji i transdukeiji
signala u SE, rezultati ovih istraZzivanja su jo$ uvek fragmentarni da bi se SE mogla

objasniti na molekularnom nivou (Smertenko i Bozhkov, 2014).

1.3. Arabinogalaktanski proteini

Celijski zid, kao sastavni deo biljnih éelija koji ih okruzuje, ima ulogu u prijemu
i prenosu informacija o spoljasnjim faktorima i o kontaktu sa drugim c¢elijama. Osim
toga §to celijski zidovi posreduju u prenosu informacija izmedu ¢elija putem apoplasta i
simplasta, oni predstavljaju i izvor signalnih molekula (Brownlee, 2002; Seifert i
Blaukopf, 2010; Smertenko i Bozhkov, 2014). Celijski zidovi takode predstavljaju
glavnu strukturnu potporu i zastitu biljnom organizmu. Primarni celijski zid je
dinamic¢na struktura koja konstantno podleze promenama tokom delijskog rastenja i
diferenciranja. Ove promene se odvijaju kroz modifikacije strukture i sastava éelijskog
zida koje prate morfogenetske procese tokom razviéa organa i embriona. Primarni
¢elijski zid se prvenstveno sastoji od polisaharida kao $to su celuloza, hemiceluloza i
pektini, a u manjoj meri od proteina. Ove komponente formiraju kompleksnu
interaktivnu mrezu oznacenu kao ekstracelularni matriks (ECM) (Carpita i Gibeaut,
1993; Knox, 1995; Seifert i Blaukopf, 2010). Iako proteini ¢ine oko 10% ukupne suve
tezine primarnih ¢éelijskih zidova, oni predstavljaju njegovu veoma vaznu komponentu,
kao strukturni proteini i kao enzimi (hidrolaze, proteaze, glikozidaze, peroksidaze,
kinaze, esteraze i ekspanzini). Strukturni proteini celijskog zida su vrlo raznovrsni i
bogati odredenim aminokiselinama, na primer hidroksiprolinom i glicinom, na osnovu
cega su svrstani u grupe.

Glikoproteini bogati hidroksiprolinom (HGRP) predstavljaju superfamiliju
proteina celijskog zida koja je otkrivena pre nekoliko decenija (Lamport i Northcote,

1960). Ovu veoma kompleksnu grupu ¢ine strukturno razliciti proteini koji imaju uloge



u razli¢itim aspektima rastenja i razvica biljaka: visoko glikozilovani AGP, umereno
glikozilovani ekstenzini (EXT) i slabo glikozilovani proteini bogati prolinom (PRP).
Takode postoje hibridni i himerni oblici HGRP molekula (Showalter i sar., 2010).
Bioinformatickom analizom genoma A. thaliana identifikovano je 166 glikoproteina
bogatih hidroksiprolinom, medu kojima su 85 AGP, 59 EXT, 18 PRP i 4 AGP/EXT
hibridna proteina (Showalter i sar., 2010).

AGP predstavljaju grupu kompleksnih proteoglikana pronadenih u svim tkivima
visSih biljaka. AGP su prisutni u Cdelijskim membranama, celijskim zidovima i
meducelijskom prostoru. Pored toga mogu se transportovati iz ¢elija u hranljive podloge
na kojima su in vitro gajeni razliciti tipovi biljnih ¢elija, tkiva i organa (Knox, 1995).
AGP su pronadeni kod svih biljaka, od algi (Eder i sar., 2008; Popper i sar., 2011) do
mahovina, npr. kod Physcomitrella patens (Lee i sar., 2005) i skrivenosemenica
(Schultz i sar., 2000). Arabinogalaktanske proteine kodira velika familija gena Sto
govori o njihovoj raznovrsnosti i brojnim ulogama u regulaciji procesa rastenja i razviéa

biljaka (Coimbra i sar., 2009).

1.3.1. Struktura i podela AGP

Proteinski deo kod najveceg broja AGP molekula ¢ini 1-10% molekulske mase
(Ellis i sar, 2010). AGP molekule karakteriSe velika strukturna raznovrsnost proteinske
osnove molekula i prisustvo razli¢itih proteinskih domena. AGP su podeljeni u 7 grupa
na osnovu primarne strukture (Gaspar i sar., 2001; Schultz i sar., 2002; Ma i Zhao,
2010).

A) klasi¢ni AGP,

B) AG peptidi,

C) AGP bogati lizinom

D) AGP nalik fasciklinu (FLA),

E) AGP nalik ranom nodulinu (eNOD-AGP) i AGP nalik fitocijaninu (PLA),

F) AGP nalik proteinima za transfer nespecifi¢nih lipida (nsLTP-AGP) i

G) neklasicni AGP

Za klasicne AGP (Slika 1A) je karakteristi¢no prisustvo tri razli¢ita domena:

sekrecionog signala na N-terminusu, centralnog AGP domena i hidrofobnog domena na
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C-terminusu (Du i sar., 1996). Polipeptidni lanci AGP nakon translacije podlezu
znatnim modifikacijama, koje obuhvataju supstituciju transmembranskog hidrofobnog
domena na C-terminusu glikozil fosfatidilinozitolnim “sidrom” (GPI-sidro), kao i
uklanjanje signalne sekvence na N-terminusu, hidroksilaciju prolina u okviru AGP
domena i glikozilaciju (Slika 1). Klasi¢ni AGP i AG peptidi predstavljaju osnovnu
formu AGP, jer osim AGP domena koji predstavlja mesto za O-glikozilaciju ne sadrze
druge domene (Ellis i sar., 2010). Klasi¢ni AGP i AG peptidi ne sadrze mesta za N-
glikozilaciju (Johnson i sar., 2003). AGP domen je bogat aminokiselinama Pro, Ala, Ser
i Thr i sadrzi AG-II glikomodule, koji predstavljaju specificne dipeptide koji se
ponavljaju - Ala-Pro, Pro-Ala, Ser-Pro, Pro-Ser, Thr-Pro, Pro-Thr, Val-Pro, Pro-Val i
Gly-Pro (Ellis i sar., 2010; Showalter i sar., 2010; Nquema-Ona i sar., 2012). Duzina
centralnog domena varira kod razlicitih AGP. Prisustvo najmanje 2 nekontinualna
aminokiselinska ostatka Pro koji su razdvojeni sa ne vise od 11 aminokiselina
predstavlja motiv za O-glikozilaciju [(A/S/T)-P-X(0,10)-(A/S/T)P] (Schultz i sar.,
2002; Johnson i sar., 2003; Faik i sar., 2006). AG peptidi (Slika 1B) sadrze kratki
centralni AGP domen i njihova veli¢ina varira od 58 do 87 aminokiselina kod A.
thaliana (Showalter i sar., 2010). AG peptidi (Slika 1B) su prvi put identifikovani kod

pSenice (Triticum aestivum) (Fincher i sar., 1974).
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Slika 1. Shematski prikaz razli¢itih proteinskih osnova AGP (levo) i predvidena
struktura nativnih AGP nakon obrade i post-translacionih modifikacija (desno) koje
ukljuuju uklanjanje N-terminalne signalne sekvence i1 C-hidrofobnog domena i
vezivanje GPI sidra za C-terminus, kao 1 hidroksilaciju Pro do Hyp i supstituciju sa O-
vezanim glikanima. A. Klasi¢ni AGP; B. AG peptidi; C. AGP bogati Lys; D. FLA-AGP
nalik fasciklinu. Postoji 4 podgrupa FLA: D1. FLA koji sadrze 1 AGP domen i 1 FAS
domen; D2. FLA koji sadrze 2 AGP domena i 1 FAS domen; D3. FLA koji sadrze 2
AGP domena i 2 FAS domena; D4. FLA koji sadrze 1 AGP domen i 2 FAS domena; E.
AGP nalik eNOD - AGP nalik ranom nodulinu. F. AGP nalik nsLTP — AGP nalik
proteinima za transfer nespecifi¢nih lipida. Postoje dve podgrupe nsLTP — AGP kod O.
sativa: F1. nsLTP domen se nalazi izmedu N — signalnog peptida i AGP domena; F2.
nsLTP domen deli AGP domen na dva dela i nema GPI signala na C-terminusu; G.
Neklasi¢ni AGP sadrze region bogat Asn na C-terminusu.

Izraz "himerni AGP" se koristi za AGP koji osim AGP domena poseduju

dodatne domene, kao Sto su AGP bogati Lys, FLA, AGP nalik ranom nodulinu i AGP
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nalik proteinima za transfer nespecificnih lipida (Nquema-Ona i sar., 2012). Za AGP
bogate Lys (Slika 1C) karakteristicno je prisustvo kratkog baznog regiona bogatog Lys
koji se nalazi u okviru centralnog domena. Kod A. thaliana ovu grupu Cine tri proteina
AtAGP17, AtAGP18 i AtAGP19 od kojih dva sadrze GPI-sidro (Sun i sar., 2005;
Zhang i sar., 2011). Proteinski deo FLA molekula (Slika 1D) osim predvidenih AGP
glikozilovanih regiona sadrze i celijske adhezivne domene oznacene kao fasciklin
domeni (FAS) (Johnson i sar., 2003). Fasciklini (fasciklin I, IT i IIT) su membranski
glikoproteini koji su prvi put identifikovani tokom razvi¢a nervnog sistema embriona
insekata kao adhezivni molekuli sa ulogom u regulaciji rasta aksona (Bastiani i sar.,
1987; Patel i sar., 1987; Elkins i sar., 1990). U istrazivanjima koja su potom usledila
proteini sa FAS domenom su pronadeni kod sisara, visih biljaka, algi, kvasaca i
bakterija, ali je kombinovanje FAS domena sa visokoglikozilovanim AGP domenom
jedinstvena odlika biljaka (Johnson i sar., 2011). Veli¢ina FAS domena varira od 110 do
150 aminokiselina i karakteriSe ga postojanje 2 visoko konzervirana regiona (H1 i H2)
od oko 10 aminokiselina, izmedu kojih se nalazi adhezivni motiv (Kawamoto i sar.,
1998). FLA predstavljaju heterogenu grupu i klasifikovani su u 4 grupe na osnovu broja
FAS domena, broja AGP domena i prisustva GPI sidra (Johnson i sar., 2003; Ma i Zhao,
2010). Ovi proteini mogu sadrzati jedan ili dva AGP domena i jedan ili dva FAS
domena. Veli¢ina FLA A. thaliana varira od 247 do 462 aminokiseline (Johnson 1 sar.,
2003; Showalter i sar., 2010).

AGP nalik eNOD sadrze domen koji je karakteristican za fitocijanine, a
predstavlja mesto vezivanja bakra (Mashiguchi i sar., 2004, Seifert i Roberts, 2007,
Poon i sar., 2012). Poon i saradnici (2012) su ovu grupu oznacili kao AGP nalik
fitocijaninu (PLA). Ovaj domen se nalazi izmedu N-terminalnog signalnog peptida i
AGP domena (Slika 1E), kao i nsLTP domen (Ma i Zhao, 2010). Domen nsLTP (Slika
1F) je karakteristican za AGP nalik proteinima za transfer nespecifi¢nih lipida (AGP
nalik nsLTP), kao §to je ksilogen (Motose i sar., 2004).

Neklasi¢cni AGP (Slika 1G) osim N-terminalnog sekrecionog domena i
centralnog domena sadrze i C-terminalni domen koji je bogat Cys ili Asn (Gaspar i sar.,
2001). Neklasicni AGP ne sadrze signal za dodavanje GPI-sidra (Gaspar i sar., 2001).

Prve ¢cDNK sekvence koje kodiraju proteinski deo molekula AGP su dobijene iz

celijske suspenzije kruske (Pyrus communis) (Chen i sar., 1994) i iz stubica tucka
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duvana (Nicotiana alata) (Du 1 sar., 1994). Projekti sekvenciranja genomske DNK su
omogucili identifikaciju velikog broja gena koji kodiraju proteinske delove molekula
AGP (Gaspar i sar., 2001). Proteinski deo AGP molekula kodiraju ¢lanovi multigenskih
familija koje se sastoje od 47-85 €lanova kod A. thaliana (Shultz i sar., 2002; Johnson i
sar., 2003; Showalter i sar, 2010) 1 69 ¢lanova kod pirinéa (Oryza sativa) (Mao i Zhao,
2010). Shultz i saradnici (2002) su uradili prvu obimnu bioinformaticku analizu radi
identifikacije AGP gena u genomu A. thaliana. Identifikovali su 47 razli¢itih AGP koji
su klasifikovani u 4 grupe: 13 klasicnih AGP, 3 AGP bogata Lys, 10 AG peptida i 21
FLA. Osam godina kasnije Showalter 1 saradnici, takode primenom bioinformatickog
pristupa, pronasli su 85 AGP kod 4. thaliana, ukljucujuéi 22 klasicna AGP, 3 AGP
bogata Lys, 16 AG peptida, 21 FLA, 17 plastocijanin AGP i 6 drugih himernih AGP.
Ma i Zhao (2010) su identifikovali 69 AGP kod O. sativa, ukljucujuéi 13 klasi¢nih
AGP, 15 AG peptida, 3 neklasicna AGP, 3 AGP nalik nodulinu, 8 AGP nalik
proteinima za transfer nespecifi¢nih lipida AGP i 27 FLA. Osim kod A. thaliana i O.
sativa, 34 FLA gena su identifikovana kod 7. aestivum (Faik i sar., 2006). Jun i
Xiaoming su (2012) su u anotiranom genomu kineskog kupusa (Brassica rapa)
identifikovali 33 FLA. FLA geni su identifikovani jo§ kod topole (Populus tremula x P.
alba) (Lafarguette i sar., 2004), Pinus taeda (Loopstra i sar., 2000; Yang i sar., 2005),
lepog Coveka (Zinnia elegans) (Dahiya i sar., 2006) i pamuka (Gossypium hirsutum)
(Huang i sar., 2008).

Nakon sinteze polipeptidnog lanca dolazi do uklanjanja C — terminalnog peptida
dejstvom transamidaza i dodavanja GPI-sidra na C-terminus proteinskog dela AGP
molekula (Slika 1), a obe reakcije se odvijaju u endoplazmaticnom retikulumu. Mesto
dodavanja GPI-sidra je oznaCeno sa ®, odnosno mesto odsecanja C-hidrofobnog
domena se nalazi izmedu ® i o+1 pozicije. Pretpostavljene GPI signalne sekvence AGP
molekula imaju konzervisane karakteristike koje se srecu kod GPI signalnih sekvenci
zivotinja. Kod konzervisanih GPI signalnih sekvenci na ® 1 o+2 pozicijama nalaze se
alifaticne aminokiseline, iza kojih se nalazi kratki ,spejser (4-8 aminokiselina) i
hidrofobni rep od 14-18 aminokiselina (Eisenhaber i sar., 1998; Schultz i sar., 1998).
GPI-sidro se sastoji od oligosaharidnog lanca, etanolamina i lipida. Oligosaharidni lanac
se sastoji od ostataka manoze ili B-galaktoze i acetilglukozamina i povezuje proteinski

deo AGP molekula sa spoljasnjom stranom celijske membrane, tako Sto je preko
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etanolamin fosfata povezan sa C-terminusom proteina, a preko glukozamina i inozitola
sa fosfoceramidima koji su uronjeni u membranu. Lokalizacija AGP koji sadrze GPI-
sidro na spoljasnjoj strani celijske membrane ukazuje na moguée bioloske uloge u
prijemu ekstracelularnih signala i posredovanju u interakcijama izmedu ¢elija. Schultz i
saradnici (1998) predlazu dva moguca mehanizma putem kojih bi AGP sa GPI sidrom
mogli biti ukljuceni u signalnu transdukciju. Prvi mehanizam podrazumeva oslobadanje
AGP sa ¢elijske membrane delovanjem fosfolipaza, pri ¢emu bi celi AGP molekuli ili
oligosaharidi dobijeni degradacijom glikanskih delova AGP molekula mogli imati ulogu
signalnih molekula. Drugi mehanizam podrazumeva interakciju AGP koji poseduju GPI
sidro sa transmembranskim proteinima koji ucestvuju u transdukciji signala. Zhang 1
saradnici (2011) su pretpostavili da bi se pomenute interakcije mogle odvijati u
mikrodomenima ¢elijske membrane (“lipid rafts”), koji su bogati sterolima i
glikosfingolipidima, a sadrZe i transmembranske proteine (receptore, receptorne kinaze i
jonske kanale), kao i proteine koji sadrze GPI-sidro. AGP su najverovatnije asocirani sa
ovim mikrodomenima i mogu interagovati sa receptornim kinazama (Zhang i sar.,
2011).

Dalja posttranslaciona modifikacija zrelog proteinskog lanca obuhvata
hidroksilaciju prolina 1 glikozilaciju. Hidroksilaciju prolina katalizuje prolil-4-hidrolaza
u endoplazmati¢nom retikulumu. Glikozilaciju, odnosno supstituciju hidroksiprolina
arabinogalaktanskim lancima, kao i biosintezu ovih lanaca katalizuju glikoziltransferaze
u Goldzijevom aparatu. S obzirom na veliku kompleksnost ugljeno-hidratnog dela AGP
molekula, postoji vise glikoziltransferaza koje u€estvuju u sintezi glikanskih lanaca, kao
Sto su galaktoziltransferaze, L - arabinoziltransferaze, L — fukoziltransferaze i
glukuronozil-transferaze (Endo i sar., 2013; Tan i sar., 2012). Ugljeno-hidratni deo AGP
molekula je preovladujuéi i ¢ini vise od 90% molekulske mase, a uglavnom se sastoji od
arabinoze i1 galaktoze sa malim koli¢inama uronskih kiselina (Seifert i Roberts, 2007).
Ugljeno-hidratna komponenta AGP molekula je u obliku polisaharidnog lanca, tipa II
arabinogalaktana (AG) koga ¢ine (1—3)-B-D-vezani galaktozni molekuli supstituisani
bo¢nim (1—6)-B-D galaktanskim lancima. Boc¢ni lanci su dalje supstituisani L-
arabinozom i u manjoj meri L-ramnozom, L-fukozom, D-manozom, D-ksilozom, D-
glukozom, D-glukozaminom i wuronskim kiselinama (D-glukuronskom 1 D-

galakturonskom kiselinom) (Showalter i sar., 2001). Ovi lanci mogu biti kiseli i
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neutralni (Ellis 1 sar., 2010). Kod kiselih su karboksilne grupe terminalnih uronskih
kiselina slobodne ili mogu da grade metil estre, dok kod neutralnih se na terminalnim
pozicijama uglavnom nalaze ostaci arabinoze i ramnoze. Kod nekih AGP moze biti
prisutan strukturni motiv karakteristican za ekstenzine (Ser-(Pro),.3), kod kojih nakon
hidroksilacije ostataka Pro, koji su poredani u nizu, dolazi do vezivanja kratkih
oligoarabinozida O-glikozidnom vezom (Ellis i sar., 2010). Sastav ugljeno-hidratne
komponente AGP molekula moze znatno varirati kod razli¢itih vrsta, izmedu organa
jedne iste vrste i cak moze biti razvojno regulisan u okviru istog organa, kod razli¢itih
tipova celija (Pennel i sar., 1991; Nquema-Ona i sar., 2012). Biosinteza i degradacija
AGP u biljnim tkivima su koordinisano regulisani i medusobno zavisni procesi (Endo i
sar., 2013). Degradaciju ugljeno-hidratnih delova AGP molekula katalizuju razlicite
glikozidaze, pri ¢emu se oslobadaju oligosaharidi koji mogu predstavljati potencijalne
signalne molekule, $to je u skladu sa signalnom ulogom oligosaharida kod biljaka
(Etzler, 1998; Smertenko i Bozhkov, 2014).

Ugljeno-hidratni deo AGP molekula je O-glikozidnom vezom povezan za
proteinsku osnovu, preko kiseonika na hidroksiprolinu, rede preko Ser ili Thr
(Showalter, 2001). Medutim, postoje i AGP kod kojih se glikozilacija odvija osim
putem O-glikozilacije i preko N-glikozidne veze. N-glikozilacija se javlja kada
proteinski deo sadrzi sekvencu Asn-Xaa-Ser/Thr, gde Xaa moze biti bilo koja
aminokiselina osim Pro (Lerouge i sar., 1998). Mnogi himerni AGP, kao §to su FLA,
sadrze N-glikozidnu vezu (Johnson i sar., 2003). N-glikozilacija se odvija na 2-8 mesta
koja se najc¢esée nalaze u okviru FAS domena FLA proteina (Johnson i sar., 2003).

Primena elektronske mikroskopije je omogucila da se blize odredi struktura
molekula AGP. Na osnovu ovih proucavanja su predlozena dva modela ovih molekula:
globularni (“wattle blossom™) ili linearni (“twisted hairy rope”). Kod “wattle blossom”
modela polisaharidni lanci su slozeni u globularne jedinice koje su prikacene za
proteinsku osnovu, tako da npr. AGP Sargarepe siromasni Hyp imaju sferoidalni oblik.
AGP izolovan iz celog zrna ovsa (Avena sativa) po svojoj strukturi odgovara “wattle
blossom” modelu AGP (Gollner i sar., 2011). Kod “twisted hairy rope” modela
oligosaharidni lanci su omotani oko proteina, kao kod fibrilarnog molekula AGP iz
gumirabike koja se skuplja iz povredenog drveta akacije (Acacia senegal) (Qi i sar.,
1991).
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1.3.2. Pregled metoda za detekciju, lokalizaciju i proucavanje AGP

Postoji nekoliko metoda pomocu kojih se proucava distribucija i uloga AGP
tokom rastenja i razvi¢a biljaka. NajceSce koriSéen pristup proucavanju uloge AGP
tokom morfogeneze biljaka je upotreba B-D-glukozil Yariv reagensa (BGIcY), koji se
specificno vezuje za ve¢inu AGP molekula (Ellis i sar., 2010). Specifi¢na interakcija
izmedu PGIlcY 1 AGP se koristi za lokalizaciju, izolaciju i kvantifikaciju
arabinogalaktanskih proteina. Yariv reagensi obuhvataju grupu sintetickih jedinjenja
crvene boje, od kojih se samo [-glukozil i P-galaktozil Yariv reagensi (BGalY)
specificno vezuju za AGP molekule, za razliku od a-oblika i f-manozil Yariv-a koji se
ne vezuju i ¢esto sluze kao negativna kontrola (Yariv i sar., 1967). Priroda vezivanja
AGP za p-galaktozil Yariv reagens je nedavno otkrivena identifikacijom dela AGP
molekula koji je neophodan za interakciju sa Yariv reagensom (Kitazawa i sar., 2013).
Ovi autori su otkrili da su za formiranje precipitata sa BGalY potrebni [B-1,3-
galaktooligosaharidi koji su sastavni deo ugljeno-hidratne komponente AGP molekula,
a sadrze viSe od sedam galaktoznih ostataka. Oni svakako ne iskljucuju mogucnost da
neki AGP imaju neku drugu ciljnu strukturu za koju se vezuje pGalY osim dugih p-1,3-
galaktozil lanaca. Johnson i saradnici (2003) su pokazali da BGIcY precipitira FLA, $to
ukazuje na to da dele strukturne karakteristike sa AGP. Postoji pretpostavka da BGIcY,
vezivanjem i precipitacijom AGP u ¢elijskom zidu, dovodi do inaktivacije AGP i samim
tim sprec¢ava obavljanje njihove funkcije (Thompson i Knox, 1998). Pionirska studija je
pokazala da BGIcY inhibira deobe celija u suspenziji ¢elija Rosa sp. u zavisnosti od
primenjene koncentracije, ukazujuéi na ulogu AGP u deobi ¢elija (Serpe i Nothangel,
1994). BGIcY dovodi do gubitka vijabilnosti Celija A. thaliana putem programirane
celijske smrti (Gao i Showalter, 1999). Capataz-Tafur i saradnici (2011) su ukazali na
vaznu ulogu AGP u ¢elijskom rastenju i njihovoj agregaciji, jer je pod dejstvom BGlcY
u suspenziji ¢elija SeCerne repe (Beta vulgaris) doSlo do redukcije rasta celija i
smanjenja veli¢ine celijskih agregata. Tretman sa BGIcY u kulturi Celija 4. thaliana
dovodi do promena u ekspresiji gena, koji je sli¢an transkripcionom profilu koji izaziva
mehanicka povreda (Guan i Nothangel, 2004).

Specifi¢na interakcija izmedu BGIlcY i AGP se koristi za kvantifikaciju pomocu

radijalne difuzije (van Holst i Clarke, 1985). UkrStena elektroforeza predstavlja metodu
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pomocu koje se mogu razdvojiti i uporediti razli¢iti tipovi AGP u hranljivoj podlozi i
tkivu tokom razli¢itih razvojnih procesa (van Holst i Clarke, 1986; Gell i sar, 1986). Na
primer, pomoc¢u ove metode je utvrdeno da svako tkivo sadrzi specifican set AGP (van
Holst i Clarke, 1986).

Imunohistohemijske tehnike omogucavaju identifikaciju i preciznu lokalizaciju
polimera ¢elijskog zida in situ (Knox, 2008). Ove metode koriste monoklonalna antitela
(Moller i sar., 2008). Monoklonalna antitela koja se najces¢e koriste u proucavanju
funkcije i lokalizacije AGP su prikazana u Tabeli 1. Monoklonalna antitela su usmerena
ka ugljeno-hidratnoj komponenti molekula AGP, koja podleZe degradaciji 1 modifikaciji
tokom diferencijacije i morfogeneze, tako da se imunohistohemijskom lokalizacijom
mogu pratiti ove promene. AGP epitopi su ukljuceni u razli¢ite morfogenetske puteve
kao markeri ¢elijskog identiteta (Seifert i Roberts, 2007). Pomocu razlicitih antitela je
istrazena lokalizacija AGP epitopa tokom razli¢itih razvojnih procesa. Lokalizacija
AGP epitopa je vremenski i prostorno regulisana tokom androgeneze kod uljane repice
(Brassica napus L.cv.Topas) (Tang i sar., 2006) i zigotske embriogeneze kod A.
thaliana (Hu 1 sar., 2006). Konieczny i saradnici (2007) su pomoc¢u monoklonalnih
antitela ukazali na moguc¢u ulogu AGP tokom organogeneze u kalusnim kulturama 7.
aestivum. S obzirom na to da razliite proteinske osnove AGP molekula mogu biti
glikozilovane ugljeno-hidratnim lancima koji sadrze iste epitope, monoklonalna antitela
koja prepoznaju ugljeno-hidratne delove nisu specificna za pojedine AGP molekule.
Takode je verovatno da monoklonalna antitela ne prepoznaju sve glikoforme koje
karakteriSe velika heterogenost u jednom AGP molekulu. Osim antitela koja prepoznaju
ugljeno-hidratne delove molekula AGP, postoje i ona koja su usmerena ka proteinskim
delovima (Gao i Showalter., 2000). Produkcija antitela koja specifiéno prepoznaju
region bogat Lys u proteinskim sekvencama LeAGP1 paradajza (Lycopersicon
esculentum) (Gao i Showalter., 2000), AGP17 i AGP19 A. thaliana (Yang i sar., 2011) i
drugih biljaka obezbeduje nacine za proucavanje njihove distribucije u tkivu i ¢elijama,
a na taj nacin i njihove funkcije. Region bogat Lys nije glikozilovan, $to omogucava
kreiranje antitela specificnih za pojedinacni AGP molekul koja mogu reagovati sa
proteinskom osnovom. Ova istrazivanja su pokazala da jedna proteinska osnova moze
biti razli¢ito glikozilovana u pojedinim organima L. esculentum (Gao i Showalter.,

2000).
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Moguénost proucavanja uloga pojedinih AGP gena je znacCajno povecana
koris¢enjem genetickih i molekularno-bioloskih tehnika. Kloniranje pojedinih AGP
gena i njihova funkcionalna karakterizacija, kao i analize mutanata su omogucili da se

odredi funkcija pojedinih AGP gena uglavnom kod A. thaliana, ali i kod drugih biljaka.

19



Tabela 1. Spisak monoklonalnih antitela koji se specificno vezuju za
arabinogalaktanske proteine
Antitelo Antigen Epitop Referenca
Smallwood i sar.
LM2 AGP iz pirinca B-D-GIcA (1994); Yates i sar.
(1996)
JIM4 AGP iz sargarepe | B-D-GlcA-(1,3)-a-D-GalA-(1,2)-a-L-Rha Yates i sar. (1996)
AG iz Secerne
JIMS Nepoznat Pennel i sar (1991)
repe
] Yates i Knox. (1994);
JIM13 AGP iz sargarepe | B-D-GlcA-(1,3)-0-D-GalA-(1,2)-a-L-Rha )
Yates i sar. (1996)
Yates i Knox. (1994);
JIM14 AGP iz Sargarepe Nepoznat )
Yates i sar. (1996)
Yates i Knox. (1994);
JIM15 AGP iz Sargarepe Nepoznat )
Yates i sar. (1996)
) Yates i Knox. (1994);
JIM16 AGP iz sargarepe Nepoznat
Yates i sar. (1996)
) Bradley i sar. (1988);
MAC204 AGP iz graska Nepoznat )
Pennel i sar. (1989)
Bradley i sar.
MAC207 AGP iz graska B -GlcA-(1,3)-0-GalA-(1,2)-Rha (1988);van den Bosch i
sar. (1989)
PCBC3 AGP iz duvana Nepoznat Fergusson i sar. (1999)
Ramnogalakturon
CCRC-M7 I Arabinolizovani  —( 1,6)-Gal Steffan i sar. (1995)
an
PN16.4B4 AG iz duvana Nepoznat Norman i sar. (1986)
Arabinan iz o ] )
LM6 A-(1,5)-L-arabinosil heptasaharid Lee i sar. (2005)
Secerne repe
Ugljenohidratni lanci bogati arabinozom i
LM14 AGP iz Sargarepe Moller i sar. (2008)
galaktozom
AGP iz semena Kreuger i van Holst,
ZUM15 nepoznat
Sargarepe 1995
AGP iz semena Kreuger i van Holst,
ZUM18 nepoznat
Sargarepe 1995
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1.3.3. Bioloske uloge AGP

Arabinogalaktanski proteini su ukljueni u mnoge fizioloske procese rastenja i
razviéa biljaka, ukljuc¢ujuci vegetativno i reproduktivno razvice i éelijsko rastenje (Slika
2). AGP imaju ulogu u ¢elijskoj deobi, rastenju ¢elija (Serpe i Nothangel, 1994; Ding i
Zhu, 1997; Yang i sar., 2007; Ben Amar i sar., 2010; Capataz-Tafur i sar., 2011) i
programiranoj Celijskoj smrti (Gao i Showalter, 1999; Chaves i sar, 2002). Postoje
dokazi da AGP ucestvuju u izduzivanju polenove cevi (Lee i sar., 2008), rastenju i
razviéu korenova (van Hengel i Roberts, 2003) i diferencijaciji ksilema (Motose i sar.,
2004). AGP imaju ulogu u odgovoru biljaka na bioticki stres, kao Sto je infekcija
biljnog tkiva sa Agrobacterium tumefaciens (Gaspar i sar., 2004) i Fusarium oxyporium
(Xie 1 sar., 2011), i abioti¢ki stres, kao $to su mehani¢ka povreda biljaka (Guan i
Nothangel, 2004; Fragkostefanakis i sar., 2012), povisena koncentracija soli (Lamport i
sar., 2006) i hipoksija (Fragkostefanakis i sar., 2012). AGP ucestvuju u kontroli procesa
zigotske embriogeneze (Hu 1 sar., 2006; Yu i Zhao, 2012), gametogeneze (Demesa-
Arevalo 1 Vielle-Calzada, 2013; Acosta-Garcia 1 Vielle-Calzada 2004; Coimbra 1 sar.,
2009) i1 androgeneze (Tang i sar., 2006; Borderies i sar., 2004). U velikom broju
istrazivanja pokazana je uloga AGP u regulaciji SE, tako $to su AGP koji su izolovani iz
kondicionirane hranljive podloge na kojoj su gajene embriogene kulture dodavani ne-
embriogenim kulturama, $to je stimulisalo SE u ¢elijskim kulturama D. carota i smrce
(Picea abies) i ukazalo na esencijalnu ulogu specifi¢nog seta AGP u SE (Kreuger i van
Holst, 1993; Egertsdotter i Van Arnold, 1995). Smatra se da se embriogeni potencijal
somatskih ¢elija u kulturi povecava u prisustvu AGP koji sadrze N-vezane glikane (van
Hengel i sar., 2001; van Hengel i sar., 2002). Delovanjem hitinaza na AGP molekule
koji sadrze N-acetilglukozamin (GIcNAc), monomer hitina, u svojim glikanskim
lancima dolazi do oslobadanja oligosaharida koji se ponasaju kao signalni molekuli koji
stimuliSu SE (van Hengel i sar, 2001). Nasuprot tome, Poon i saradnici (2012) su
demonstrirali da je proteinski deo GhPLA1 molekula odgovoran za stimulisanje SE kod
G. hirsutum, tako Sto su iz AGP frakcije koja se nalazi u hranljivoj podlozi na kojoj je
gajen embriogeni kalus G. hirsutum, izolovali ekstracelularni AGP protein GhPLA1
koji je nakon dearabinozilacije i kompletne deglikozilacije i dalje zadrzavao svoju

funkciju. Na ovaj nacin je identifikovan pojedinacni AGP koji je ukljuc¢en u regulaciju
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SE, ali mehanizmi pomocu kojih se ostvaruje ova regulacija jo§ uvek nisu otkriveni
(Poon i sar., 2012). AGP imaju vaznu ulogu komunikaciji izmedu ¢elija i interakcijama
sa komponentama ECM tokom rastenja i razvica biljaka (Shultz i sar., 1998; Shi i sar.,
2003; Sardar i sar., 2006).

I pored svih saznanja o bioloSkim ulogama AGP, precizan nacin delovanja AGP
molekula je 1 dalje nepoznat. Najverovatnije je da svi delovi molekula AGP (proteinski
deo, ugljeno-hidratna komponenta i GPI-sidro) imaju odredene uloge u ostvarivanju
bioloskih uloga AGP (Ellis i sar., 2010). Na osnovu amfipati¢ne prirode ovih molekula
moze se pretpostaviti njihova uloga medijatora izmedu celijskog zida, celijske

membrane i citoplazme (Seifert i Roberts, 2007).

embriogeneza

| Adaptacija na |
sires izazvan
solima

Slika 2. Shematski prikaz razlicitih bioloskih uloga AGP i FLA. Crnim strelicama

oznacene su bioloske uloge AGP; crvenim strelicama oznacene su bioloske uloge FLA
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1.3.4. Bioloske uloge FLA

Poslednjih godina su postignuti znacajni rezultati u otkrivanju uloga FLA u
rastenju i razviéu biljaka i adaptaciji na faktore spoljasnje sredine, iako su mehanizmi
delovanja ovih proteina nedovoljno rasvetljeni (Slika 2). Geni koji kodiraju FLA su
¢lanovi multigenskih familija kod biljaka. Veliki broj FLA gena u genomima biljaka i
njihova strukturna razlic¢itost mogli bi ukazivati na njihove razli¢ite uloge tokom razvica
i adaptacije biljaka. Ekspresija F'L4 gena je razvojno regulisana i takode je regulisana
stresom (Faik i sar., 2006; Johnson i sar., 2003). Na primer, FLA geni eukaliptusa
(Eucalyptus nitens) (EniFLAI-3) 1 A. thaliana (AtFLA11 i AtFLA12) se eksprimiraju u
velikoj meri u izdancima (MacMillan i sar., 2010), dok su neki FLA specifi¢no
eksprimirani u polenovim zrnima i cevima A. thaliana (Li i sar., 2010b), ksilemu Z.
elegans (Dahiya i sar., 2006), tenzionom drvetu P. tremula x P. alba (Lafarguette i sar.,
2004) i trihomama semena G. hirsutum (Huang i sar., 2008; 2013). Jun i Xiaoming
(2012) su ispitali diferencijalnu ekspresiju FLA u razli¢itim organima i tkivima B. rapa i
utvrdili da je ekspresija nekih FLA4 detektovana samo u cvetovima, a ekspresija drugih
FLA u izdancima i korenu. Gen AtFLA3 koji se specificno eksprimira u polenovim
zrnima i cevima A. thaliana, ima ulogu u razvoju mikrospora i depoziciji celuloze u
okviru intine polenovih zrna (Li i saradnici, 2010b).

S obzirom na to da sadrze domene koji ucestvuju u protein-protein interakcijama
(FAS domen) i domene koji uestvuju u interakcijama izmedu proteina i ugljenih
hidrata (AGP domen, odnosno arabinogalaktanski lanci), FLA kod biljaka mogu imati
ulogu u komunikaciji i adheziji ¢elija (Jun 1 Xiaoming, 2012). Najve¢i broj podataka i
potvrda o ulogama FLA kod biljaka dostupan je iz proucavanja na mutantima A.
thaliana. FLA1 i FLA4 A. thaliana su primeri FLA sa dva FAS i dva AGP domena.
FLA4/SOS5 sa dva FAS domena ima ulogu u odrZavanju odgovarajué¢e ekspanzije
¢elija u uslovima povisene koncentracije soli. Znac¢aj FAS domena za funkciju FLA
proteina je pokazan pomocu salt overly sensitive 5 (sos5) mutanta A. thaliana koji ima
taCkastu mutaciju u drugom FAS domenu AtFLA4, usled cega ¢Celije u vr$nim delovima
korenova imaju tanje ¢elijske zidove i odlikuju se poveéanom osetljivoscu na povisenu
koncentraciju soli (Shi i sar., 2003). Analize flal mutanta A. thaliana koji pokazuje

defekte u regeneraciji izdanaka ukazale su na ulogu AtFLAI gena u sticanju
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kompetencije za razvi¢e bo¢nih korenova i pupoljaka u kulturi in vitro (Johnson i sar.,
2011). Analizama flall/flal2 mutanta A. thaliana utvrdene su uloge AtFLAII i
AtFLAI2 gena, koji sadrze jedan FAS i dva AGP domena, u odrzavanju cvrstine i
elasti¢nosti izdanaka tako $to utiCu na integritet celijskog zida, jer su takode ukljuceni u
depoziciju celuloze i formiranje sekundarnog celijskog zida (MacMillan i sar., 2010).
Osim identifikovanja uloge 5 ¢lanova FLA familije A. thaliana (AtFLAI, AtFLA3,
AtFLA4, AtFLAII 1 AtFLA12), opisana je i funkcija FLA kod G. hirsutum, GhAGP4 (Li
i sar., 2010a) i GhFLAI (Huang i sar., 2013) u inicijaciji i izduzivanju trihoma koje

prekrivaju seme pamuka, a predstavljaju izrastaje epidermalnih celija ovula.

1.4.Oksidativni stres kod biljaka

Biljke su na svojim staniStima Cesto izloZene abiotiCkom stresu, kao §to su na
primer susa, povecana koncentracija soli, herbicidi, teski metali, visoka ili niska
temperatura i jonizujuce zracenje, i biotickom stresu, na primer napadima patogena. Ovi
stresni uslovi imaju razliCite efekte na rastenje i razvice biljaka tako §to indukuju mnoge
metabolicke promene, medu kojima je i povecana produkcija reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (ROS). NaruSavanjem ravnoteze izmedu procesa produkcije ROS i aktivnosti
antioksidativnog sistema biljaka pod dejstvom stresnih faktora dolazi do nagomilavanja
ROS u ¢elijama i pojave oksidativnog stresa (Gill i Tuteja, 2010). ROS nastaju u
biljnim ¢elijama tokom odvijanja normalnog celijskog metabolizma. Glavna mesta
nastanka ROS su organele sa elektron-transportnim lancima — hloroplasti i mitohondrije
— ali ROS se produkuju i u ¢elijskoj membrani, peroksizomima, endoplazmati¢nom
retikulumu 1 apoplastu (Sharma i sar., 2012). Terminalni akceptor elektrona u procesu
oksidativne fosforilacije je molekulski kiseonik. Nepotpunom redukcijom kiseonika,
pomocu jednog, dva ili tri elektrona, dolazi do formiranja razli¢itih ROS, kao §to su
slobodni radikali (superoksidni anjon radikal, O," , hidroksil radikal, OH", perhidroksil
radikal, HO,") 1 molekuli (vodonik-peroksid, H,O,, singlet kiseonik, 10, i ozon, 03).
Superoksid anjon radikal nastaje putem Mehler-ove reakcije i moze se metabolisati do
vodonik-peroksida (H,O,) aktivno$¢u superoksid dismutaze (SOD), a zatim se O, i
H,0, mogu konvertovati putem Haber-Veis-ove ili Fenton-ove reakcije do veoma

toksi¢nih hidroksil radikala (Slika 3).
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radikal

a - tekoferol

Slika 3. Najvazniji antioksidativni mehanizmi biljaka, u kojima centralno mesto
zauzima ciklus askorbat-glutation. Enzimske i neenzimske antioksidativne komponente
su prikazane crvenom i zelenom bojom, a ROS 1 procesi koji generiSu ROS su oznaceni
zutom 1 ruzicastom bojom. GSH — redukovani glutation; GSSG — oksidovani glutation;
GR — glutation reduktaza; GPX — glutation peroksidaza; Asc — askorbat; MDAsc —
monodehidroaskorbat; DAsc — dehidroaskorbat; MDHAR - monodehidroaskorbat
reduktaza; DHAR - dehidroaskorbat reduktaza; APX — askorbat peroksidaza; CAT —
katalaza; SOD — superoksid dismutaza; O, — molekularni kiseonik (triplet); 'O, — singlet
kiseonik; H,0, — vodonik-peroksid; O," ~— superoksid radikal; OH" — hidroksil radikal;
OH - hidroksil jon; O,H" — perhidroksil radikal; O3 — ozon (modifikovano prema

Simonovi¢, 2011).

U normalnim, fizioloskim uslovima, ne dolazi do nagomilavanja ROS u
toksicnim koncentracijama u biljnim ¢elijama zahvaljujuci delovanju antioksidativnog
sistema koji ih efikasno razgraduje. Tokom delovanja faktora koji izazivaju stres dolazi
do prekomerne produkcije ROS u ¢elijama koja dovodi do promena redoks sistema
celije 1 utiCe na glavne metabolicke puteve tako §to izaziva promene u aktivnosti

enzima, peroksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina u membranskim lipidima, oste¢enja
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u strukturi DNK 1 drugih biomolekula (Cassells i Curry, 2001). Medutim, osim Stetnog
efekta koji mogu izazvati u visokim, toksi¢énim koncentracijama, ROS predstavljaju i
signalne molekule. U odnosu na ostale ROS, H,O, je najstabilniji, a osim toga je i
neutralan molekul ¢iji se transport kroz membrane odvija kroz akvaporine, zajedno sa
vodom (Slesak i sar., 2007). HO, ima ulogu signalnog molekula koji ima moguénost
indukcije ekspresije gena koji reguliSu rastenje i razvice biljaka, adaptaciju na stresne
uslove i programiranu ¢elijsku smrt (Neill i sar., 2002; Apel 1 Hirt, 2004). Stresni faktori
uticu na povecanje i intracelularne i ekstracelularne koncentracije H>O,. Smatra se da su
ekstracelularne POX, aminooksidaze i NADPH-oksidaze, enzimi koji doprinose
nastanku H,O; u apoplastu (Neill i sar., 2002). Uloga H,O, i drugih ROS u ECM je u
odbrambenom odgovoru biljaka i u regulaciji rastenja ¢elijskog zida, na primer u
regulaciji sinteze komponenti ¢elijskog zida (Passardi i sar., 2004; Cosio i Dunand,
2009).

Biljke poseduju antioksidativne odbrambene sisteme koji omogucavaju zastitu
¢elija od oksidativnih oSte¢enja u stresnim uslovima. Koli¢ina ROS u ¢elijama je
kontrolisana od strane razli¢itih enzimskih i neenzimskih antioksidativnih odbrambenih
sistema (Slika 3). Enzimski antioksidativni odbrambeni sistem ukljucuje katalaze
(CAT), SOD, POX, askorbat peroksidaze (APX), dehidroaskorbat reduktazu (DHAR),
monodehidroaskorbat reduktazu (MDHAR) i glutation reduktazu (GR). Neenzimski
antioksidativni odbrambeni sistem ukljucuje askorbat, glutation, karotenoide, fenolna

jedinjenja, prolin, glicin-betain, Secere i poliamine (Gill i Tuteja, 2010).
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1.4.1. Antioksidativni enzimi biljaka

1.4.1.1. Superoksid dismutaze

Superoksid dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) predstavljaju prvu liniju odbrane
¢elije od efekata ROS (Alcher i sar., 2002) i katalizuju reakciju dismutacije superoksid
radikala do vodonik-peroksida i molekulskog kiseonika

20,7 + 2H — H,O, + O,

SOD pripadaju grupi metaloenzima, a klasifikacija SOD izoformi je izvrSena
upravo na osnovu prisustva metalnog kofaktora: gvozda, bakar-cinka, mangana i nikla.
Dve filogenetski nepovezane SOD familije, Cu/Zn-SOD sa jedne i strukturno sli¢ne Fe-
SOD i Mn-SOD sa druge strane eliminiSu superoksidne radikale u razli¢itim delovima
¢elije (Asensio i sar., 2011). Kambijalisticke SOD su pronadene u grupi Fe/Mn-SOD i
gvozde. Usled negativnog naelektrisanja superoksidni radikal ne moze prolaziti kroz
¢elijske membrane, tako da O, produkovan u organelama mora biti uklonjen pomocu
SOD koje su lokalizovane u tim organelama. U hloroplastima se nalaze hloroplastna
Cu/Zn-SOD 1/ili Fe-SOD izoforma, dok se u mitohondrijama i peroksizomima nalazi
Mn-SOD izoforma. U citoplazmi se nalazi citoplazmati¢na Cu/Zn-SOD izoforma i u
¢elijskom zidu apoplasticna Cu/Zn-SOD izoforma (Alcher i sar., 2002).

Aktivnost razlic¢itih izoformi SOD je regulisana razvojnim stimulusima, ali i
sredinskim faktorima. Hloroplastne izoforme SOD su naj¢es¢e SOD u zelenim
listovima, dok su u klijancima i etioliranim biljkama preovladujuée citoplazmati¢ne i
mitohondrijalne izoforme (Bowler i sar., 1994). Razli¢ite izoforme SOD imaju i
razli¢itu osetljivost na inhibitore. FeSOD izoformu inhibira vodonik-peroksid, dok je
otporna na cijanide. MnSOD izoforma ne moze biti inhibirana vodonik-peroksidom i

cijanidom, dok je Cu/ZnSOD osetljiva i na cijanide i vodonik-peroksid.
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1.4.1.2. Katalaze

Katalaze (CAT, EC 1.11.1.6) su uglavnom lokalizovane u peroksizomima skoro
svih aerobnih ¢elija i katalizuju razgradivanje vodonik-peroksida do vode i kiseonika,
(Mhamdi i sar., 2010):

2H,0, — 2H,0 + O,

Osim u peroksizomima, CAT su prisutne i u glioksizomima, mitohondrijama,
hloroplastima i u citosolu, gde nije utvrdeno prisustvo znacajne CAT aktivnosti
(Mhamdi i sar., 2010). Katalaze predstavljaju enzime vrlo velike aktivnosti i uklanjaju
velike kolicine H,0,, tako da jedan molekul CAT moZe redukovati Sest miliona
molekula H,O, do vode i kiseonika u minuti (Gill i Tuteja, 2010). Katalaze su
tetramerni enzimi koji sadrze hem kao prosteticku grupu. Do sada su kod
skrivenosemenica izolovana 3 gena (CAT1, CAT2 i CAT3) koji kodiraju do 12 izoformi
katalaza, ¢iji broj varira kod razli¢itih vrsta biljaka (Mhamdi i sar., 2010).

1.4.1.3. Peroksidaze

Peroksidaze (POX, EC 1.11.1.7.) su glikoproteini c¢ija je osnovna uloga
redukcija H;O, pomocu razli¢itih supstrata, pri ¢emu nastaje voda. Predstavljaju
superfamiliju enzima koja je podeljena u tri klase na osnovu razlika u primarnoj
strukturi, funkciji, supstratnoj specifi¢nosti i mehanizmima reakcije (Cosio i Dunand,
2009). Klasa I obuhvata intracelularne askorbat peroksidaze, bakterijske citohrom-c
peroksidaze i katalaze-peroksidaze, dok klasu II ¢ine isklju¢ivo ekstracelularne
peroksidaze gljiva. Klasu III ¢ine ekstracelularne peroksidaze (tzv. gvajakol
peroksidaze), koje se nalaze u celijskom zidu ili su transportovane iz ¢elija u okolni
medijum i vakuolu i ¢ija se aktivnost uglavnom i prati tokom razvojnih procesa.

Geni koji kodiraju ekstracelularne peroksidaze klase III pripadaju multigenskim
familijama. Peroksidaze klase III su prisutne u velikom broju izoformi. Enzimi ove
grupe imaju ulogu u razli¢itim fizioloskim procesima, kao §to su lignifikacija,
suberinizacija, katabolizam auksina, rastenje ¢elija, zaceljivanje povreda i odbrambeni

mehanizmi tokom infekcije patogenima (Hiraga i1 sar., 2001). Osnovna uloga
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peroksidaza je uklanjanje H,O, u klasicnom peroksidativnom ciklusu, $to podrazumeva
redukciju H,O, pomocu fenola, ligninskih prekursora, i raznih sekundarnih metabolita
(Hiraga i sar., 2001). Osim toga, POX klase III su ukljucene i u proces nastanka H,O, i
drugih ROS (Passardi i sar., 2004), ucestvovanjem u hidroksilnom ciklusu gde dolazi do
produkcije hidroksil radikala, kao i u oksidativnom ciklusu kada dolazi do produkcije
H,0, pri oksidaciji NAD(P)H (Liszkay i sar., 2003). Tokom rastenja i diferenciranja
¢elijskog zida POX klase III imaju znacajnu ulogu, koju ostvaruju tako Sto katalizuju
obrazovanje veza izmedu fenolnih derivata ¢cime doprinose umrezavanju celijskog zida.
Regulacijom produkcije hidroksil radikala, koji ucestvuju u razgradnji polisaharida
¢elijskog zida, POX klase III ostvaruju ulogu i u razmeksavanju i rastezanju celijskog

zida na tokom procesa rastenja celija (Liszkay i sar., 2003; Passardi i sar., 2004).

1.4.2. Oksidativni stres kod biljaka tokom morfogeneze in vitro

Uslovi kulture in vitro predstavljaju kompleksnu kombinaciju stresnih faktora
koji deluju na biljne ¢elije (Zavattieri i sar., 2010). ROS se generiSu usled povreda
biljnih tkiva prilikom izolovanja eksplantata, kao i usled delovanja faktora koji izazivaju
stres tokom gajenja eksplantata u kulturi, kao Sto su na primer, dejstvo egzogenih
regulatora rastenja i niskih ili visokih koncentracija soli u hranljivoj podlozi i promene u
fizickom okruZenju biljaka (na primer svetlosti razli¢itih kvaliteta i inteziteta ili sastava
atmosfere u posudama za gajenje). Biljne éelije reaguju na fizi€ku povredu do koje
dolazi prilikom izolovanja eksplantata radi uvodenja u kulturu in vitro, kao i prilikom
svake subkulture, iniciranjem oksidativnog stresa (Yahraus i sar., 1995). Neke
komponente hranljivih podloga, kao §to su FEEDTA i joni metala stimuliSu produkciju
slobodnih radikala i peroksidaciju lipida (Somleva i sar., 2000). Proucavanja
peroksidacije lipida u kulturi tkiva su pokazala da aldehidni produkti peroksidacije
lipida inhibiraju deobu cdelija i formiranje somatskih embriona u suspenziji celija
Sargarepe (Adams i sar., 1999). Osim toga regulatori rastenja mogu izazvati stres,
posebno povisene koncentracije i dugotrajna primena 2,4-D i sintetickih citokinina (Ziv,
1991). Delovanjem stresnih faktora u kulturi in vitro, dolazi do nagomilavanja ROS u
visokim koncentracijama koje izazazivaju oStecenja DNK, proteina, lipida i membrana.

Smatra se da oStec¢enja ovih molekula izazvana oksidativnim stresom u kulturi in vitro

29



znacajno doprinose fizioloskoj, epigenetickoj i genetickoj varijabilnosti biljaka gajenih
in vitro (Cassels and Curry, 2001). Promene koje se na genetickom nivou javljaju u
kulturi tkiva obuhvataju mutacije DNK (tackaste mutacije, hromozomske aberacije,
hromozomske rearanZzmane i slicno). Ove promene, zajedno sa epigenetskim
promenama, mogu dovesti do gubitka regenerativnog potencijala (Lambe i sar., 1997) i
somaklonalnog variranja (Jain i sar., 1998) Naj¢es¢i morfoloski poremecaj koji se javlja
u kulturi in vitro usled oksidativnog stresa izazvanog nagomilavanjem etilena je
hiperhidri¢nost, za koju je izmedu ostalih simptoma, karakteristican staklast izgled
biljke (Tian i sar., 2014).

Smatra se da stresni uslovi imaju znacajan efekat u indukciji SE (Zavattieri i
sar., 2010; Karami i Saidi, 2010; Feher, 2015). Stresni faktori koji mogu indukovati
formiranje somatskih embriona su brojni i ukljuc¢uju osmotski stres, teske metale, visoke
ili niske temperature, hipoksiju, mehanicke povrede i druge faktore (Zavattieri i sar.,
2010). U odgovoru celija na ove stresne faktore dolazi do epigenetskih promena,
odnosno do promena u metilaciji DNK, modifikaciji histona i remodeliranju hromatina
kojima je omoguceno da dode do reprogramiranja ekspresije gena i indukcije novog
embriogenog razvojnog programa (Zavattieri i sar., 2010; Karami i Saidi, 2010; Feher,
2015).

Regeneracija biljaka in vifro je kompleksan fenomen u cCijem izuCavanju je
potrebno primeniti multidisciplinarni pristup. Istrazivanja na biohemijskom nivou mogu
doprineti otkrivanju uloge ROS i antioksidativnih enzima u procesu regeneracije
biljaka. Akumulacija ROS moze uticati na morfogenetski odgovor eksplantata gajenih u
uslovima in vitro (Benson, 2000). Moguca veza izmedu oksidativnog stresa i
regeneracije biljaka u kulturi tkiva mogao bi biti H,O, (Libik i sar., 2005). Ovi autori su
ustanovili da su se rizogeni i embriogeni kalus razlikovali u koli¢ini H,O,, na osnovu
Cega predlazu mogucu ulogu H,O; u indukciji razli¢itih morfogenetskih puteva.
Prac¢enjem endogenih koncentracija H>O; u kalusu tokom morfogeneze in vitro utvrdena
je korelacija izmedu povisenih nivoa H,O; i indukcije SE kod Lycium barbarum
(Kairong i sar., 1999) i banane (Musa AAA cv, Yueyoukang 1) (Ma i sar., 2012), kao i
indukcije organogeneze izdanaka kod jagode (Tian i sar., 2003). Povecana koncentracija
H,0, u apoplastu je bila od kljuénog znacaja za odvijanje ¢elijskih deoba u kulturi

protoplasta duvana (Nicotiana tabacum) (de Marco and Roubelakis-Angelakis, 1996).
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Dodavanjem H,O, u hranljivu podlogu stimulisana je SE kod L. barbarum (Kairong i

sar., 1999) i organogeneza u kalusu jagode (Tian i sar., 2003).

1.5. Opste karakteristike ki¢ice (Centaurium erythraea Rafn.)

Vrste roda Centaurium pripadaju familiji Gentianaceae (familiji lincura), redu
Gentianales. Pripadnici ove familije su jednogodiSnje ili viSegodiSnje, ve¢inom zeljaste
biljke, rede poluzbunaste ili Zbunaste. Familija Gentianaceae obuhvata veliki broj vrsta
sa interesantnim fitohemijskim osobinama, koje su u $irokoj upotrebi u tradicionalnoj
medicini. Za vrste koje pripadaju ovoj familiji karakteristi¢no je prisustvo iridoidnih
glukozida (uglavnom sekoiridoidnih glukozida), ksantona, mangiferina 1 C-
glukoflavona (Jensen i Schripsema, 2002).

Naziv roda Centaurim potice od gréke re¢i kentayrion=kentaur, jer se otkrice
lekovitosti biljke pripisivalo kentauru Hironu iz gr¢ke mitologije. Po drugom
objasnjenju, naziv poti¢e od latinskih reci: centum=stotina i aureum=zlatnik, zbog
velike lekovite vrednosti (Jovanovi¢-Dunji¢, 1973). U okviru ovog roda nalazi se oko
20 vrsta (Mansion, 2004). U flori Srbije su zastupljene 4 vrste: C. erythraea, C.
uliginosum, C. tenuiflorum 1 C. pulchellum (Jovanovié¢-Dunji¢, 1973). Vrste roda

Centaurium su bogat izvor sekoiridoidnih glukozida i ksantona (Van der Sluis, 1985;

Jensen i Schripsema, 2002; Jankovi¢ i sar., 2002).

Slika 4. Centaurium erythraea Rafn. na prirodnom stanistu: a) izgled biljke; b) izgled cvasti

(http://www.aphotoflora.com/d centaurium_erythraca_common_centaury.html)
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Kicica (Centaurium erythraea Rafn.; sinonimi C. umbellatum ili C. minus) je
jednogodisnja ili dvogodiSnja zeljasta biljka, visoka 10-50 cm (Slika 4a). Stablo kicice
je uspravno, ¢etvorougaono, u gornjem delu granato. Listovi na stablu su naspramno
rasporedeni, sedeci, duguljasto jajasti do lancetasto elipti¢ni, dok su prizemni listovi
jajasto elipticnog oblika organizovani u rozetu. Cvetovi su u raévastoj, Stitasto-
grozdastoj cvasti (Slika 4b), koja je ravna po gornjoj povrSini, jer su cvetovi uvek na
istoj visini. Plod je usko cilindri¢na caura, 7 - 8 mm duga, poludvooka. Seme je sitno, sa
mrezasto-ziliastom opnom. Rasprostranjena je u skoro Citavoj Evropi (osim severa), na
Kavkazu, u Persiji i severnoj Africi, dok je u severnoj Americi alohtona vrsta. Kicica se
moze na¢i na Sumskim stanistima, svetlim Sikarama, po ivicama puteva i njiva, na golim
padinama, na nadmorskoj visini do 1400 m. Zivi na kre¢nim, suvim zemljiitima, ali i na
ilovastim, pe$¢anim i mocvarnim.

Kicica je biljka Sirokog lekovitog spektra delovanja i zabeleZzena je u mnogim
farmakopejama (European Pharmacopoeia, 2010). Nadzemni delovi kicice predstavljaju
biljnu drogu ,,Centaurii herba‘“ i koriste za pripremu gorkih tonika, cajeva i tinktura kao
tradicionalnih lekova u lecenju bolesti gastrointestinalnog trakta (Skrzypczak i sar.,
1993). Osim toga, koristi se kao lek za jacanje organizma, za stimulisanje apetita i
lu¢enja Zeludacnih i crevnih sokova, protiv malokrvnosti, protiv upala i poviSene
temperature. Lekovita svojstva kicice se pripisuju prisustvu farmakoloski aktivnih
supstanci, kao S§to su gorki sekoiridoidni glukozidi genciopikrin, svercijamarin i
sverozid (Van der Sluis, 1983). Ovi sekundarni metaboliti imaju antifungalno,
antibakterijsko i1 hepatoprotektivno dejstvo (Kumarasamy i sar., 2003). Kicica sadrzi i
druge sekundarne metabolite, kao §to su ksantoni, eustomin i dimetileustomin (Van der
Sluis, 1985; Valentao i sar., 2002).

Pored toga Sto ima S§irok areal rasprostranjenja, kic¢ica danas predstavlja

ugrozenu vrstu na svojim stanistima usled nekontrolisane eksploatacije.
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1.5.1. Regeneracija kicice in vitro

Prvi podaci iz literature o regeneraciji vrste C. erythraea u kulturi in vitro
datiraju iz 1983. godine, kada su Cellarova i saradnici (1983) postigli indukciju
kalusogeneze na LS (Linsmaier i Skoog, 1965) hranljivoj podlozi obogaéenoj auksinima
(NAA i 2,4 D). Takode su indukovali organogenezu pupoljaka iz eksplantata listova,
koje su izolovali sa biljaka razliCite starosti, i gajili na LS hranljivoj podlozi koja je
sadrzala BAP u razli¢itim koncentracijama. Kao pocetni eksplantati za indukciju
morfogeneze na pocetku istraZivanja procesa regeneracije kicice in vitro kori¢eni su
segmenti listova, a takode je ispitivan uticaj hranljive podloge i regulatora rastenja.
Organogeneza iz odsecaka listova kicice indukovana je na LS ili MS (Murashige i
Skoog, 1962) hranljivim podlogama koje su bile obogaéene uglavnom kombinacijom
citokinina i auksina. BareSova i saradnici (1985) su indukovali organogenezu pupoljaka
i korenova u prisustvu IAA i KIN na MS hranljivoj podlozi iz odsecaka listova kicice
(Slika 5), dok su Laureova i saradnici (1986) indukciju organogeneze postigli na LS
hranljivoj podlozi u koju su dodati 2,4 D ili BAP. Osim listova, Piatzak i Wysokinska
(2003) su ispitivale i morfogenetski potencijal drugih eksplantata kicice (hipokotila,
kotiledona i korenova) na MS hranljivoj podlozi obogacenoj sa IAA i BAP. U ovim
istrazivanjima koren i list kiCice su pokazali veliku sposobnost regeneracije pupoljaka.
U kulturi korenova kicice direktna regeneracija pupoljaka je postignuta na 2MS
hranljivoj podlozi (Suboti¢ i sar., 2003/4). Visok morfogenetski odgovor dobijen je u
kulturi korenova na ¢vrstoj /2MS hranljivoj podlozi u koju su dodati razli¢iti auksini
IAA, IBA, NAA, 2,4-D i 2,3,5-trijodbenzoeva kiselina u razli¢itim koncentracijama, na
svetlosti i u mraku (Suboti¢ i sar., 2006). Takode je ispitivan uticaj razliitih citokinina
(KIN; BAP; N° -2-izopentenil adenin ; TDZ; CPPU; zeatin ) na indukciju morfogeneze u
kulturi korenova kicice (Suboti¢ i sar., 2009a). Prvi put je ispitan efekat sintetickih
citokinina, derivata feniluree (TDZ i CPPU), na proces regeneracije kod kicice i
utvrdeno je da su ovi citokinini bili efikasniji u indukciji adventivnih pupoljaka u
odnosu na adeninske citokinine.

Proces SE kod vrste C. erythraea je prvi put indukovan u suspenziji ¢elija na LS
hranljivoj podlozi obogaéenoj sa TAA i1 KIN, dok kombinacija 2,4-D i KIN nije bila

pogodna za indukciju ovog procesa (BareSova i Kaminek, 1984). Giberelna kiselina
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(GA3) ima inhibitorni efekat na proces SE u kulturi korenova kicice (Suboti¢ i sar.,
2009c¢). Histoloska istrazivanja su pokazala da se proces organogeneze pupoljaka moze
odvijati paralelno sa procesom SE u kulturi korenova C. erythraea (Suboti¢ i Grubisic,
2007). U kulturi korenova kicice in vitro se javlja spontana regeneracija putem
organogeneze i SE, na ¢vrstoj 2MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja (Suboti€ i
sar., 2003/4; Suboti¢ i sar., 2006; Suboti¢ i Grubisi¢, 2007; Suboti¢ i sar., 2009b).
Regeneracija biljaka ki¢ice u kulturi in vitro postignuta je i putem mikropropagacije,
odnosno razmnozavanjem apikalnih i aksilarnih pupoljaka koji su potom oziljavani
(Baresova 1988; Vagnerova 1992; Piatzak i Wysokinska, 2003).

Osim visoke regenerativne sposobnosti ispoljene u uslovima in vitro, i druge
odlike ove vrste doprinose tome da je kicica pogodna za proucavanja u kulturi in vitro.
Ceo ciklus razvi¢a, od semena do semena, kod ove vrsteje moguce ostvariti u kulturi in
vitro, §to je omogucilo interspecijsku hibridizaciju sa jos tri vrste ovog roda i dobijanje
interspecijskih hibrida u kulturi (Banjanac i sar., 2014). Takode su opisane i uspesne
genetiCke transformacije ove vrste pomocu A. rhizogenes (Suboti¢ 1 sar., 2003/4;
Piatzak i sar., 2006) i 4. tumefaciens (Trifunovi¢ i sar., 2013). Produkcija sekundarnih
metabolita kiCice,sekoiridoida i ksantona, u kulturi in vitro je pracena u celijskim
suspenzijama (Meravy, 1987; Beerhues 1 Berger, 1994), u regenerisanim biljkama
gajenim u te¢noj kulturi (Piatzak i sar., 2005a; b) 1 u kulturi korenova (Suboti¢ i sar.,
2006). Povecana produkcija sekundarnih metabolita je detektovana u kulturi
transformisanih korenova kicice u odnosu na netransformisane korenove (Jankovi¢ i
sar., 2002; Piatzak i sar., 2006; Suboti¢ i sar., 2009b).

Navedena istrazivanja u kulturi in vitro (Slika 5) su ukazala na to da se kicica
odlikuje izuzetno visokim kapacitetom za regeneraciju. Regeneraciju celih biljaka kicice
je mogucée posti¢i razli¢itim morfogenetskim procesima, Sto, isto kao i uspesni protokoli
za razli¢ite in vitro 1 genetiCke manipulacije (Slika 5), ukazuje na to da je kicica
pogodna za laboratorijska proucavanja i moze posluziti kao model-sistem u razvojnoj
fiziologiji, za istrazivanje molekularnih mehanizama procesa morfogeneze in vitro,

posebno procesa sticanja embriogenog potencijala.
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Slika 5. Prikaz dosadasnjih istrazivanja procesa in vitro regeneracije i genetickih
manipulacija vrste C. erythraea. Brojevima su oznacene odgovarajuée reference. 1 -
BareSova i sar., 1985; 2 - Meravy, 1987; 3 — BareSova, 1988; 4 — Vagnerova, 1992; 5 —
Beerhues i Berger, 1994; 6 — Jankovi¢ i sar., 2002; 7 — Suboti¢ i sar., 2003/4; 8 —
Piatczak 1 Wysokinska, 2003; 9 — Piatczak i sar., 2005a; 10 — Piatczak i sar., 2005b; 11
— Suboti¢ i sar., 2006; 12 — Piatczak i sar., 2006; 13 — Suboti¢ i Grubisi¢, 2007; 14 —
Suboti¢ 1 sar., 2009b; 15 — Suboti¢ 1 sar., 2009a; 16 — Trifunovi¢ 1 sar., 2013; 17 —
Banjanac i sar., 2014; 18 - BareSova i Kaminek, 1984.
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2. CILJRADA

Osnovni zadatak ove doktorske disertacije je proucavanje pojedinih
biohemijskih i molekularnih aspekata in vitro morfogeneze kiCice (Centaurium
erythraea Rafn.) u cilju rasvetljavanja razvojne plasti¢nosti ove biljne vrste koja se
ispoljava u uslovima in vitro kulture. Radi realizacije ovog istrazivackog zadatka,

definisani su sledeci ciljevi:

1. Ispitivanje optimalnih uslova za indukciju procesa in vitro morfogeneze iz
odsecaka listova kicice, u cilju komparativne analize ovih razvojnih procesa na
biohemijskom i molekularnom nivou.

2. Utvrdivanje uloge i znacaja antioksidativnih enzima tokom procesa in vitro
morfogeneze kiCice na osnovu odredivanja aktivnosti i profila izoformi
antioksidativnih enzima, superoksid dismutaza, katalaza i peroksidaza.

3. Ispitivanje uloge arabinogalaktanskih proteina u procesu morfogeneze in vitro
kod kicice.

4. Identifikacija AGP gena u rekonstruisanom transkriptomu i sekvenciranje ovih
gena.

5. Analiza ekspresije AGP gena kiCice tokom procesa morfogeneze in vitro radi

utvrdivanja njihove uloge u razli¢itim morfogenetskim procesima.
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3. MATERIJALIMETODE

3.1. Biljni materijal

Kao pocetni materijal za eksperimente koriS¢ena su komercijalna semena

Centaurim erythraea Rafn. (Jelitto Staudensamen GmbH, Schwarmstedt, Germany).

3.2. Uspostavljanje in vitro kulture klijanaca C. erythraea Rafn.

Isklijavanjem semena kiCice uspostavljene su in vitro kulture. Semena su
povrsinski sterilisana u asepticnim uslovima, rastvorom komercijalnog preparata
natrijum hipohlorita, sa 4% aktivnog hlora (NaOCI) u trajanju od 10 min. Potom su
ispirana nekoliko puta sterilnom dejonizovanom vodom. Semena su klijala u Petri-
kutijama na 2 BM hranljivoj podlozi. Klijanci su se razvili iz proklijalih semena.
Klijanci stari tri nedelje dalje su gajeni na istoj hranljivoj podlozi radi uspostavljanja in
vitro kulture kicice.

U svim eksperimentima su kori$éeni odsecci listova kao eksplantati, koji su
izolovani sa in vitro gajenih biljaka. Sa in vitro gajenih biljaka su izolovana dva para
listova sa nodusa najblizih apeksu. Iz listova su isecani poprecni odsecci duzine 5-7 mm
1 postavljani su svojom abaksijalnom stranom na razlic¢ite hranljive podloge za

ispitivanje morfogeneze i gajeni na svetlosti ili u mraku.

3.3. Hranljive podloge

Osnovna podloga (BM) koris¢ena u ovom radu je zapravo MS podloga po
Murashige 1 Skoog-u (1962) bez dodatih regulatora rastenja. Osim MS mineralnog
rastvora i vitamina (Tabela 2), BM hranljiva podloga je sadrzala i saharozu kao izvor
ugljenika u koncentraciji 30 g/l, mio-inositol (Sigma) 100 mg/1 i agar (Torlak, Beograd)
7 g/1. pH vrednost hranljive podloge je pre sterilizacije podesavana pomoc¢u 1N NaOH

i/ili IN HCl na §,8.
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Tabela 2. Sastav makro- i mikro-mineralnih soli, gvozda 1 vitamina u hranljivoj MS

podlozi (Murashige i Skoog, 1962)

Makro mineralne soli MS mg/l podloge
NH4NO3 1650

KNO; 1900

CaCl; x 2 H,O 440

MgSO, x 7 H,O 370

KH,PO4 170

Mikro mineralne soli MS mg/l podloge
MnSO,4 x 4H,0 22,300
ZnS04 x TH,0O 8,600

H;BO; 6,200

KJ 0,830
NaMoO, x 2H,0 0,250

CuSO4 x 5SH,O 0,025

CoCl; x 6H,0O 0,025
Kompleks gvozda mg/l podloge
NaEDTA x 2H,0 27,8

FeSO4 x 7H,0 37,2
Vitamini mg/l podloge
vitamin By 0,1

vitamin Bg 0,5
nikotinska kiselina 0,5

glicin 2,0

Za isklijavanje semena i gajenje biljaka kiCice in vitro koriS¢ena je 2 BM

hranljiva podloga, koja je sadrzala makro i mikro mineralne soli po Murashige i Skoog-

u (1962) upola razblazenog sastava.

3.3.1. Hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze in vitro kicice

Hranljive podloge koje su kori§éene za ispitivanje morfogeneze in vitro su

prikazane u Tabeli 3.

Tabela 3. Hranljive podloge kori§éene za ispitivanje morfogeneze in vitro

HRANLJIVE PODLOGE

BM (MS bez dodatih regulatora rastenja) BM
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,01 mg/l CPPU BM1
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,05 mg/l CPPU BM2
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,1 mg/l CPPU BM3
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,15 mg/l CPPU BM4
BM +0,2 mg/1 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU BM5
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,5 mg/l CPPU BM6
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3.3.2. Hranljive podloge za ispitivanje efekata PGlcY na proces

morfogeneze in vitro

Hranljive podloge za ispitivanje efekata BGlcY na proces morfogeneze in vitro

su prikazane u Tabeli 4.

Tabela 4. Hranljive podloge koriS¢ene za ispitivanje efekta PGIcY na proces

morfogeneze in vitro

HRANLJIVE PODLOGE

BM+5uM BGlcY BMY5
BM+15 uM BGlcY BMY15
BM+25 uM BGlcY BMY25
BM+50 uM BGIcY BMY50
BM+75 uM BGIcY BMY75
BM+100 uM BGlcY BMY100
BM+150 uM BGlcY BMY150
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+5 uM BGIcY BMS5YS
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+15 uM BGlcY BMS5Y15
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+25 uM BGlcY BM5Y25
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+50 uM BGlcY BMS5Y50
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+75 uM BGlcY BMS5Y75
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+100 uM BGIcY BM5Y100
BM+0,2 mg/l 2,4-D+ 0,2 mg/l CPPU+150 uM BGIcY BM5Y150

3.4. Uslovi gajenja in vitro kultura

In vitro kulture gajene su u klimatizovanoj prostoriji za gajenje, pri temperaturi

vazduha 25 + 2 °C, u uslovima dugog dana (16 h svetlosti i 8 h mraka) ili u mraku. Kao

izvor svetlosti koriS¢ena je bela svetlost fluorescentnih lampi ("7es/a Pancevo"), jacine

65W, 4500K. Gustina svetlosnog fluksa, izmerena instrumentom LI-1400 DatalLogger

sa LI-190SA quantum senzorom (LI-COR Biosciences, Bad Homburg Germany)

iznosila je 47 pmol'm™s™,
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3.5. Ispitivanje efekata regulatora rastenja, uslova osvetljenja i pGlcY
na proces morfogeneze in vitro
3.5.1. Ispitivanje efekata regulatora rastenja i uslova osvetljenja na

proces morfogeneze in vitro

U cilju ispitivanja efekata regulatora rastenja, N-fenil-N’-(2-hloro-4-piridil) uree
(CPPU) 1 dihlorfenoksisir¢etne kiseline (2,4 D), i uslova osvetljenja na proces
morfogeneze in vitro, odsecci listova 5-7 mm duzine su postavljani u Petri-kutije na BM
hranljivu podlogu obogacenu sa 2,4 D (0,2 mg/l) i CPPU (0,01; 0,05; 0,1;0,15; 0,2 ili
0,5 mg/l) (Tabela 3), a zatim gajeni u uslovima dugog dana (16 h svetlosti i 8 h mraka)
ili u mraku, tokom 28 dana (Slika 6). Na kraju eksperimenta odredivani su sledeci
parametri:

a. procenat eksplantata sa kalusom
b. procenat eksplantata sa embriogenim kalusom
c. procenat eksplantata sa adventivnim pupoljcima
Eksperimenti su ponovljeni tri puta. Svaka eksperimentalna i kontrolna grupa se

sastojala od 20 eksplantata.

Odsecci listova ]

} SVETLOST

Morfogeneza (28 dana) ‘Analize:

* Indukcija kalusa i morfc etskih
BM BMY BM1 BM2 BM3 BM4 BM5 BM5Y BMS6 SF  ormnonenege
‘_\ r\ P“m_ .I_(ﬂgl_]ll}wﬂ
e = Anatomska ispitivanja
N e ; : " = Aktivnost antioksidativnih enzima
Oziljavanje i aklimatizacija tokom morfogeneze

= Imunofluorescentna  lokalizacija
AGP
= Kvanlifikacija ekspresije AGP _/

Analize:
= Efekat BGlcY na morfogenezn

« Efckat fGlcY na koncentraciju AGP
= Efekat PGIcY na ekspresiju AGP

Slika 6. Shema eksperimenata; BM-osnovna hranljiva podloga; BM1, BM2, BM3,
BM4, BM5, BM6- hranljive podloge sa regulatorima rastenja; BMY, BM5Y-hranljive

podloge za ispitivanje efekata BGIcY na proces morfogeneze in vitro.
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3.5.2. Ispitivanje efekata BGlcY na proces morfogeneze in vitro

Radi ispitivanja efekta PGIcY na proces morfogeneze in vitro i sadrzaj
arabinogalaktanskih proteina, u BM hranljivu podlogu je dodavan ovaj reagens u
koncentraciji od 0, 5, 15, 25, 20, 75, 100 ili 150 uM. Koris¢en je BGIcY sintetisan iz
prekursora, p-aminofenil-B-D-glukoze i1 fluoroglucinola uz prisustvo NaNO,, prema
proceduri Yariv i saradnici, (1962). Eksplantati su gajeni u standardnim uslovima, na
svetlosti ili u mraku, tokom 28 dana (Slika 6). Na kraju eksperimenta odredivani su
slede¢i parametri:

a. broj somatskih embriona po eksplantatu

b. broj pupoljaka po eksplantatu

Eksperimenti su ponovljeni tri puta. Svaka eksperimentalna i kontrolna grupa se

sastojala od najmanje 10 eksplantata.

3.6. Anatomska istrazivanja morfogeneze in vitro

U ovom radu koris¢ene su klasi¢ne anatomske metode (Jensen, 1962) za
proucavanje razvojnih stupnjeva somatskih embriona i adventivnih pupoljaka.

Struktura razvojnih stadijuma somatskih embriona i adventivnih pupoljaka je
pra¢ena kod kultura koje su gajene na BM, BM1 i BM6 hranljivim podlogama, na
svetlosti ili u mraku. Odsecci listova su fiksirani u razli¢itim vremenskim intervalima od
pocetka eksperimenta, tj. nakon 3, 5, 7, 10, 15, 20 i 28 dana. Kao kontrola kori§¢eni su

sveze izolovani odsecci listova, koji nisu gajeni na hranljivim podlogama.

3.6.1. Fiksacija biljnog materijala i pravljenje trajnih preparata

Odsecci listova su fiksirani u FAA fiksativu (10 ml 37% formaldehida i 5 ml
glacijalne siréetne kiseline rastvoreni u 85 ml 70% etanola) na 4 °C. Posle procesa
fiksacije materijal je ispiran. Kako je biljni materijal fiksiran u fiksativu koji u svom
sastavu ima apsolutni etanol, uzorci su dehidrirani u gradijentu vodenih rastvora etanola
u kojima se udeo vode postepeno smanjivao (50%, 70%, 96%, 100%). Posle

dehidratacije tkivo je tretirano smeSom apsolutnog etanola i ksilola (1:1) i ksilolom.
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Materijal je utopljen u paraplast (Histowax, Histolab, Sweden) u trajanju od dva dana na
58 °C. Nakon tog postupka usledilo je kalupljenje biljnog materijala. Oblikovani
parafinski blokovi sec¢eni su na Reichertov-om rotacionom mikrotomu. Preseci, debljine
7um su lepljeni na predmetne plocice. Osnovni uslov da bi se tkivo obojilo jeste da
bude oslobodeno od parafina, $to je postignuto tretmanom tkiva sa ksilolom, dva puta
po 10 minuta. Rehidratacija preparata je postignuta sprovodenjem preseka kroz seriju
vodenih rastvora etanola opadajué¢ih koncentracija (100%, 96%, 70%). Nakon
deparafinizacije i rehidratacije preparati su bojeni rastvorom hematoksilina. Rastvor
hematoksilina se priprema rastvaranjem 1 g boje u 10 ml 96% etanola, a zatim se doda
90 ml destilovane vode. Boja "sazreva" 2-3 nedelje. Pre upotrebe boja je profiltrirana. Iz
boje preparati su prenoSeni u destilovanu vodu, pa su ispirani u tekucoj vodi i na kraju
dehidrirani sprovodenjem kroz seriju vodenih rastvora etanola rastu¢ih koncentracija
(70%, 96%, 100%). Preparati su prosvetljeni pomoc¢u ksilola. Preko preparata koji je
izvaden iz ksilola nanosi se kap kanada balzama i preseci se pokrivaju pokrovnim
staklom. Trajni preparati su fotografisani na Litz DMRB svetlosnom mikroskopu

(Leica, Wetzlar, Germany).

3.7. Biohemijska istrazivanja morfogeneze in vitro

Na biohemijskom nivou ispitivana je aktivnost antioksidativnih enzima
(superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i peroksidaza (POX)), kao i

koncentracija i profil arabinogalaktanskih proteina tokom morfogeneze in vitro.

3.7.1. Analiza aktivnosti antioksidativnih enzima tokom morfogeneze

in vitro

Aktivnost antioksidativnih enzima je ispitivana tokom morfogeneze in vitro kod
odsecaka listova gajenih na svetlosti ili u mraku na BM, BMI1 ili BM6 hranljivim
podlogama. Promena aktivnosti antioksidativnih enzima pracena je posle 7, 14, 21 1 28
dana. Aktivnost enzima je odredivana spektrofotometrijski i razdvajanjem izoenzima
superoksid dismutaza, katalaza i peroksidaza u poliakrilamidnom gelu nedenaturiSu¢om

elektroforezom ("Native PAGE").
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3.7.1.1. Izolacija i kvantifikacija ukupnih proteina

Ukupni rastvorljivi proteini za enzimske testove izolovani su iz lisnih odsecaka
prosec¢ne mase 1 g, koji su spraseni u te¢nom azotu. U uzorke je dodato po 2 ml pufera
za ekstrakciju proteina. Pufer za ekstrakciju proteina (PEB) je sadrzao: 50 mM Tris—
HCI, 1 mM EDTA, 30% glicerol, 1,5% polivinilpolipirolidon (PVPP), 10 mM DTT i 1
mM fenilmetansulfonilfluorid (PMSF). Nakon homogenizacije uzorci su prenosSeni u
Ependorf-epruvete koje su stajale na ledu i centrifugirani su na 12000 x g u trajanju od
15 min na 4 °C. Gornja faza je potom profiltrirana kroz nastavke od 1 ml napunjene
gazom 1 prebacena u nove Ependorf-epruvete na ledu. Supernatant predstavlja
nepreradeni "crude" ekstrakt i sadrzi rastvorljive celijske proteine. Koncentracija
ukupnih proteina u supernatantu odredena je spektrofotometrijski (Bradford, 1976) pri
talasnoj duzini od 595 nm uz korisS¢enje BSA ("Bovine Serum Albumin") kao

proteinskog standarda.

3.7.1.2. Nativna elektroforeza (" Native PAGE"')

Za determinaciju izoformi enzima nativnom elektroforezom ("Native PAGE")
koris¢en je 7% poliakrilamidni gel za razdvajanje ("separating gel") 1 5%
poliakrilamidni gel za koncentrovanje ("stacking gel"). Sastav 7% gela za razdvajanje
(10 ml) je bio: 4,8 ml vode; 2,8 ml 1,5 M Tris—HCI (pH 8,8); 2,35 ml meSavine 30%
akrilamida 1 0,8% bisakrilamida; 15 ul TEMED-a i 30 ul APS—a, dok je za 4,5 ml 5%
gela za koncentrovanje bilo potrebno: 2,83 ml vode; 0,875 ml 1M Tris—HCI (pH 8,0);
0,75 ml mesavine 30% akrilamida i 0,8% bisakrilamida; 7,5 pl TEMED-a 1 15 pl APS—
a). Debljina gelova je bila 1,5 mm a velic¢ina 16 x 16 cm. Za razdvajanje proteina
koris¢en je sistem za vertikalnu elektroforezu SE 600 Rubi, Amersham Biosciences,
USA. Prilikom elektroforeze koris¢en je pufer koji je sadrzao 25 mM Tris—HCl i 192
mM glicina, pH 8,3. Na gelove su nanoSeni uzorci proteina u slede¢im koli¢inama: za
analizu SOD 60 ug, za CAT 5 pg i za POX 60 pg ukupnih proteina, koji su prethodno
meSani su sa "Loading buffer"-om (za 10 ml pufera: 3 ml glicerola, 0,25% bromfenol
plavo, 2,4 ml 1M Tris-HCI pH 6,8, 10 ul 1 M DTT 1 4,59 ml vode). Aktivnost svake

vrste enzima odredivana je 3 puta.
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3.7.1.3. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaza

Aktivnost SOD je odredivana elektroforetski i spektrofotometrijski. Izoenzimske
forme SOD razdvajane su po metodi Beauchamp-a i Fridovich-a (1971),
elektroforezom u trajanju od 1 h na 150 V i 5 h na 200V, na 4 °C, sve dok boja nije
dosla do dna gela. Nakon elektroforeze gelovi su ispirani vodom i inkubirani 30 min u
mraku, u reagensu za enzimski test koji je sadrzao 250 mM EDTA, 0,098 mM
nitrotetrazolijum hlorid (NBT), 0,03 M riboflavin i 2 ml N,N,N',N'-tetrametiletan-1,2-
diamin (TEMED) u kalijum fosfatnom puferu (pH 7,8). Gelovi su zatim ispirani vodom
i osvetljavani svetloS¢u neonske lampe do pojave purpurno-ljubicaste boje. Bojenje
gelova za utvrdivanje SOD aktivnosti se zasniva na NBT/riboflavin reakciji kada dolazi
do formiranja formazana purpurno-ljubicaste boje. Na mestima aktivnosti SOD gel je
ostajao neobojen jer SOD inhibira formiranje formazana. Razli¢ite izoforme superoksid
dismutaze su identifikovane tako Sto su gelovi sa identicnim uzorcima pre bojenja
inkubirani u 100 mM kalijum fosfatnom puferu, pH 7,8 koji je koris¢en kao kontrola ili
u puferu koji je sadrzao inhibitore izoformi superoksid dismutaze 1 mM KCN ili 3 mM
H,0; u trajanju od 30 min, Vodonik-peroksid inhibira CuZn-SOD i Fe-SOD, kalijum
cijanid inhibira CuZn-SOD, dok su u kalijum fosfatnom puferu aktivne sve izoforme
SOD.

Aktivnost ukupnih superoksid dismutaza je odredivana po metodi Beyer-a i
Fridovich—a (1987). Reakciona smesa (1 ml) se sastojala od: 775 — 800 pl 100 mM K-P
pufera (pH 7,8); 50 ul 0,1 mM EDTA; 50 ul 3,0 mM L—metionina; 50 ul 5,0 mM NBT,
50 pl 2,0 mM riboflavina i 0 — 25 pl uzorka. Za svaki uzorak pripremljeno je 6
razblazenja. Reakciona smeSa je izlagana svetlosti neonske lampe, 15 min na
temperaturi od 20 °C. SOD aktivnost je odredivana na osnovu kapaciteta ekstrakta da
inhibira fotohemijsku redukciju NBT—-a do formazana. Apsorbanca na 540 nm je
izmerena pomocu aparata ELISA Micro Plate Reader (LKB 5060-006). Kontrolna
reakciona smeSa nije sadrzala uzorak proteina. Jedna SOD jedinica (U) je definisana
kao koli¢ina enzima neophodna kao koli¢ina enzima neophodna da inhibira 50% NBT
fotoredukcije u poredenju sa kontrolnom smeSom i izrazava se u odnosu na

koncentraciju ukupnih rastvorenih proteina (U/mg).
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Sva merenja za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti superoksid

dismutaza su radena u 3 ponavljanja.
3.7.1.4. Odredivanje aktivnosti katalaza

[zoforme katalaza su razdvojene prema metodi Woodbury-a i saradnika (1971),
elektroforezom na 150 V u trajanju od 1 h, a zatim na 200 V tokom 3 h. Nakon
elektroforeze gelovi su ispirani dejonizovanom vodom, zatim su inkubirani u 0,01%
H,0, 10 minuta. Posle toga ispirani su dejonizovanom vodom i inkubirani su u 2%
rastvoru K;Fe(CN)g tokom 30 s, zatim je u taj rastvor dodata ista zapremina 2% rastvora
FeCl; pri Gemu nastaje jedinjenje KFe(Fe"(CN)s), koje boji gel plavo-zelenom bojom.
Na mestima na kojima je prisutna katalaza, koja katalizuje degradaciju H,O,, dolazi do
obezbojavanja nakon nekoliko minuta. Kada su se trake najbolje uocavale reakcija je
zaustavljana ispiranjem gelova u vodi.

Aktivnost katalaza odredivana je spektrofotometrijski, praéenjem kinetike
nestajanja vodonik peroksida (€,4=0.0436 mM 'cm '), prema metodi Aebi-a (1984).
Reakciona smesa je sadrzala 0,5 ml reagensa 1 (50 mM K—Na—fosfatni pufer pH 7 i 30%
H,0,, a apsorbancareagensa 1 na 240 nm je iznosila 0,854+0,02) 1 0,99 ml reagensa 2 (50
mM K—Na—fosfatni pufer pH 7) uz dodavanje 10 pl uzorka. Finalna zapremina reakcione
smeSe u kiveti je bila 1,5 ml. Jedinica (U) aktivnosti katalaza se definiSe kao koli¢ina
enzima koja razgradi 1 uM H,0, za 1 min. Aktivnost CAT je izrazavana u odnosu na
koncentraciju ukupnih rastvorenih proteina, a merena je na svakih 20 sekundi tokom 3

minuta, na temperaturi od 20 °C:

_ (AA— AAH) x Vk x 1000
0,0436x Ve x Wup

ACAT

AA — promena apsorbance (min”'cm™)

AAo — promena apsorbance rastvora koji je predstavljao slepu probu (min"'cm™)
Vk — zapremina reakcione smese (ml),

Ve — zapremina uzorka (ml),

0,0436 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent H,O, na 240 nm (mM 'em™).
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Wup — koli¢ina ukupnih proteina dobijena na osnovu Bradford-ove krive (mg)
Sva merenja za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaza su radena u

3 ponavljanja.
3.7.1.5. Odredivanje aktivnosti peroksidaza

Za potvrdivanje peroksidazne aktivnosti, gelovi su nakon nativne elektroforeze u
trajanju od 4h, inkubirani u 50 mM kalijum fosfatnom puferu (pH 6,5) koji je sadrzao
10% rastvor 4-hloro-a-naftola i 0,03 % H»O, do pojave plavo-sivih traka. Nakon ove
reakcije gelovi su ispirani vodom i fotografisani.

Aktivnost ukupnih peroksidaza je pracena spektrofotometrijski merenjem
promene apsorbance na 430 nm (€430=2,47 melcrn’l). Koris¢eno je 1,4 ml 0,05 M K-
P pufera (pH 6,5), 30 ul 1 M pirogalola (Sigma) kao supstrata za enzim i 10 pl uzorka,
uz dodatak 30 ul 1 M H,O,. Aktivnost je merena na svakih 20 sekundi tokom 3 minuta,
a izrazavana je u odnosu na koncentraciju ukupnih rastvorenih proteina (U/mg).
Detekcija enzimske aktivnosti se zasniva na reakciji izmedu supstrata pirogalola i H,O,.
Oksidacijom pirogalola nastaje crvenkasto obojen purpurogalin, sa maksimumom

apsorpcije na 430 nm. Enzimska aktivnost je odredivana prema formuli:

_ (AA-AAY) x VK x 1000

Arox 2.47x Ve x Wup

AA — promena apsorbance (min”'cm™)
AAo — promena apsorbance rastvora koji je predstavljao slepu probu (min"'cm™)
Vk — zapremina reakcione smese (ml)
Ve — zapremina uzorka (ml)
Wup — koli¢ina ukupnih proteina dobijena na osnovu Bradford-ove krive (mg)
2,47 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent pirogalola na 430 nm (mM 'cm ™).
Sva merenja za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti peroksidaza su

radena u 3 ponavljanja.
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3.7.2. Analiza arabinogalaktanskih proteina

Koncentracije i profil AGP u odseccima listova ki¢ice tokom morfogeneze
odredivani su radijalnom difuzijom i ukr§tenom elektroforezom. Za radijalnu difuziju i
ukrstenu elektroforezu koris¢en je komercijalni BGlcY (Biosupplies Australia Ltd.,
Victoria, Australia). Yariv reagens kit (4-p-glukopiranozilfenilazo-2.,4,6-trihidrobenzen)
¢ine PGIcY 1 gumiarabika kao standard. Koncentracija AGP je odredivana u
eksplantatima gajenim na hranljivim podlogama u koje je dodat BGIcY, koji su
sakupljeni 28. dana od pocetka eksperimenta. Koncentracija AGP je takode odredivana
u eksplantatima gajenim na BMS5 hranljivoj podlozi, na svetlosti, u eksplantatima
gajenim na BM6 hranljivoj podlozi, u mraku, kao i u eksplantatima gajenim na BM
hranljivoj podlozi, na svetlosti ili u mraku, koji su sakupljani u razli¢itim vremenskim

intervalima od pocetka eksperimenta, tj. nakon 3, 5, 7, 10, 15, 20 1 28 dana.

3.7.2.1. Izolacija arabinogalaktanskih proteina

Ukupni proteini su izolovani prema metodi van Holst-a i Clarke-a (1985) koja je
modifikovana (Trifunovi¢ i sar., 2014). Odsecci listova (400-500 mg) su spraseni u
teCnom azotu, a zatim je dodat pufer za ekstrakciju (1,5 ml). Pufer za ekstrakciju
arabinogalaktanskih proteina je sadrzao 50 mM Tris-HCI, pHS, 10 mM EDTA, 1 M
DTT i 1% Triton X- 100. Posle ekstrakcije ¢elijske strukture su razbijene ultrazvukom u
trajanju od 1 min, a zatim su uzorci inkubirani 24 h na temperaturi od 4-8 °C i potom
centrifugirani 10 min na 4000 g, na 4 °C. Supernatanti su kori$¢eni za odredivanje
koncentracije AGP radijalnom difuzijom i kvalitativnih osobina AGP ukrStenom

elektroforezom.

3.7.2.2. Odredivanje koncentracije arabinogalaktanskih proteina

radijalnom difuzijom

Koncentracija AGP u odseccima listova je odredivana radijalnom difuzijom
prema metodi van Holst-a i Clarke-a (1985) 1 Popper-a (2011). Rastvor sa 1% agaroze,
0,15 M NaCl, 0,02 M NaN3 i 10 pg/ml BGIcY je zagrevan do kljucanja i razlivan na
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dve staklene plocice povrsine 5 x 7 cm (5 ml gela). U gelu debljine 1 mm pravljena su
udubljenja precnika 8 mm pomocu Sireg dela Pasterove pipete. Standardna kriva je
dobijena na osnovu radijalne difuzije izvedene sa serijom razblaZenja standardnog
rastvora gumiarabike (opseg koncentracija od 0 do 1 mg/ml). Po 30 pl rastvora je
dodavano u udubljenja u gelu, a zatim su plocice ostavljene preko noci u vlaznoj komori
i posle 48 sati mereni su precnici formiranih crvenih krugova pomocéu milimetarskog
papira (Slika 7). Na osnovu standardne krive dobijene merenjem precnika precipitacije
gumiarabike kao standarda, odredivana je koncentracija AGP u uzorku. Eksperiment je

ponovljen tri puta.

Slika 7. Odredivanje koncentracije arabinogalaktanskih proteina radijalnom difuzijom

sa rastu¢im koncentracijama gumiarabike kao standardom.

3.7.2.3. Odredivanje kvalitativnih osobina arabinogalaktanskih

proteina ukrStenom elektroforezom

AGP su analizirani u uzorcima ukrstenom elektroforezom, prema modifikovanoj
metodi van Holst-a i Clarke-a (1986). U prvom koraku elektroforeze se vrsi razdvajanje
AGP na gelu na osnovu njihove veli¢ine i naelektrisanja. U drugoj elektroforezi, koja je
pod uglom od 90 stepeni u odnosu na prvu, pomocu gela koji sadrzi BGlcY, formira se
crvena precipitaciona linija interakcijom izmedu BGlcY 1 AGP. Osnovni rastvor za oba
gela je isti i sadrzi 1% agarozu, 0,025 M Tris i 0,2 M glicin, pH &,3. Prvi gel (30 ml) je
zagrejan do kljucanja i razliven u kadicu za elektroforezu (10 x 7 cm), sa ¢eSljem (7 x
1,5 mm) da bi se formirala udubljenja. Jedno udubljenje ispunjeno je sa 0,2 mg/l
bromfenol plave boje (45 pl), a drugi sa 100 pl uzorka. Gelovi su izloZeni naponu od

100 V tokom 1h 30 min dok se boja ne pomeri 7 cm. Pufer koji je koris¢en sadrzao je
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0,025 M Tris 1 0,2 M glicin, pH 8,3. Posle prve elektroforeze isecan je segment gela
dimenzija 1,5 x 7 cm na kome su razdvojeni AGP i postavljan je pod pravim uglom u
odnosu na pravac druge elektroforeze u cilju dobijanja profila AGP (Slika 8). Na taj
na&in AGP rasporedeni na prvom gelu prelaze na drugi gel pod uglom od 90°. Drugi gel
sadrzi 30 ml osnovnog rastvora sa dodatkom 30 pg/ml BGIcY. Zagrevan je do kljucanja,
a zatim razlivan do ivice prvog gela. Drugi gel izloZen je naponu od 40 V tokom 2 sata

nakon ¢ega se na drugom gelu mogao uoditi profil AGP.

Slika 8. Izgled elektroforetske kadice pre pustanja druge elektroforeze (“crossed

electroforesis®)

3.7.2.4. Imunohistohemijska lokalizacija arabinogalaktanskih

proteina

Uzorci biljnih tkiva su fiksirani u FAA fiksativu (10 ml 37% formaldehida i 5
ml glacijalne siréetne kiseline rastvoreni u 85 ml 70% etanola) na 4 °C. Svi uzorci dalje
su podvrgnuti anatomskim istrazivanjima primenom parafinske tehnike pravljenja
trajnih preparata. Parafinski preseci debljine 10 pm su lepljeni na SuperFrost Plus
plo¢ice (VWR International, Strasbourg, France). Indirektna imunohistohemijska
lokalizacija arabinogalaktanskih proteina je izvedena prema proceduri Knox-a i
saradnika (1989). Deparafinisani preseci tkiva su rehidrirani u seriji rastvora etanola i
isprani u destilovanoj vodi i PBS puferu (10mM Na,HPO4x12H,0, 1,8 mM KH,PO,,
136,9 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,2). Potom su tretirani 1 h u 3% rastvoru proteina

mleka ("Carnation-milk protein") u PBS puferu. Preseci su dalje inkubirani sa
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razblazenim primarnim monoklonalnim antitelima (1:5) u meSavini proteina mleka i
PBS pufera u trajanju od 24 sata na 4 °C. Sva monoklonalna antitela su dobijena od
Prof. Dr. J. P. Knox, Leeds, Laboratorija za éelijski zid biljaka, Velika Britanija (Tabela
5).

Posle tri ispiranja u PBS u trajanju od 5 minuta, preseci su inkubirani sa
sekundarnim antitelom povezanim sa fluorescentnom bojom fluorescein izotiocijanat
FITC (anti-rat-IgG /whole molecule/ linked with FITC, F6258, Sigma), razblazenim
100 puta u rastvoru proteina mleka i PBS. Inkubacija sa sekundarnim antitelom je
trajala sat vremena u mraku, na sobnoj temperaturi. Preseci su potom ispirani tri puta u
PBS i na njih je nanoSena smesa glicerola i PBS (1:1), a potom su pokriveni pokrovnom
plo¢icom. Fluorescentna boja je ekcitovana na talasnoj duzini 495 nm argon laserom.
Fluorescencija je merena na registrovana na 525 nm, na mikroskopu CLSM 510 (Carl

Zeiss).

Tabela 5. Monoklonalna antitela koriS¢ena za detekciju arabinogalaktanskih proteina.

Antitelo Epitop Referenca
JIM4 B-D-GlcpA-(1-33)-a-D-GalpA-(1—2)-L-Rha Yates i sar. (1996)
JIM13 B-D-GlepA-(1—3)-a-D-GalpA-(1—2)-L-Rha Yates i sar. (1996)

Smallwood i sar. (1994);

LM2 B-D-GlepA
Yates i sar. (1996)

3.8. Sekvenciranje AGP gena i njihova ekspresija tokom morfogeneze
Molekularna istrazivanja morfogeneze in vitro obuhvatila su identifikaciju 5

gena kicice koji kodiraju sintezu arabinogalaktanskih proteina, sekvenciranje i analizu

ekspresije identifikovanih potencijalnih AGP gena kicice.

3.8.1. Identifikacija AGP sekvenci kicCice

Polazna osnova za identifikaciju AGP gena kicice je bio sekvenciran i
rekonstruisan transkriptom lista i korena kicice (Simonovic i sar., 2015). Identifikacija

AGP sekvenci kicice je uradena pretrazivanjem baza sekvenci lista i korena pomocu
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algoritma BLAST ("Basic Local Alignment Search Tool"), u okviru programa BioEdit
(Hall, 1999), pri ¢emu su kao upitne sekvence koris¢ene poznate AGP sekvence drugih
biljaka preuzete iz baze GenBank. Ukupno je koris¢eno 86 sekvenci za pretrazivanje, 6
sekvenci G. hirsutum, 27 sekvenci Catharanthus roseus, 34 sekvence A. thaliana, 1
sekvenca C. intybus, 4 sekvence soje (Glycine max), 8 sekvenci vinove loze (Vitis

vinifera) 1 6 sekvenci kukuruza (Zea mays).

3.8.2. Direktno sekvenciranje identifikovanih potencijalnih AGP gena

kicice

Na osnovu pretrazivanja baze podataka sekvenci korena i lista ki¢ice pomocu
poznatih sekvenci gena koji kodiraju sintezu AGP drugih biljaka, pronadeno je 5
potencijalnih gena kicice: CeAGPI, CeAGP2, CeAGP3, CeAGP4 i CeAGPS. Ispravnost

ovih sekvenci je proverena direktnim sekvenciranjem.

3.8.2.1. Izolacija RNK

Ukupna RNK iz lisnih eksplantata je izolovana koris¢enjem TRIZOL reagensa
(Life Technologies). Voda, svi rastvori, kao i svi kori$¢eni sudovi prethodno su tretirani
dietilpirokarbonatom (DEPC), snaznim inhibitorom ribonukleaza. Prilikom izolacije
500 mg biljnog materijala je samleveno u avanu u te¢nom azotu, nakon ¢ega je usledila
homogenizacija sa 1 ml hladnog Trizol-a. Potom su homogenati prebaceni u "RNAse—
free" sterilne Ependorf-epruvete koje su stajale 5 minuta na sobnoj temperaturi da bi
doslo do disocijacije nukleoproteinskih kompleksa. U svaki uzorak dodato je po 200 pl
smeSe hloroform:izoamil alkohol (24:1, v/v). Ependorf-epruvete su muckane na
rotacionoj mehanickoj mesalici 20 sekundi, inkubirane 3 minuta na sobnoj temperaturi i
centrifugirane na 12000 g na 4 °C, 10 min. Gornja vodene faza je prebacivana u nove
Ependorf-epruvete i dodato je po 250 pl izopropanola i rastvora za precipitaciju RNK.
Rastvor za precipitaciju RNK sadrzao je 0,4 M natrijum-hlorid, 0,8 M natrijum citrat i
0,8 M hlorovodoni¢nu kiselinu. Ependorf-epruvete su promuckane i ostavljene 30 min
na -20 °C. Nakon precipitacije uzorci su centrifugirani na 12000 g na 4 °C, 10 min.

RNK se mogla uociti u formi belog taloga. Supernatant je odstranjen, a talog RNK je
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ispiran dodavanjem 1 ml hladnog 75% etanola, centrifugiran na 12000 g 3 min, pa zatim
suSen na vazduhu u asepti¢nim uslovima 5-10 min. RNK je rastvorena u 100 pl DEPC
vode i ¢uvana u zamrzivacu (—80 °C).

Kvantitet izolovane RNK je odreden na spektrofotometru (Agilent 8453), na

talasnim duzinama 260 i 280 nm, i izra¢unavan prema formuli:

Crri (ng/ul) = (40 pg/ul x Azeo x razblazenje)/1000 =4 x Ay

Razblazenje =100 (10 pl uzorka RNA + 990 ul 10 mM Tris—HCI pH 7.,5).

Kvalitet izolovane RNK verifikovan je elektroforezom u 2% agaroznom gelu.

3.8.2.2. Tretman DNK-azom

Uklanjanje genomske DNK iz uzoraka RNK je postignuto pomoéu enzima

DNK-aze. Finalna zapremina reakcione smese je bila 10 pl (Tabela 6).

Tabela 6. Sastav reakcione smese za tretman DNK-azom.

Komponenta ul
RNK, 2 pg 6,5
10 x reakcioni pufer za DNK-azu sa MgCl,(Fermentas) 1,0
DNK-aza (1 U/ pl) 2,0
RNK-aze inhibitor (Fermentas, 40U/ pl) 0,5
Ukupna zapremina 10,0

Tretman DNK-azom odvijao se 30 min na 37 °C, a potom je DNK-aza
inaktivirana inkubacijom na 65 °C tokom 10 min, u prisustvu 1 pl 25 mM EDTA

(Fermentas, Lithuania) po reakciji.

3.8.2.3. Reverzna transkripcija (RT)

Reverzna transkripcija je uradena pomocu Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit—a (Fermentas) i odvijala se u aparatu Genius Thermocycler (Techne,
Cambridge, UK). Jedna reakcija za 2 pg RNK je sadrzala komponente prikazane u
Tabeli 7.
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Tabela 7. Sastav reakcione smese pojedinacne RT reakcije.

Komponenta ul
RNK iz prethodnog koraka (2ug) 11
poly(dT);s prajmeri 1
5 x reakcioni pufer 4
inhibitor RNKze RiboLock RI (20 U/ pl) 1
dNTP miks (10 mM svaki) 2
reverzna transkriptaza (200 U/ pl) 1
Ukupna zapremina 20

Uslovi RT reakcije:

RT reakcija se odvijala u dva koraka:
1. Reverzna transkripcija, 42 °C, 60 min

2. Inaktivacija enzima, 70 °C, 5 min.

3.8.2.4. PCR amplifikacija

Dobijena jednolancana c¢DNK zatim je umnoZena PCR reakcijom radi

potvrdivanja specifi¢nosti prajmera dizajniranih za amplifikaciju regiona koji bi se

mogli sekvencirati. Dobijena ¢cDNK (koja odgovara koli¢ini od 100 ng/ul RNK) je

koris¢ena u PCR reakciji prema protokolu za Taq DNA Polimerazu (Fermentas

recombinant, EP0401). Svaka pojedinacna PCR reakcija odvijala se u smesi zapremine

50 ul (Tabela 8).

Tabela 8. Sastav reakcione smeSe PCR reakcije

Komponenta ul
10 x PCR pufer (NH4),SO4 5
25 mM MgCl, 4,0
10 mM dNTP mix 1
R+F prajmeri (svaki 7,5 uM) 6,6
5 U/ul Taq DNK polimeraza 0,8
H,0 30,6
100 ng/pl cDNK 2,0
Ukupna zapremina 50,0

Uslovi PCR reakcije:

1. Pocetna denaturacija nukleinskih kiselina odvijala se na 95 °C, 5 min

2. 40 ciklusa:
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a) Denaturacijana 95 °C, 30 s
b) Vezivanje prajmera na 56 °C, 30 s
¢) Ekstenzijana 72 °C, 30 s

3. Finalna ekstenzija na 72 °C, 10 min

Sve PCR reakcije odvijale su se u aparatu Genius Thermocycler (Techne,
Cambridge, UK).

Za svaki od potencijalnih AGP gena kiCice su dizajnirani parovi prajmera za
amplifikaciju regiona ¢cDNK od oko 500 bp, koji bi mogli biti sekvencirani. Za
transkripte duze od 500 bp, dizajnirano je viSe parova prajmera koji amplifikuju
pocetak, sredinu ili kraj transkripta (Tabela 9). Specifi¢nost prajmera potvrdena je gel
elektroforezom, razdvajanjem RT-PCR produkata u agaroznom gelu. Posle zavrSene
elektroforeze gelovi su fotografisani u transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer,
Exton, PA). Analiza dobijenih PCR produkata je radena u programu Total Lab
(TotalLab TL 120 v2009, Nonlinear Dinamics Ltd.), tako §to je duzina amplikona AGP
gena kicice poredena sa fragmentima komercijalnog markera 100 bp Plus DNK ladder
(Fermentas).

Tabela 9. Prajmeri koji su koris¢eni za sekvenciranje gena

Gen Prajmeri Amplikon
CeAGP1 F: 5'-CAT CAA CAA CTG GGT CTC AC-3' 410 bp
pocetak R: 5'-AAC CCT TTA AGA ACC CAA GC-3
CeAGP1 F: 5'-CAC TGC AGG ACC AAA CAT AC-3' 519h

kraj R: 5'-TTG CAA TGC ACA ACC ATT CT-3' p
CeAGP2 F: 5'-CTC CAC ATA GCA GGT AAG GA-3' 504bp
pocetak R: 5'-GAT TCC GGA GTA TCA AAC CG-3'

CeAGP2 F: 5'-CAA ATA CGC GGA TCC ATC AT-3' 585bp
sredina R: 5'-AGC TTG AGG TCA ATT TCA GC-3'
CeAGP2 F: 5'-TCG TCG GGT CGG GTA AT-3' 533

kraj R: 5'-GCC ATA GAA CCT TCA AGA GAG-3 p
CeAGP3 F: 5'-CCA TTT ATG CCT GAG CAG TT-3' 494bp

R: 5'-CTT CCT CCT GAG GCC CAT TG-3
CeAGP4 F: 5-TTT GCC TTT TCA CCT CAC AT-3' 552bp
pocetak R: 5'-GTT AAC AAT CCG GGA GCA AT-3
CeAGP4 F: 5'-CTC CTA GTG CGT CTG ATT TC-3' 567h

kraj R: 5-GTG GAG ACA TAG ATG GCG AA-3 p
CeAGPS5 F: 5'-ACA AAG ATC ACA TAT GGT TTC TC-3' 541bp
pocetak R: 5'-GAC GGT GTG GAA TTT GAG AT-3
CeAGPS5 F: 5'-TCT CAG CAC GAA CAT AAA GC-3' 272bp

kraj R: 5'-GGA ATC GGA ATC CCT AGT GT-3
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3.8.2.5. PrediS¢avanje PCR produkata

PCR produkti su razdvojeni elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu na 100V u
trajanju od 75 min. Amplifikovan materijal je preciS¢en iz gela upotrebom kompleta za
ekstrakciju DNK iz gela (Silica Bead DNA Gel Extraction Kit, Thermo Scientific,
KO513) po proceduri proizvodaca. Trake na gelu, koje su bile uocljive pri UV
osvetljenju, su pazljivo odsecane skalpelom i ubacivane u Ependorf-epruvete kojima je
prethodno izmerena masa. U Ependorf-epruvete je dodato 42 zapremine rastvora za
vezivanje (eng. "binding solution") i > zapremine pufera za konverziju (eng. "7BE
conversion buffer'") u odnosu na zapreminu gela. Nakon inkubacije na 55 °C u trajanju
od najmanje 5 minuta radi otapanja agaroze, dodato je 5 pl silikatnog praha koji ima
visok afinitet za vezivanje DNK pri visokim koncentracijama soli. Uzorci u Ependorf-
epruvetama su inkubirani jo§ 8 minuta na 55 °C i centrifugirani na 13000 obrtaja u
minuti, 15 sekundi. Supernatant je odbacen a talog je ispran sa 500 ul pufera za
ispiranje. Nakon ponovnog centrifugiranja na 13000 obrtaja u minuti u trajanju od 15
sekundi, ceo postupak odbacivanja supernatanta i ispiranja taloga je ponovljen jo§ dva
puta. Talog je suSen na vazduhu tokom 20 minuta, a zatim je resuspendovan u 10 pl
MQ vode i inkubiran na 55 °C u trajanju od 5 minuta. Nakon centrifugiranja na 13000
obrtaja u minuti u trajanju od 30 sekundi, supernatant u kome se nalazi pre¢is¢ena DNK
je pazljivo odvojen u novu Ependorf-epruvetu i postupak dodavanja vode (10 1 5 pl),

inkubacije i centrifugiranja je ponovljen jo$ dva puta.

3.8.2.6. Direktno sekvenciranje @ c¢DNA  potencijalnih AGP

transkripata

Sekvenciranje je obavljeno u oba smera i to primenom modifikovane metode po
Sanger-u ("dye-terminator sequencing"). Ova modifikacija se zasniva na primeni
fluorescentno obelezenih didezoksinukleotida (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP; po
jedna fluorescentna boja za svaki tip ddNTP) koji se u jedinstvenoj reakciji sinteze
DNK ugraduju u rastu¢i lanac i prekidaju sintezu. Dobijeni fragmenti, duzine razlicite
za po jednu bazu, se razdvajaju automatskom elektroforezom a tip inkorporiranog

ddNTP, tj. sekvenca se oCitava prema talasnoj duzini emitovanog fluorescentnog signala
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nakon pobudivanja laserom u automatskom sekvenatoru. Za samu proceduru
sekvenciranja upotrebljen je komplet za sekvenciranje BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, SAD).

Sastav PCR smeSe za sekvenciranje je dat u Tabeli 10. Prajmeri koji su

koriS¢eni za sekvenciranje opisani su u Tabeli 9, osim prajmera za kraj AGP4 gena.

Tabela 10. PCR Reakciona smesa za sekvenciranje

Komponenta pl
Reakcioni miks (engl. "Ready Reaction Mix") 4
5X Pufer 2
2 uM prajmer ("forward" ili "reverse" 2
PreciScéeni uzorak 5
MQ voda, bez nukleaze 7
Ukupna zapremina 20

Uslovi PCR reakcije za sekvenciranje:

1. Pocetna denaturacija nukleinskih kiselina odvijala se na 96 °C, 1 min
2. 25 ciklusa:

a) Denaturacijana 96 °C, 10 s

b) Vezivanje prajmera na 50 °C, 5 s

c) Ekstenzija na 60 °C, 4 min

3. 4 °C neogranic¢eno dugo

Sve PCR reakcije odvijale su se u aparatu Genius Thermocycler (Techne,
Cambridge, UK).

Nakon dodavanja EDTA (25 mM finalno) i EtOH (70-75% finalno), dobijeni
PCR proizvodi su inkubirani 15 min na sobnoj temperaturi a potom centrifugirani 30-45
min na 6000 obrtaja u minuti i temperaturi od 4 °C. Odliven je supernatant i dodata
nova koli¢ina 70% EtOH i smesa ponovo centrifugirana ali ovog puta 25 min na 5000

obrtaja u minuti na istoj temperaturi od 4 °C. Supernatant je ponovo odliven a dobijeni
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talog je osusen na 90 °C. Fragmentima u talogu je dodato 15 pl Hi-dye formamida
(Applied Biosystems, SAD) kako bi se efikasno denaturisali na 95 °C u trajanju od 2
minuta. Amplikoni (10 pl) rastvoreni u formamidu su potom podvrgnuti automatskoj
elektroforezi i1 ocitavanju sekvence na aparatu ABI Prism 3130 (Applied Biosystems,

SAD).

3.8.2.7. Bioinformaticka analiza proteinskih sekvenci AGP Kkicice

Aminokiselinske sekvence AGP ki¢ice su odredene putem konceptualne
translacije sekvenciranih nukleotidnih sekvenci, a zatim su uporedene sa
aminokiselinskim sekvencama ortologih proteina iz drugih biljaka. Pretrazivanje i
selekcija sekvenci za poredenje su izvrSene pomocu programa Protein Blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE _TYPE=BlastSearc

h&LINK LOC=blasthome), koji analizira sekvence kako bi identifikovao one koje su

sli¢ne. Za viSestruko poredenje sekvenci koriS¢eni su programi ClustalOmega (Sievers i

sar., 2011) i Jalview (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, Waterhouse i sar.,
2009). Sekvence su analizirane radi predikcije prisustva N-signalnog peptida i GPI
signala na C-terminusu pomocu programa SignalP 4.0.

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, Petersen 1 sar., 2011) 1 big-PI Plant Predictor

(http://mendel.imp.ac.at/gpi/plant_server.html, Eisenhaber i sar., 2003), respektivno.

Predvidena mesta N-glikozilacije su identifikovana pomocu programa NetNGlyc 1.0.

Server (www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). AG-II glikomoduli, koji predstavljaju

potencijalna mesta O-glikozilacije, su pretrazivani manuelno.

3.8.3. RT-PCR i ¢RT-PCR analiza ekspresije gena koji kodiraju

sintezu arabinogalaktanskih proteina kicice

Za analizu ekspresije gena koji kodiraju sintezu AGP kiCice sakupljani su
odsecci listova gajeni na BM hranljivoj podlozi, na svetlosti ili u mraku, i na BM5
hranljivoj podlozi, na svetlosti, odnosno na BM6 podlozi, u mraku. Uzorci su sakupljani

posle 3, 5, 7, 10, 15 1 20 dana od pocetka eksperimenta. RT-PCR analizom pokazana je
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transkripcija gena koji kodiraju AGP, dok su nivo i dinamika transkripcije odredeni

gRT-PCR analizom. Uzorci su do upotrebe ¢uvani u zamrzivacu na —80 °C.

3.8.3.1. PCR amplifikacija

Izolacija RNK, tretman DNK-azom i RT reakcija su uradene na prethodno
opisan nacin (poglavlja 3.8.2.1., 3.8.2.2. 1 3.8.2.3). U cilju potvrdivanja specifi¢nosti
dizajniranih prajmera za q-PCR jednolan¢ana cDNK je umnozena PCR reakcijom.
Svaka pojedina¢na PCR reakcija odvijala se u smesi zapremine 50 pl, a komponente i
uslovi PCR reakcije su opisani u poglavlju 3.8.2.4. Prajmeri za potencijalne AGP gene
ki¢ice (CeAGPI — CeAGPS5) su dizajnirani pomoc¢u programa Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Prajmeri ("Forward" i "Reverse")

koris¢eni za amplifikaciju fragmenata pretpostavljenih pet gena koji kodiraju sintezu
arabinogalaktanskih proteina kicice u PCR reakcijama prikazani su u Tabeli 11.
Specifi¢nost svih koriS¢enih prajmera potvrdena je na dva nacina, gel elektroforezom
RT-PCR produkata i analizom krive topljenja posle qRT-PCR reakcije.

PCR produkati su razdvojeni elektroforezom u agaroznom gelu na prethodno
opisani nacin (poglavlje 3.8.2.4), a zatim analizirani poredenjem duzine amplikona AGP
gena Kkicice sa fragmentima komercijalnog markera 50 bp DNK ladder (Fermentas, SM
1133).

Tabela 11. Prajmeri koris¢eni u PCR reakcijama

Duzina
Gen Prajmeri amplikona

(bp)
F: 5'-GAC CGT TTG GAA TTG AGA CA-3'
CedGPI R: 5'-ACT CAA CAA CTC AAA CTC CG-3 166

F: 5-CAA ATA CGC GGA TCC ATC AT-3'
CedGP2 RS GAT TCC GGA GTA TCA AAC GG-3 157

F: 5-CCATTT ATG CCT GAG CAG TT-3'
CedGP3 R: 5'-CTT CTA ATG CTG GTG GCT TT-3 153

CeAGP4 F: 5'-AGA TCT CGG TCA CGT GAA TA-3' 171
¢ R: 5'-GTT AAC AAT CCG GGA GCA AT-3

F: 5'-TCT CAG CAC GAA CAT AAA GC-3'
CedGPs R: 5'-GAC GGT GTG GAA TTT GAG AT-3 160

F: 5-TGA CGG AGA ATT AGG GTT CG-3'
I8SrRNK R "5 CAA TGG ATC CTC GTT AAG GG-3 190 bp
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3.8.3.2. Priprema standarda za qRT-PCR reakcije

Standardi za apsolutnu kvantifikaciju CeAGP1, CeAGP2, CeAGP3, CeAGP4 i
CeAGPS transkripata su bili pripremljeni od dobijene cDNA koja je amplifikovana
specificnim prajmerima. Dobijeni amplikoni su razdvojeni elektroforetski na 2,5%
agaroznom gelu, ekstrahovani iz gela i spektrofotometrijski kvantifikovani. Za svaki
gen je bila napravljena serija razblazenja od 10° do 10° kopija/ul, koja su potom
koriS¢ena kao standardi.

Ekstrakcija je radena je Gene JET™

Gel Extraction Kit—om (Fermentas). Trake na
gelu, koje su bile uocljive pri UV osvetljenju, su odsecane skalpelom, izmerene i
ubacene u Ependorf-epruvete. U Ependorf-epruvete je sipan pufer za vezivanje
("Binding Buffer") u odnosu 1:1 (w/v). Sadrzaj u Ependorf-epruvetama je inkubiran u
vodenom kupatilu na 56 °C tokom 10 min da bi se gel u potpunosti rastvorio. Ependorf-
epruvete su povremeno okretane da bi se ubrzalo rastvaranje gela. U Ependorf-epruvete
je dodato 100 ul 100% izopropanola i sadrZzaj je snazno promuckan. Sadrzaj iz
Ependorf-epruveta je zatim prebacen u kolone, centrifugiran je 1 min na 13000 obrtaja u
minuti, filtrat je bacen, a kolone su vracene u iste Ependorf-epruvete. Dodato je 700 ul
pufera za ispiranje ("Wash Buffer"). Ependorf-epruvete su centrifugirane 1 min na
13000 obrtaja u minuti. Filtrati su baceni, a kolone su vracene u iste Ependorf-epruvete.
Prazne kolone su centrifugirane 1 min na 13000 obrtaja u minuti da bi se kompletno
odstranili ostaci pufera za ispiranje. Kolone su prebacene u Ciste Ependorf-epruvete od
2 ml u koje je dodato 50 ul elucionog pufera ("Elution Buffer") i centrifugirane 1 min na
13000 obrtaja u minuti. Kolone su odstranjene, a filtrati, koji su sadrzali DNK iz
agaroznog gela, su ¢uvani na —20 °C.

Kvantifikacija ekstrahovanih produkata RT-PCR reakcije je odredena
spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 260 nm (10 pl uzorka DNK + 990 pnl
Tris—HCI 10 mM pH 7,5) i izraCunavana prema formuli:

CDNK (].Lg/ },ll) = (50 I.Lg/ ul X A260 X razblaienje)/1000=5 X A260

Nakon spektrofotometrijske kvantifikacije napravljena je serija razblazenja od

10° do 10’ kopija/ul, koja su koriiéena kao standardi. Standardi su pravljeni u tri
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ponavljanja u Ependorf-epruvetama od 0,2 ml. Za qPCR je uzimano po 1 pl standarda.

3.8.3.3. Kvantitativni RT-PCR

Jednolanc¢ana cDNK dobijena u RT reakciji je koriS¢ena u kvantitativnoj "real-
time" PCR (qPCR) reakciji, koja je postavljena na optickoj ploc¢i sa 96 bunari¢a
(MicroAmp™, Applied Biosystems). Svaka pojedinaéna qPCR reakcija odvijala se u

smesi zapremine 25 pl. Komponente reakcije su prikazane u Tabeli 12.

Tabela 12. Sastav reakcione smese pojedina¢ne qPCR reakcije.

Komponente reakcione smese za qPCR reakciju pl

Syber Green Mix 12,5
R+F prajmeri (oba po 0,3 uM) 1,0
voda 10,5
c¢DNK uzorka (100 ng / pl) ili standard 1,0
Ukupna zapremina 25,0

Q-PCR analiza je uradena pomo¢u Maxima SYBR Green I Master Mix
(Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X), Fermentas, Lithuania) koji je, od
strane proizvodaca, ve¢ pripremljena smeSa Taq DNK polimeraze, dNTP-a,
fluorescentne boje SYBR Green i pasivne referentne fluorescentne ROX boje u
odgovarajuéem qPCR puferu. SYBR Green boja se vezuje za dvolan¢anu DNK na dva
nacina, interkaliranjem i za mali Zljeb, pri ¢emu emituje fluorescentni signal koji se
detektuje pomocu qPCR aparata u trenutku kada je signal najintenzivniji (za svaki
ciklus), a to je na kraju koraka ekstenzije.

Za amplifikaciju fragmenata pet potencijalnih 4GP gena ki¢ice u qPCR
reakcijama koriS¢eni su prajmeri (Forward i Reverse) prikazani u Tabeli 11. Radi
provere ujednacenosti koli¢ine ukupne c¢cDNK u svim uzorcima amplifikovan je i

referentni gen za /8S ¥rRNK (Bogdanovic i sar., 2013) (Tabela 11).

Uslovi gPCR reakcije:

1. Pocetna denaturacija odvijala se na 95 °C, 10 min
2. 40 ciklusa:

a) Denaturacijana 95 °C, 15 s
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b) Vezivanje prajmera na 56 °C, 30 s
c¢) Ekstenzijana 72 °C, 30 s
3. Finalna ekstenzija na 72 °C, 10 min
4. Analiza krive topljenja
Sve qPCR reakcije uradene su u tri bioloska ponavljanja u masini ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems Co, Foster City, USA).

3.9. Statisticka obrada podataka

Za statisticku analizu je koris¢en softver STATGRAPHICS Centurion XVI.
Podaci su podvrgnuti analizi varijanse (ANOVA), a za utvrdivanje statisticke
znacajnosti razlika medu srednjim vrednostima koriséen je test LSD (,,least significant
difference®). Graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomocu racunarskog

programa Microsoft Office Excel.
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4. REZULTATI

4.1. Proces morfogeneze in vitro iz odsecaka listova kicice

Sterilisana semena kicice su klijala na svetlosti na 2 BM hranljivoj podlozi i
razvijali su se klijanci koji su gajeni na istoj podlozi radi uspostavljanja in vitro kultura
kic¢ice. Odsecci listova su izolovani sa in vitro gajenih biljaka, isecanjem dva para
listova sa nodusa najblizih apeksu, i postavljani su svojom abaksijalnom stranom na
hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.

U cilju ispitivanja in vitro morfogeneze odsecci listova poreklom od in vitro
gajenih biljka C. erythraea gajeni su na BM, BM1, BM2, BM3, BM4, BM5 i BM6
hranljivim podlogama sa regulatorima rastenja 2,4 D i CPPU (Tabela 3). Odsecci
listova su gajeni na svetlosti (16 h svetlosti — 8 h mrak) ili u uslovima kontinualnog
mraka.

Tokom prvih sedam dana gajenja eksplantata, na vecini ispitivanih hranljivih
podloga uocene su prve morfoloSke promene na odseccima listova. Odsecci listova su
se uvecali 1 promenili oblik.

Kod odsecaka listova gajenih na BM hranljivoj podlozi, na svetlosti obrazovali
su se adventivni pupoljci putem direktne organogeneze (Slika 9a, Tabela 13), mada je
frekvenca pojave pupoljaka bila niska (20£5,8). Kod eksplantata gajenih na BM
hranljivoj podlozi, u mraku su se formirali adventivni korenovi putem direktne

rizogeneze, 28 dana od pocetka eksperimenta (Slika 9b).
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Slika 9. Organogeneza pupoljaka i korenova in vitro iz odsecaka listova C. erythraea Rafn.
gajenih na BM hranljivoj podlozi nakon 28 dana: a) formiranje adventivnih pupoljaka na
eksplantatima gajenim na svetlosti; b) direktna rizogeneza na eksplantatima gajenim u mraku.

Tabela 13 Efekat regulatora rastenja i uslova osvetljenja na formiranje kalusa, embriogenog
kalusa i adventivnih pupoljaka. Podaci su sakupljeni nakon 28 dana gajenja odsecaka listova na
hranljivim podlogama. Vrednosti predstavljaju proseéne vrednosti sa standardnim greskama.
Oznake istog slova u okviru jedne kolone oznacavaju da nema statisti¢ki znacajnih razlika (za p
<0,05) izmedu srednjih vrednosti.

Hranljiva svetlost mrak
podloga
% eksplantata Yo % eksplantata Yo
Oznaka % eksplantata % eksplantata
.. sa sa
hranljive | eksplantata . . sa eksplantata . . sa
embriogenim . embriogenim ..
podloge sa kalusom adventivnim | sa kalusom adventivnim
kalusom .. kalusom .
pupoljcima pupoljcima
BM 0,0a 0,0a 20+5,8 b 0,0a 0,0a 0,0
BM1 100,0 b 28,3+4,0 b 0,0a 98,3£1,7b 133442 a 0,0
BM2 100,0 b 93,3+4,2 ¢ 28,3+6,0bc | 100,0+0b 40,0£3,6 b 0,0
BM3 100,0 b 100,0+0,0d | 30,0+8,9bc | 100,0+0b | 51,7+7,5bc 0,0
BM4 100,0 b 100,0£0,0d | 31,744,0bc | 100,0+0b | 60,0+8,2 cd 0,0
BMS5 100,0 b 100,0£0,0d | 45,0+11,5¢ | 100,0+0b | 70,0+7,3 de 0,0
BM6 100,0 b 100,0+0,0 d 41,7+6,0 ¢ 100,040 b 78,3+6,5 ¢ 0,0

Tokom druge nedelje gajenja na hranljivim podlogama sa regulatorima rastenja,

2,4 D i CPPU, formirano je kalusno tkivo uglavnom po obodu izolovanog eksplanata i

na svetlosti i u mraku (Slike 10 i 11). Proces dediferencijacije pocetnog eksplantata i

formiranje kalusa su bili izrazeniji u kulturama koje su gajene na svetlosti (Slika 10).

100% eksplantata gajenih na podlogama koje su sadrzale CPPU i 2,4 D (BM1 - BM6),
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formiralo je kaluse (Tabela 13). Na eksplantatima su uocene tri vrste kalusa:
embriogeni, organogeni i rizogeni. Na BM1 hranljivoj podlozi gde je odnos auksina 1
citokinina bio u korist auksina preovladavao je rizogeni kalus (Slike 10a, 10c, 10e, 11c i
11e). Takode je doslo i do formiranja embriogenog kalusa, ali je procenat eksplantata sa
ovom vrstom kalusa nizi kod eksplantata gajenih u mraku (13.3%) u odnosu na
eksplantate koji su gajeni na svetlosti (28,3%) (Tabela 13). Na odseccima listova
gajenim na svetlosti na istoj BM1 hranljivoj podlozi, pored rizogenog i embriogenog

kalusa, obrazovao se i organogeni kalus (Slike 10c i 10e).
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Slika 10. Proces formiranja kalusa i morfogeneze (SE i organogeneze pupoljaka) iz odsecaka
listova C. erythraea gajenih na svetlosti: a — nakon 14 dana na BM1; b — nakon 14 dana na
BM6; ¢ - nakon 21 dana na BM1; d - nakon 21 dana na BM6; ¢ - nakon 28 dana na BM1; f -
nakon 28 dana na BM6; rk - rizogeni kalus; ok - organogeni kalus; og — organogena globula; se
— somatski embrion; ap — adventivni pupoljak.
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Slika 11. Proces formiranja kalusa i SE iz odsecaka listova C. erythraea gajenih u mraku: a —
nakon 14 dana na BM1; b — nakon 14 dana na BM6; ¢ - nakon 21 dana na BM1; d - nakon 21
dana na BM6; e - nakon 28 dana na BM1; f - nakon 28 dana na BM6; k — kalus; rk - rizogeni
kalus; ek — embriogeni kalus; se — somatski embrion.
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Sa porastom koncentracije CPPU mogao se uociti porast broja eksplantata sa
embriogenim kalusom bez obzira na uslove osvetljenja u kojima su eksplantati gajeni
(Tabela 13). Takode je CPPU primenjen u viSim koncentracijama stimulisao proces
indirektne somatske embriogeneze, na BM3-BM6 hranljivim podlogama (Slike 10f,
11d, 11f, 12a, 12¢, 12e i 12f, Tabela 13). Proces SE kod kicice iz odsecaka listova
uglavnom je indirektan, Sto znac¢i da se prvo razvija embriogeni kalus, a potom se
formiraju somatski embrioni. Somatski embrioni na globularnom stadijumu razvili su se
deset dana nakon postavke eksplantata na podloge (Slika 11d). Na kraju subkulture na
istom eksplantatu istovremeno su uoceni somatski embrioni na razliitim stupnjevima

razvica, S§to ukazuje na asinhronost procesa SE (Slika 12).
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Slika 12. Proces SE i organogeneze in vitro iz odsecaka listova C. erythraea nakon 28 dana: a)
somatski embrioni formirani na BM3, na svetlosti; b) organogene globule formirane na BM4, na
svetlosti; ¢) kompletno razvijen somatski embrion na BMS5, na svetlosti; d) adventivni pupoljak
i organogene globule formirani na BM6, na svetlosti; ¢) somatski embrioni formirani na BM6, u
mraku; f) somatski embrioni na kotiledonarnom stadijumu razvic¢a formirani na BM6, u mraku;
se — somatski embrion; og — organogena globula; ap — adventivni pupoljak; kse — somatski
embrioni na kotiledonarnom stadijumu razviéa
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Adventivni pupoljci su se obrazovali na eksplantatima gajenim na svetlosti
nakon 18 dana od pocetka eksperimenta. Osim adventivnih pupoljaka uocen je veliki
broj organogenih globula (Slika 10d, 13). Nakon 28 dana od pocetka eksperimenta
najveci broj pupoljaka je formiran na BMS5, dok se na BM1, sa niskom koncentracijom

(0,01 mg/l) CPPU, pupoljci nisu obrazovali (Tabela 13).

Slika 13. Formiranje adventivnih pupoljaka na odseccima listova gajenim na svetlosti: a)
organogene globule formirane na BM6, nakon 21 dana ; b) adventivni pupoljci formirani na
BM4, nakon 28 dana; c) adventivni pupoljci formirani na BMS5, nakon 28 dana; d) adventivni
pupoljci formirani na BM6, nakon mesec dana; og — organogena globula; ap — adventivni
pupoljak.
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4.2. Regeneracija i aklimatizacija biljaka C. erythraea

U cilju ispitivanja daljeg razvoja adventivnih pupoljaka i somatskih embriona,
kulture su prebacene na 2 BM hranljivu podlogu. Pri produZenom trajanju subkulture
uoceno je da se broj pupoljaka povecava. Najefikasnija regeneracija pupoljaka dobijena
je na odseccima listova koji su gajeni na BMS5 hranljivoj podlozi tokom 28 dana, a zatim

prebaceni na 2 BM hranljivu podlogu (Slika 14).

Slika 14. Formiranje adventivnih pupoljaka na odse¢cima listova gajenim na svetlosti: a)
odsecci listova koji su gajeni na BMS5, tokom 28 dana na svetlosti, pa zatim prebaceni na 2 BM;
b) odsecci listova koji su gajeni na BMS, tokom 28 dana u mraku, pa zatim prebaceni na > BM.

Za oziljavanje 1 aklimatizaciju birani su dobro razvijeni pupoljci sa eksplantata
koji su prebaceni na 2 BM hranljivu podlogu. Regenerisane biljke su prebacivane na /2
BM hranljivu podlogu, gde je dolazilo do spontanog oziljavanja.

Oziljene biljke su presadene u komercijalni supstrat 1 aklimatizovane u
stakleniku (Slika 15). Ukupan procenat aklimatizacije iznosio je 96%. Regenerisane
biljke u uslovima in vitro kulture, gajene na '/, BM hranljivoj podlozi, kao i regeneranti

aklimatizovani u staklari su cvetali (Slika 15c¢).
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Slika 15. Aklimatizacija in vitro regenerisanih biljaka C.erythraea: a) regenerisane biljke u
kulturi; b) oziljene biljke; ¢) aklimatizovane biljke u staklari.
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4.3. Anatomska istrazivanja morfogeneze in vitro kicice

U cilju odredivanja porekla somatskih embriona i adventivnih pupoljaka iz
odsecaka listova kicice uradena su anatomska istrazivanja procesa in vitro morfogeneze
primenom tehnike svetlosne mikroskopije. Anatomija razvojnih stadijuma somatskih
embriona i adventivnih pupoljaka je pracena kod odsecaka listova koji su gajeni na BM,
BM1 i BM6 hranljivim podlogama, na svetlosti. Za anatomska istrazivanja su fiksirani
odsecci listova u razli¢itim vremenskim intervalima od pocetka eksperimenta tj. nakon
0,3,5,7,10, 15, 20 i 28 dana. Na uzduznom preseku lista uocava se tipi¢na grada ovog
vegetativnog organa, donji (DE) i1 gornji epidermis (GE), palisadno (PT) i sunderasto
tkivo (ST) i provodni snopici (PS). U okviru ¢elija donjeg epidermisa uocavaju se i
stome (S). Ono §to je specificno za gradu lista ki¢ice koja se gaji u uslovima in vitro je
prisustvo velikih intercelulara izmedu c¢elija palisadnog i sunderastog tkiva (Slika 16a).
Posle sedam dana gajenja na hranljivoj podlozi sa regulatorima rastenja diferenciraju se
meristemski centri deobama ¢elija subepidermalnih slojeva lista (Slika 16b). Oni su
izgradeni od malih izodijametri¢nih ¢elija sa gustom citoplazmom. Kako je proces SE u
iz odsecaka listova kicice asinhron, na serijskim presecima eksplantata, posle 14 dana
od pocetka eksperimenta mogu se pored mnostva meristemskih centara uociti i prve
proembriogene strukture (Slika 16¢). One verovatno nastaju kao rezultat antiklinih
¢elijskih deoba. Na eksplantatima iste starosti se mogu uociti i somatski embrioni na
globularnom stadijumu razvica, izgradeni od izodijametricnih celija, oivi¢enih slojem
protoderma (Slika 16d). Daljom proliferacijom celija duz ose embriona dolazi do
uspostavljanja razvojnog stadijuma sa izraZzenijom polarno$¢u - somatskog embriona na
srcastom stadijumu razviéa (Slika 16e). Nakon 28 dana gajenja na induktivnoj
hranljivoj podlozi, struktura pocCetnog eksplantata je delimi¢no dezintegrisana, a na
presecima mogu se uociti vakuolizirane ¢elije 1 veliki intercelulari, a na povrSini pored
brojnih meristemskih centara se javljaju i somatski embrioni na svim razvojnim

stadijumima, pa i oni kompletno razvijeni.
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Slika 16. Proces SE iz odsecaka listova ki¢ice na BM6 hranljivoj podlozi: a) uzduzni presek
odsecka lista kicice sa jasno uo€ljivim donjim (DE) i gornjim epidermisom (GE), palisadnim
(PT) 1 sunderastim (ST) tkivom i provodnim snopi¢ima (PS), *-intercelulari; b) meristemski
centri (MC) formirani u subepidermalnom sloju lista; c¢) proembriogena nodula; d) globularni
somatski embrion; e) somatski embrion na srcastom stadijumu razvica; f) kompletno
diferenciran somatski embrion sa apikalnim meristemom, lisnim primordijama (LP) i
meristemom korena (MK).
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Somatski embrion na kotiledonarnom stadijumu razvica kicice ima dobro
razvijen apikalni meristem, lisne primordije i meristem korena (Slika 16f). Somatski
embrioni su poreklom od subepidermalnih ¢elija lista i na kraju svog formiranja nemaju
nikakvu vaskularnu vezu sa pocetnim eksplantatom. Na osnovu toga je pretpostavljeno
da je SE iz odsecaka listova kicice indirektna, a da somatski embrioni imaju visecelijsko
poreklo.

Anatomskim analizama je potvrdeno da se pored procesa SE, odvijao i proces
organogeneze iz odsecaka listova kicice. Posle 10-15 dana gajenja odsecaka listova na
induktivnim hranljivim podlogama, na uzduZznom preseku u regionu sunderastog i
palisadnog tkiva mogu se uociti brojne izodijametricne Celije bogate citoplazmom koje
se intezivno dele i formiraju kalusno tkivo. Kao rezultat ovih aktivnosti nastaju brojni
meristemski centri, neravnomerno rasporedeni po mezofilu lista i subepidermalnom
tkivu (Slika 17a). Njihovom daljom diferencijacijom formiraju se brojne inicijale
adventivnih pupoljaka (Slika 17b). Posle 20 dana gajenja na induktivnoj hranljivoj
podlozi primarna struktura eksplantata je dezintegrisana zbog razvica i rasta kalusa.
Kalus grade visoko vakuolizirane ¢elije poreklom od ¢elija mezofila lista. Na njegovoj
periferiji uocavaju se diferencirani adventivni pupoljci, koji su vaskularnim vezama i
dalje spojeni sa vaskularnim elementima pocetnog eksplantata (Slika 17¢). Kompletno
razvijen adventivni pupoljak ima apikalni meristem, brojne lisne primordije i vaskularne
elemente (Slika 17d). Adventivni pupoljci se formiraju diferencijacijom meristemskih

¢elija kalusnog tkiva poreklom od mezofilnih ¢elija lista.

74



Slika 17. Proces organogeneze iz odsec¢aka listova kicice gajenih na BM6 hranljivoj podlozi na
svetlosti: a) uzduzni presek lista sa brojnim meristemskim centrima (MC), posle 14 dana; b) deo
odsecka lista sa brojnim inicijalama adventivnih pupoljaka (AP); ¢) i d) detalj adventivnog
pupoljka sa razvijenim apikalnim meristemom (AM), lisnim primordijama (LP) i vaskularnim
elementima (VE).
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4.4. Aktivnost antioksidativnih enzima tokom procesa morfogeneze

in vitro Kicice

Za analizu antioksidativnih enzima koris¢eni su odsecci listova gajeni na BM,
BM1 i BM6 hranljivim podlogama, na svetlosti ili u mraku. Kao kontrola kori$éeni su
intaktni listovi kiCice. Prac¢ena je dinamika promene aktivnosti antioksidativnih enzima
tokom prve 4 nedelje (svakih 7 dana) procesa morfogeneze in vitro. Aktivnost
antioksidativnih enzima je ispitana i u listovima regeneranata dobijenih procesom

organogencze.

4.4.1. Aktivnost superoksid dismutaza tokom procesa morfogeneze in

vitro Kkiéice

U intaktnim listovima, koji su sluzili kao izvor eksplantata, i u listovima
regeneranata kicice gajenih in vitro detektovane su tri izoforme Cu/Zn-SOD, oznacene
kao A, B i C (Slika 18). Razli¢ite izoforme superoksid dismutaze su identifikovane tako
Sto su gelovi sa identicnim uzorcima pre bojenja inkubirani u kontrolnom kalijum
fosfatnom puferu ili u prisustvu inhibitora koji su specifi¢ni za pojedine SOD izoforme.
U prisustvu vodonik-peroksida koji inhibira Cu/Zn-SOD i Fe-SOD izoforme bila je
aktivna jedna izoforma koja se javila samo na jednom tretmanu tokom morfogeneze in
vitro na svetlosti, 14. dana na BM hranljivoj podlozi (Slike 18 i 19). Takode je ova
izoforma aktivna u prisustvu kalijum cijanida koji inhibira Cu/Zn-SOD izoforme. Ovi
rezultati ukazuju da se radi o Mn-SOD izoformi. U kalijum fosfatnom puferu koji je
sluzio kao kontrola bile su aktivne sve izoforme. Fe-SOD izoforma nije detektovana ni
u jednom uzorku tokom morfogeneze in vitro kicice.

Do povecanja kumulativne aktivnosti Cu/Zn-SOD u odnosu na kontrolu doslo je
nakon povredivanja listova kicice radi pripreme eksplantata za postavljanje na hranljive
podloge za ispitivanje morfogeneze, tako $to je povecana aktivnost izoformi A, B i C.
Na osnovu dobijenih rezultata spektrofotometrijske kvantifikacije aktivnosti SOD (Slike
19B i 20B) takode je uoceno povecanje ukupne aktivnosti SOD u eksplantatima (140,26
+ 1,10 mmol min" mg™) usled delovanja mehani¢kog stresa u odnosu na kontrolne

(intaktne) listove izdanaka (78,19 + 1,40 mmolmin'mg™).
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Cw/Zn-SOD A —

Mn-SOD —

CwZn-SOD B —»
Cw/Zn-SOD C —

kontrola KCN H202

Slika 18. Razdvajanje SOD izoformi: 1 - odsecci listova kicice gajeni na BM tokom 14 dana; 2
- odsecci listova kicice gajeni na BM1 tokom 7 dana;

Na BM hranljivoj podlozi kumulativna aktivnost Cu/ZnSOD je uglavnom bila
nepromenjena u odnosu na kontrolnu vrednost, mada je 14. 1 21. dana na svetlosti doslo
do pada njene aktivnosti (Slike 19A i 20A). Tokom morfogeneze na svetlosti tokom 28
dana doslo je do smanjenja kumulativne aktivnosti Cu/Zn-SOD na BMI1 i BM6
hranljivim podlogama, a smanjenje je bilo posebno izrazeno 21. i 28. dana od pocetka
eksperimenta (Slika 19A). Cu/Zn-SOD B izoforma je zastupljena kod svih uzoraka na
svetlosti, iako slabije izrazena na BMI1 i1 BM6 hranljivim podlogama dok su
zastupljenosti Cu/Zn-SOD A i Cu/Zn-SOD C varirale u zavisnosti od tretmana (Slika
19A). Aktivnost Cu/Zn-SOD A se smanjivala nakon 21. dana do potpunog odsustva
aktivnosti ove izoforme 28. dana na BM1 1 BM6 hranljivim podlogama. Cu/Zn-SOD C
je imala najmanju aktivnost u odnosu na ostale aktivne izoforme Cu/Zn-SOD. Kod
eksplantata gajenih i na BM1 1 BM6 hranljivim podlogama aktivnost Cu/Zn-SOD C u
potpunosti odsustvuje, osim 7. dana na BM1 hranljivoj podlozi (Slika 19A). Tokom
morfogeneze u mraku takode je doSlo do smanjenja kumulativne aktivnosti SOD 28.
dana od pocetka eksperimenta na BM1 i BM6 hranljivim podlogama pri ¢emu je
aktivnost sve tri Cu/Zn-SOD izoforme bila prisutna na svim tretmanima. U listovima

regeneranata su detektovane sve izoforme.
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Slika 19. Aktivnost SOD tokom morfogeneze iz odsecaka listova ki¢ice gajenih na svetlosti: A)
Relativna aktivnost SOD odredena gel testom. Za nativnu elektroforezu koriséeno je 60 pg
ukupnih proteina. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijski i normalizovana u odnosu na kontrolu, koja je uzeta kao 100%; B)
Totalna (ukupna) aktivnost SOD je odredena spektrofotometrijski. Rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne
greske srednjih vrednosti. Oznake istog slova oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika
(za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti; IL — intaktni listovi ki¢ice; WE — sveZe izolovani
odsecci listova koji nisu gajeni na hranljivoj podlozi; LR — listovi regeneranata;, BM, BMI1,
BMG6 — hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.
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Slika 20. Aktivnost SOD tokom morfogeneze iz odsecaka listova ki¢ice gajenih u mraku: A)
Relativna aktivnost SOD odredena gel testom. Za nativnu elektroforezu koris¢eno je 60 pg
ukupnih proteina. Relativna aktivnost pojedinac¢nih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijski i normalizovana u odnosu na kontrolu, koja je uzeta kao 100%; B)
Totalna (ukupna) aktivnost SOD je odredena spektrofotometrijski. Rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne
greSke srednjih vrednosti. Oznake istog slova oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika
(za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti; IL — intaktni listovi ki¢ice; WE — sveze izolovani
odsecci listova koji nisu gajeni na hranljivoj podlozi; LR — listovi regeneranata; BM, BM1,
BMG6 — hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.
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4.4.2. Aktivnost katalaza tokom morfogeneze in vitro Kicice

Aktivnost 3 glavne izoforme CAT (CAT B, C i D) detektovana je u intaktnim
listovima kicice i listovima regeneranata, kao i tokom morfogeneze na svetlosti i u
mraku, koje su inace prisutne kod svih uzoraka, ali se aktivnost ovih izoformi menjala
tokom morfogeneze (Slike 21A i 22A). Osim ovih katalaznih izoformi kod pojedinih
uzoraka na svetlosti je detektovano viSe bliskih izoformi CAT sa veéom
elektroforetskom mobilnoséu koje nisu mogle biti razdvojene. CAT A izoforma se
mogla uociti samo kod odsecaka listova gajenih na BM hranljivoj podlozi, na svetlosti,
14. dana od pocetka eksperimenta.

Visoka kumulativna aktivnost CAT je zabelezena u listovima regeneranata, kao i
povisena aktivnost CAT kod sveze izolovanih odsecaka listova u odnosu na kontrolne
intaktne listove. Rezultati spektrofotometrijske kvantifikacije ukupne aktivnosti CAT
(Slike 21B i 22B) su takode pokazali da je nakon delovanja mehanickog stresa na
intaktne listove ukupna aktivnost enzima udvostruena (87,8 + 0,54 mmol min" mg™) u
odnosu na kontrolnu vrednost (44,63 + 2,94 mmol min" mg™). Visoka vrednost ukupne
aktivnosti CAT je izmerena u listovima regeneranata (80,36 + 0,79 mmol min™ mg™).
Tokom morfogeneze kumulativna aktivnost se uglavnom smanjivala u odnosu na
kontrolnu vrednost, mada su kod pojedinih uzoraka detektovana povecanja. Najvisa
kumulativna aktivnost CAT je uocena 21. dana na BM hranljivoj podlozi, i na svetlosti i
u mraku, a ovom povecanju je prethodio pad aktivnosti (Slike 21A i 22A). Tokom
kalusogeneze na BMI1 hranljivoj podlozi, na svetlosti, smanjena je kumulativna
aktivnost CAT, uz smanjenje aktivnosti dve izoforme CAT C i D, dok je aktivnost CAT
B bila nepromenjena (Slika 21A). Kod eksplantata gajenih na istoj hranljivoj podlozi, u
mraku, aktivnost CAT je bila smanjena 7. dana, a zatim povecana 14. i 21. dana od
pocetka eksperimenta (Slika 22A). Kod eksplantata gajenih na BM6 hranljivoj podlozi,
na svetlosti ili u mraku, nakon 14 dana doslo je do povecanja kumulativne aktivnosti
CAT, koje je bilo praceno padom aktivnosti tokom daljeg procesa morfogeneze (Slike
21Ai22A).

Tokom morfogeneze na svim hranljivim podlogama detektovano je smanjenje

ukupne aktivnosti CAT u odnosu na kontrolnu vrednost (Slike 21B i 22B).
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Slika 21. Aktivnost CAT tokom morfogeneze iz odsecaka listova kiCice gajenih na svetlosti: A)
Relativna aktivnost CAT odredena gel testom. Za nativnu elektroforezu koriséeno je 5 g
ukupnih proteina. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijski i normalizovana u odnosu na kontrolu, koja je uzeta kao 100%; B)
Totalna (ukupna) aktivnost CAT je odredena spektrofotometrijski. Rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne
greske srednjih vrednosti. Oznake istog slova oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika
(za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti; IL — intaktni listovi kic¢ice; WE — sveZe izolovani
odsecci listova koji nisu gajeni na hranljivoj podlozi; LR — listovi regeneranata; BM, BM1,
BM6 — hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.
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Slika 22. Aktivnost CAT tokom morfogeneze iz odsecaka listova ki¢ice gajenih u mraku: A)
Relativna aktivnost CAT odredena gel testom. Za nativnu elektroforezu koriséeno je 5 pg
ukupnih proteina. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijski i normalizovana u odnosu na kontrolu, koja je uzeta kao 100%; B)
Totalna ( ukupna) aktivnost CAT odredena spektrofotometrijski. Rezultati predstavljaju srednju
vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske
srednjih vrednosti. Oznake istog slova oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p <
0,05) izmedu srednjih vrednosti; IL — intaktni listovi ki¢ice; WE — sveze izolovani odsecci
listova koji nisu gajeni na hranljivoj podlozi; LR — listovi regeneranata; BM, BM1, BM6 —
hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.
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4.4.3. Aktivnost peroksidaza tokom morfogeneze in vitro kicice

Dokazivanjem aktivnosti POX u gelu nije bilo moguce razdvojiti pojedinacne
izoforme POX kada je kao supstrat kori§¢en 4-hloro-a-naftol, tako da je kod vecine
uzoraka uoceno vise bliskih traka aktivnosti POX izoformi koje se nisu razdvojile (Slike
23A i 24A). Samo su kod eksplantata gajenih na BM hranljivoj podlozi tokom 14. 1 28.
dana na svetlosti detektovane diskretne POX izoforme bliskih elektroforetskih
mobilnosti (Slika 23A). Kod eksplantata gajenih na BM hranljivoj podlozi uocen je
porast kumulativne aktivnosti POX tokom organogeneze, a najvisa vrednost je
detektovana 28. dana od pocetka eksperimenta, dok je na BM1 i BM6 detektovano
smanjenje kumulativne aktivnosti POX tokom morfogeneze. Ovi trendovi su uoceni
kako tokom morfogeneze koja se odvijala na svetlosti, tako i kod morfogeneze u mraku
(Slike 23A i 24A). Pokazalo se da je gel testom teSko detektovati aktivnost POX kod
kicice, jer posle bojenja sa najcesce koris¢enim POX supstratima, gvajakolom i
pirogalolom, izoforme POX nisu uocene na gelu. S obzirom na to, u ovom istrazivanju
smo se oslonili na rezultate spektrofometrijske kvantifikacije POX. Tokom
morfogeneze iz odsecaka listova kiCice ukupna aktivnost POX je bila poveéana (Slike
23B, 24B).

Rezultati spektrofometrijske i kvantifikacije na gelu peroksidaza su pokazali da
je nakon povredivanja listova kicice radi pripreme eksplantata doSlo do smanjenja
aktivnosti POX u odse¢cima listova (0,16 + 0,02 mmol min™ mg'l) u odnosu na
kontrolu (0,27+0,02 mmol min™' mg™), §to je i najniZa izmerena vrednost POX. Ukupna
aktivnost POX bila statististicki znacajno veca u odnosu na kontrolu i u listovima
regeneranata (0,58 + 0,03 mmol min” mg™), kao i tokom morfogeneze. Najvec¢a ukupna
aktivnost POX (1,31 + 0,3 mmol min" mg™) je izmerena 21. dana na BMI hranljivoj
podlozi, na svetlosti, odnosno 14. dana na istoj hranljivoj podlozi u mraku (1,2 + 0,02

mmol min” mg™).
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Slika 23. Aktivnost POX tokom morfogeneze iz odsecaka listova ki¢ice gajenih na svetlosti: A)
Relativna aktivnost POX odredena gel testom. Za nativnu elektroforezu koris¢eno je 60 pg
ukupnih proteina. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijski i normalizovana u odnosu na kontrolu, koja je uzeta kao 100%; B)
Totalna (ukupna) aktivnost POX je odredena spektrofotometrijski. Rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne
greske srednjih vrednosti. Oznake istog slova oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika
(za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti; IL — intaktni listovi ki¢ice; WE — sveZe izolovani
odsecci listova koji nisu gajeni na hranljivoj podlozi; LR — listovi regeneranata, BM, BMI,
BMG6 — hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.
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Slika 24. Aktivnost POX tokom morfogeneze iz odsecaka listova ki¢ice gajenih u mraku: A)
Relativna aktivnost POX odredena gel testom. Za nativnu elektroforezu koriséeno je 60 pg
ukupnih proteina. Relativna aktivnost pojedinac¢nih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijski i normalizovana u odnosu na kontrolu, koja je uzeta kao 100%. B)
Totalna (ukupna) aktivnost POX je odredena spektrofotometrijski. Rezultati predstavljaju
srednju vrednost tri nezavisna eksperimenta. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne
greske srednjih vrednosti. Oznake istog slova oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika
(za p < 0,05) izmedu srednjih vrednosti; IL — intaktni listovi ki¢ice; WE — sveZe izolovani
odsecci listova koji nisu gajeni na hranljivoj podlozi; LR — listovi regeneranata; BM, BMI1,
BMG6 — hranljive podloge za ispitivanje morfogeneze.
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4.5. Ispitivanje uloge AGP u procesu morfogeneze in vitro Kicice

4.5.1. Efekat BGlcY na proces morfogeneze in vitro Ki€ice

Efekat BGIcY na proces morfogeneze in vitro iz odseCaka listova kicice je
istrazen dodavanjem BGIcY u BM i BMS5 hranljive podloge, u koncentracijama od 5,
15, 25, 50, 75, 100 ili 150 uM. Dodavanjem BGlcY u BM hranljivu podlogu, na kojoj je
frekvenca pojave pupoljaka bila 20% (Tabela 13), na svetlosti je istrazen njegov efekat
na proces direktne organogeneze pupoljaka. Na BMS5 hranljivoj podlozi na svetlosti
najve¢i procenat eksplantata (45%) formira adventivne pupoljke putem indirektne
organogeneze, tako da je efekat BGIcY na proces indirektne organogeneze pupoljaka
prac¢en dodavanjem BGlcY u BMS5 hranljive podloge i daljim gajenjem odsecaka listova
na svetlosti. S obzirom na to da je kod eksplantata gajenih na BMS5 hranljivoj podlozi na
svetlosti detektovana istovremena pojava ISE i indirektne organogeneze pupoljaka, radi
istrazivanja efekta fGIcY na proces ISE, koji se odvijao kod 70% eksplantata gajenih na
BMS hranljivoj podlozi u mraku (Tabela 13), BGIcY je dodavan u istu BMS5 hranljivu
podlogu. Sa porastom koncentracija BGlcY u hranljivoj podlozi detektovano je
smanjenje broja somatskih embriona i adventivnih pupoljaka po eksplantatu (Slika 25).
B-GlcY nije u istoj meri uticao na pomenute morfogenetske procese, jer je smanjenje
broja somatskih embriona bilo izraZenije u odnosu na smanjenje broja pupoljaka. Do
statisticki znacajnog smanjenja broja adventivnih pupoljaka formiranih u procesu
indirektne organogeneze na BMS5 hranljivoj podlozi, na svetlosti, doslo je na hranljivim
podlogama koje su sadrzale fGIcY u koncentracijama vis§im od 50 pM, pri ¢emu je na
koncentraciji od 150 pM BGIcY broj pupoljaka smanjen 4,9 puta u odnosu na broj
pupoljaka na podlozi bez BGlcY. Proces direktne organogeneze je bio pod vecéim
uticajem PBGIcY: na najviSoj primenjenoj koncentraciji (150 uM) broj pupoljaka bio je
11 puta manji u odnosu na podlogu bez BGIcY. Do statisticki znacajnog smanjenja broja
somatskih embriona dolazi ve¢ na BM5YS5, a proces SE je skoro potpuno inhibiran na

BM5Y150.
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Slika 25. Efekat BGIcY na: A) formiranje somatskih embriona na BM5 hranljivoj podlozi, u
mraku, nakon 28 dana; B) formiranje adventivnih pupoljaka putem indirektne organogeneze na
BMS hranljivoj podlozi, na svetlosti, nakon 28 dana; C) formiranje adventivnih pupoljaka
putem direktne organogeneze na BM hranljivoj podlozi, na svetlosti, nakon 28 dana.
Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske srednjih vrednosti t. Oznake istog slova
u okviru istog tretmana oznacavaju da nema statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) izmedu
srednjih vrednosti.
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Formiranje somatskih embriona u mraku bilo je ograniceno na regione
eksplantata koji nisu bili u kontaktu sa podlogom koja je sadrzala fGIcY, za razliku od
zelenih adventivnih globula i pupoljaka koji su se formirali na svetlosti i u kontaktu sa
podlogom koja je sadrzala ovaj reagens. Dodavanje fGlcY u BM5 podlogu je dovelo do
povecéane pojave kalusa i formiranja rizogenog kalusa po obodu izolovanog eksplantata,
narocito na svetlosti (Slika 26b). Nakon 28 dana od pocetka eksperimenta na hranljivim
podlogama sa PBGIcY mogla se uociti crvena obojenost kalusa i oboda izolovanog
eksplantata, $to je ukazivalo na to da je BGIcY iz hranljive podloge difundovao u tkivo
odsecka lista (Slike 26b, 26d i 27f). Moze se primetiti da je crvena obojenost
karakteristi¢na za obod izolovanog eksplantata i kalus koji se na tim mestima formirao,
dok se nije mogla uociti na delovima lista gde nije bilo povrede. Na hranljivim
podlogama BM i BMS5 bez BGIcY, koje su sluzile kao kontrola, procesi SE i

organogeneze su se odvijali nesmetano (Slike 26a, 26¢, 27a i 27¢).
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Slika 26. Efekat BGlcY na proces morfogeneze iz odsedaka listova C.erythraea nakon 28 dana;
a) SE i organogeneza u kontrolnim uslovima, na BM5 hranljivoj podlozi, na svetlosti; b) SE i
organogeneza, na BM5Y75 hranljivoj podlozi, na svetlosti; ¢) SE u kontrolnim uslovima, na
BMS hranljivoj podlozi, u mraku; d) SE na BM5Y75, u mraku; SE — somatski embrion; AP —
adventivni pupoljak
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Slika 27. Efekat BGlcY na proces organogeneze iz odsedaka listova C.erythraea nakon 28 dana;
a) formiranje adventivnih pupoljaka na svetlosti, na BM hranljivoj podlozi; b) formiranje
adventivnih pupoljaka na svetlosti, na BMY75 hranljivoj podlozi; c) rizogeneza u mraku, na
BM hranljivoj podlozi; d) rizogeneza u mraku, na BMY75 hranljivoj podlozi; e) izgled
eksplantata gajenog na BM hranljivoj podlozi, u mraku; f) izgled eksplantata gajenog na
BMY75 hranljivoj podlozi, u mraku.
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4.5.2. Kvantifikacija i lokalizacija AGP tokom procesa morfogeneze in

vitro KiCice

Dinamika promene u sadrzaju AGP pracena je tokom 28 dana gajenja odseCaka
listova na BM, BMS5 hranljivoj podlozi, na svetlosti, i BM6 hranljivoj podlozi, u mraku,
pri ¢emu su eksplantati sakupljani i analizirani posle 3, 5, 7, 10, 15, 20 i 28 dana.
Arabinogalaktanski proteini su kvantifikovani tokom morfogeneze in vitro u
eksplantatima gajenim na BM i BMS5 hranljivim podlogama u prisustvu rastu¢ih

koncentracija BGIcY (0 - 150 uM), na svetlosti ili u mraku, nakon 28 dana.

4.5.2.1. Koncentracija AGP tokom morfogeneze in vitro kicice

Koli¢ina AGP u odseccima listova kicice se povecavala tokom morfogeneze in
vitro (Slika 28). Koncentracija AGP u kontrolnim pocetnim eksplantatima koji nisu
gajeni na hranljivim podlogama je bila 0,453 mg/g tkiva. Kod eksplantata gajenih na
BMS5 hranljivoj podlozi na svetlosti do statisticki znac¢ajnog povecanja koli¢ine AGP u
odnosu na pocetni eksplantat doslo je 3. dana od postavljanja eksplantata na podlogu i
konstantno je bila poviSena tokom 28 dana. Medutim, kod eksplantata gajenih na BM
hranljivoj podlozi, na svetlosti ili u mraku, kao i od eksplantata gajenih na BM6
hranljivoj podlozi u mraku doslo je do smanjenja koncentracije AGP 3. 1 5. dana od
pocetka eksperimenta. Nakon 7 dana koncentracija AGP je povecana u eksplantatima
gajenim na svim hranljivim podlogama, a do smanjenja je doslo samo na BM hranljivoj
podlozi, kod eksplantata gajenih na svetlosti, i to u periodu od 10. do 20. dana od
pocetka eksperimenta. Najveée koncentracije AGP zabelezene su 28. dana posle
pocetka gajenja eksplantata na BM hranljivoj podlozi, i na svetlosti i u mraku (0,72
mg/g tkiva). Kod eksplantata gajenih na induktivnoj BM6 podlozi u mraku maksimalna
koncentracija AGP takode je zabelezena 28. dana (0,635 + 0,04 mg/g tkiva), dok je kod
eksplantata gajenih na na svetlosti zabelezena 15. dana od pocetka eksperimenta (0,645

+ 0,03 mg/g tkiva).
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Slika 28. Kvantifikacija AGP metodom radijalne difuzije tokom morfogeneze in vitro. 0-
kontrola (pocetni eksplantati koji nisu gajeni na hranljivim podlogama). BM, BM5, BMo6-
oznake hranljivih podloga; Koncentracija AGP je odredivana u odseCcima listova gajenim 3, 5,
7, 10, 15, 20 i 28 dana na BM, BM5 ili BM6 hranljivim podlogama. Vertikalnim linijama
predstavljene su standardne greske srednjih vrednosti. Zvezdice predstavljaju oznake statisticki
znacajnih razlika (za p< 0,05) u odnosu na kontrolu.

4.5.2.2. Koncentracija AGP tokom morfogeneze in vitro u prisustvu
BGlcY

Dodavanje BGIcY u hranljive podloge nije uticalo bitno na koli¢inu AGP u
tkivima 1 statisticki znacajne promene su uocene samo u pojedinim tretmanima (Slika
29). Kao kontrola koris¢eni su eksplantati gajeni na BM i BMS5 hranljivim podlogama,
na svetlosti ili u mraku, tokom 28 dana. Do statisticki znacajnog povecanja
koncentracije AGP doslo je na BM5YS5 hranljivoj podlozi, u mraku, dok je smanjenje
uo¢eno na BMY150 hranljivoj podlozi, u mraku, 1 BM5Y5 1 BMY100 hranljivoj
podlozi, na svetlosti.

Kod eksplantata koji su gajeni u mraku sa povecanjem koncentracije fGlcY u
hranljivoj podlozi dolazi do blagog pada udela AGP u ukupnim proteinima, a Kod

eksplantata koji su gajeni na svetlosti ne dolazi do promena udela AGP (Slika 30)
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Slika 29. Efekat BGlcY na koncentraciju AGP koja je odredena metodom radijalne difuzije
tokom morfogeneze in vitro: A) u mraku; B) na svetlosti. 0 - kontrola (odsecci listova gajeni na
BM i BMS5 hranljivim podlogama, na svetlosti ili u mraku, tokom 28 dana); BM, BM5 - oznake
hranljivih podloga Koncentracija AGP je odredivana u odseccima listova gajenim na BM ili
BMS hranljivim podlogama u koje je dodavan BGIcY u koncentraciji od 5, 15, 2, 50, 75, 100 ili
150 uM, na svetlosti ili u mraku. Vertikalnim linijama predstavljene su standardne greske
srednjih vrednosti. Zvezdice predstavljaju oznake statisticki znacajnih razlika (za p < 0,05) u
odnosu na kontrolu.
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Slika 30. Udeo AGP u odnosu na ukupne proteine tokom morfogeneze in vitro u prisustvu
BGIcY: A) u mraku; B) na svetlosti. 0 - kontrola (odseéci listova gajeni na BM i BM5
hranljivim podlogama, na svetlosti ili u mraku, tokom 28 dana); BM, BM5 - oznake hranljivih
podloga Koncentracija AGP je odredivana u odseccima listova gajenim na BM ili BMS5
hranljivim podlogama u koje je dodavan BGIcY u koncentraciji od 5, 15, 2, 50, 75, 100 ili 150
uM, na svetlosti ili u mraku.
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4.5.2.3. Elektroforetski profil AGP tokom morfogeneze in vitro kicice

U cilju razdvajanja i uporedivanja AGP iz odsecaka listova kiCice tokom
morfogeneze in vitro, analiziran je elektroforetski profil AGP ukr§tenom
elektroforezom. U eksplantatima gajenim na BMS hranljivoj podlozi 15 dana, na
svetlosti, detektovana je jedna klasa AGP koja je difuzno rasporedena u pogledu
naelektrisanja, sa slabo izrazenim precipitacionim maksimumom ¢ija je Rf vrednost
0,750 (Slika 31a). AGP izolovani iz eksplantata gajenih u mraku na BM i BM5Y5
hranljivim podlogama odlikuju se neSto vecom elektroforetskom mobilnoséu, sa
precipitacionim maksimumima sa Rf vrednostima od 0,821 i 0,875 (Slike 31b i ¢). Kod
gumiarabike, koja predstavlja referentni arabinogalaktanski protein, su detektovane dve
klase AGP, odnosno dva precipitaciona maksimuma sa Rf vrednostima od 0,425 1 0,671
(Slika 31d).

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Slika 31. Elektroforetski profil AGP kic¢ice dobijen metodom ukrStene elektroforeze. AGP su
izolovani iz odsecaka listova gajenih na: a) na BMS5 hranljivoj podlozi tokom 15 dana, na
svetlosti; b) na BM hranljivoj podlozi tokom 20 dana, u mraku; ¢) na BM5Y'5 hranljivoj podlozi
tokom 28 dana, u mraku; d) elektroforetski profil gumiarabike, koja predstavlja referentni
arabinogalaktanski protein. Rf — retencioni faktori.
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4.5.2.4. Imunohistohemijska lokalizacija AGP tokom morfogeneze in

vitro KiCice

U cilju ispitivanja prisustva pojedinih epitopa AGP (LM2, JIM4 i JIM13)
uradena je njihova imunohistohemijska lokalizacija tokom procesa morfogeneze in vitro
iz odsecaka listova kicice. Arabinogalaktanski proteini koji imaju specifi¢an epitop za
koji se vezuje LM2 monoklonalno antitelo, a za njega i sekundarno antitelo povezano sa
fluorescentnom fluoroforom FITC uocavaju se u skoro svim ¢elijama listova gajenih 7
dana na BM hranljivoj podlozi (Slika 32a). Reakcija ovog epitopa je izraZenija u
¢elijama provodnih snopica. AGP sa LM2 epitopom su prisutni u proembriogenim
centrima subepidermalnog sloja eksplantata koji su gajeni na induktivnim hranljivim
podlogama. Jasno se uocava granica izmedu embriogenog tkiva i okolnog tkiva
mezofila lista (Slika 32b). Izrazeno prisustvo ovog tipa epitopa uocava se i na ranim
stadijumima razviéa somatskih embriona kicice (Slika 32¢ i d). AGP bogati JIM4
epitopom uocavaju se u celijama somatskih embriona na ranom kotiledonarnom
stadijumu razvi¢a (Slika 32e). Na anatomskim presecima kompletno diferenciranih

somatskih embriona moze se uociti prisustvo AGP koji sadrze JIM13 epitop (Slika 32f).
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Slika 32. Indirektna imunohistohemijska lokalizacija AGP tokom procesa morfogeneze in vitro
kicice. Imunohistohemijska lokalizacija AGP u: a) odsecku lista pomocu LM?2 antitela, reakcija
je posebno izrazena u Celijama provodnih snopi¢a (PS); b) meristemskim ¢elijama (MC)
subepidermalnog sloja lista pomoéu LM?2 antitela; c¢) proembriogenim strukturama pomocu
LM2 antitela; d) globularnom somatskom embrionu pomocu LM2 antitela; e) somatskom
embrionu na ranom kotiledonarnom stadijumu razviéa pomocu JIM4 antitela; f) somatskom
embrionu na kotiledonarnom stadijumu razvi¢a pomoc¢u JIM13 antitela.
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4.5.3. Sekvenciranje AGP gena i karakterizacija proteinskih sekvenci

AGP kicice

Sintezu AGP kodira veliki broj gena, u skladu sa njihovim brojnim funkcijama i
razli¢itom strukturom. U NCBI bazi nukleotidnih sekvenci, GenBank, pronaden je veliki
broj sekvenci razli¢itih biljnih vrsta koje kodiraju sintezu AGP, od kojih su neke
iskoris¢ene kao upitne sekvence za pretrazivanje baze sekvenci korena i lista kicice. Od
86 sekvenci koje su koris¢ene kao upitne sekvence, uoceno je da su 9 AGP sekvenci
drugih biljnih vrsta (Tabela 14) pokazivale sli¢nost sa sekvencama kicice.
Pretrazivanjem sekvenciranog i rekonstruisanog transkriptoma korena i lista pomocu
ovih AGP sekvenci pronadeno je pet grupa slicnih sekvenci kicice koje su predstavljale
5 potencijalnih gena koji kodiraju sintezu AGP kicice, oznacenih kao CeAGPI,
CeAGP2, CeAGP3, CeAGP 4 1 CeAGP5. Za dalju analizu je iz svake grupe sekvenci

odabrana najduza sekvenca kao reprezentativna.

Tabela 14. AGP sekvence drugih biljnih vrsta koje su pokazivale sli¢nost sa sekvencama kicice

GenBank™ Identifikovane

Vrsta pristupni br. sekvence
kicice
DR176757 CeAGPI
G. hirsutum EF672642.1
CeAGP2
EF672640.1
NM _116029.2
A. thaliana CeAGP3
NM_124704.2

V. vinifera | XM_002270390.2 | CeAGP4

NM_001154084.1

Z. mays NM_001155433.1 CeAGP5

EU961273.1

Ispravnost ovih sekvenci je proverena direktnim sekvenciranjem. Najpre je
ispitana ispravnost prajmera dizajniranih za amplifikaciju regiona koji bi se mogli
sekvencirati. Svi prajmeri su bili efikasni, osim prajmera za amplifikaciju kraja

CeAGP4 gena (Slika 33).
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Slika 33. PCR produkti AGP gena kicice; 1p i 1k- pocetak i1 kraj CeAGPI gena; 2p, 2s 1 2k-
pocetak, sredina i kraj CeAGP2 gena; 3- CeAGP3 gen; 4p 1 4k-pocetak i kraj CeAGP4 gena; 5p
i Sk-pocetak i kraj CeAGP5 gena; L- DNK marker.

Sekvence koje su potvrdene direktnim sekvenciranjem su anotirane i
deponovane u GenBank. Kodirajuée sekvence CeAGP2, CeAGP3 i CeAGPS
transkripata su kompletne i sastoje se iz 1386 bp, 195bp, odnosno 609 bp. Nasuprot
tome, kodirajuc¢e sekvence CeAGPI i CeAGP4 transkripata su delimicne jer nedostaje

pocetak sekvence CeAGPI i kraj CeAGP4 (Tabela 15).

Tabela 15. AGP transkripti ki¢ice

GenBan Kodirajuéa sekvenca (CDS)
Transkript bp
pristupni br.

region bp
CeAGPI KC733882 707 <1..675, delimi¢na >675
CeAGP2 KC733883 1580 74..1459, kompletna 1386
CeAGP3 KC733884 439 181..375, kompletna 195
CeAGP4 KC733885 984 1.>984, delimi¢na >984
CeAGP5 KC733886 663 38..646, kompletna 609

Na osnovu dobijenih nukleotidnih sekvenci gena odredena je primarna
struktura AGP kicice, a njihovi ID (jedinstveni identifikator proteinske sekvence) su

prikazani u Tabeli 16.
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Tabela 16. Karakterizacija AGP kicice; potencijalna mesta N-glikozilacije su podvucena; *-
postojanje N-signalnog peptida ili GPI signala moze se pretpostaviti na osnovu poredenja sa
AGP drugih biljaka; e - postojanje ® i AG-II glikomodula kod CeAGP4 se moze predvideti na
osnovu poredenja sa drugim proteinima; O- usled postojanja nepoznatih aminokiselina u

sekvenci CeAGP1, CeAGP2 i CeAGP4, nije moguce precizno izracunati MW; pozicije

aminokiselina u sekvenci preproteina koje predstavljaju pocetak motiva ili raspon
konzervisanog domena predstavljene su brojevima u subskriptu.
- ID AGN92421 | AGN92422 | AGN92423 | AGN92424 AGN92425
i: £ AK >224 461 64 >328 202
8 CS 4]5% 20121 26127 19120 /
Q) Sa00* / S39 d /
AG-II
Glikomoduli | 2643 | 7411 | 2210 | S0 /
AP/PA/SP/PS 0/1/1/0 0/02/4 0/0/0/0 te
TP/PT/VP/PV
NIT,5, NIT,,
Mesta NNSy4 NITs / NIT 2 NIS
o | N-glikozilacije | NVTy, NLTag9 NIS; 56 8
‘§ NVSi30 NIT g5
= Domen
P
&1 bogat KSKKK / / / /
3 179-183
— Lys
N Konzer- Fasciklin PIL
visani Fasciklin Fa?:i fhn DUF1070 Fasciklin GRAM WBP2
domeni 26-161 32-64 191-322 36.137
278-413
AK 196* 441 13 >309 202
MW, Da >20433,30 | 48350,310 | >1217,21 >32402,95 23041,080
Klasa AGP FLA FLA AG peptid FLA Ne prAegslﬁaVIJa

Dobijene aminokiselinske sekvence AGP kicice su uporedene sa AGP
sekvencama drugih biljnih vrsta (Slike 34, 35, 36, 37 i 38). Kao rezultat poredenja vise
proteinskih sekvenci dobijeni su regioni homologije, koji su pokazali da postoje
identi¢ni aminokiselinski nizovi koji se nalaze na istim pozicijama u AGP razli¢itih
biljnih vrsta. CeAGP1, CeAGP2 i CeAGP4 imaju fasciklin domen, §to ih svrstava u
grupu AGP nalik fasciklinu (Tabela 16; Slike 34, 35, 37 i 39). Sekvenca CeAGP2 je
kompletna i ¢ini je 461 aminokiselina, dok delimi¢ne sekvence CeAGP1 i CeAGP4 ¢ini
viSe od 224, odnosno 328 aminokiselina. CeAGP1 i CeAGP4 proteini poseduju jedan

fasciklin domen, dok CeAGP2 poseduju dva fasciklin domena. U okviru fasciklin
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domena su identifikovane konzervisane sekvence H1 i H2 kod svih poredenih FLA, kao
1 adhezivni motiv (Slike 34, 35 i 37). H1 konzervisana sekvenca ispitivanih FLA kicice
ima strukturu Thr-(Val/lle)-(Phe/Leu)-Ala-Pro-(Thr/Arg/Asn)-(Asp/Asn)-(Ser/Glu)-
Ala-(Phe/Leu/Met). Izmedu H1 i H2 regiona nalazi se adhezivni motiv koga ¢ini motiv
Tyr-His koji se nalazi izmedu hidrofobnih aminokiselina (Leu/Val/lle)-(Leu/Val/Ile),
osim kod CeAGP1 gde je prisutan motiv Phe-His. Na osnovu poredenja sa FLA drugih
biljaka takode se uocava konzervisana H2 sekvenca, koja je kod ki¢ice okarakterisana
slede¢om strukturom: (Val/lle)-(Tyr/His/Gln/Phe)-(GIn/Gly/Thr)-(Val/lle)-(Glu/Asp)-
(Lys/Arg/Gly/Ser)-(Val/Leu/Ile)-(Leu/Ile/Phe)-(Leu/Ile/Phe)-Pro.

FLA predstavljaju grupu himernih AGP, koji osim fasciklin domena sadrze i
AGP domen. U cilju potvrdivanja da se zaista radi o AGP, dalje analize proteinskih
sekvenci podrazumevale su ispitivanje strukturnih odlika karakteristi¢nih za AGP, a to
je prisustvo AGP domena koji je bogat aminokiselinama Pro, Ala, Ser i Thr u formi
dipeptida Ala-Pro, Pro-Ala, Ser-Pro, Pro-Ser, Thr-Pro, Pro-Thr, Val-Pro i Pro-Val, koji
predstavljaju AG-II glikomodule i potencijalna mesta hidroksilacije Pro. Ukupan broj
nekontinualnih ostataka Pro u formi dipeptida je manuelno pretrazivan u svim
pretpostavljenim proteinskim sekvencama kicice i prikazan u Tabeli 16.

Proteinske sekvence AGP kicice su dalje analizirane pomocu razli¢itih
bioinformatickih programa radi predikcije prisustva N-signalnog peptida, GPI signalne
sekvence na C-terminusu i potencijalnih mesta N-glikozilacije. SignalP 4.0 programom
odredeno je prisustvo N-terminalnog signalnog peptida kod CeAGP4 i mesto odsecanja
signalnog peptida (CS) izmedu 19. i 20. aminokiselinskog ostatka, ali ne i kod CeAGP1
i CeAGP2, kod kojih se postojanje ove sekvence moze pretpostaviti na osnovu
poredenja sa AGP iz razli¢itih biljaka, sa kojima pokazuju visok stepen homologije
(Tabela 16; Slike 34, 35 i 37). Takode se postojanje GPI signalne sekvence i mesto
dodavanja GPI sidra (o) kod CeAGP1 i CeAGP4 moze pretpostaviti samo na osnovu
poredenja sa AGP drugih biljaka, kod kojih smo pomoéu programa big-PI Plant
Predictor predvideli postojanje ove sekvence (Slike 37 i 40). Na osnovu poredenja sa
FLA drugih biljaka kod CeAGP4 se moze pretpostaviti postojanje AGP domena i GPI
signala na C-terminusu, s obzirom da nedostaje kraj sekvence CeAGP4 (Tabela 16,
Slika 40). Postojanje GPI signala u sekvenci proteina ukazuje na njihovu mogucu

subcelijsku lokalizaciju, jer su pomocu GPI sidra pri¢vrSéeni za spoljasnju stranu
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celijske membrane. Prisustvo ovog signala nije predvideno kod CeAGP2, pa se
najverovatnije radi o ekstracelularnom proteinu koji nije pricvrséen za membranu, ve¢
se nalazi u ECM.

Kod CeAGP1 je prisutan kratak domen bogat Lys, u okviru AGP domena, kao i
kod AGP2 G. hirsutum (ABR68797.1) (Liu i sar., 2008) (Tabela 16; Slika 34). Za FLA
je karakteristicno da osim O-glikozilacije koja se odvija u okviru AGP domena, dolazi i
do N-glikozilacije. Predvidanje pozicija na kojima dolazi do N-glikozilacije omoguéeno
je primenom programa NetNGlyc 1.0 Server, koji osim prepoznavanja sekvence N-X-
S/T (X#P), takode omogucava predikciju asparaginskih ostataka koji ¢e biti
glikozilovani u okviru ovih sekvenci (Tabela 16; Slike 34, 35, 37 i 39). Predvideno je
postojanje 3 mesta N-glikozilacije u okviru CeAGP1 sekvence, odnosno 2 i 4 mesta u
okviru CeAGP2 i CeAGP4 sekvenci.

Duzina CeAGP3 iznosi 64 aminokiseline i predvideno je prisustvo signalne
sekvence na N-terminusu i GPI signalne sekvence na C-terminusu pomoc¢u pomenutih
algoritama (Tabela 16; Slika 36). Predvidena mesta odsecanja N-signalnog peptida i
GPI signalne sekvence su izmedu 26. 1 27. aminokiselinskog ostatka, odnosno izmedu
39. i 40. aminokiselinskog ostatka, tako da duzina zrelog proteina iznosi svega 13
aminokiselina. Duzina lanca zrelog proteina i prisustvo AG-II modula u vidu tri
nekontinualna ostataka Pro koja potencijalno predstavljaju motiv za O-glikozilaciju
(SPAPAP), ukazuju na to da CeAGP3 predstavlja AG peptid. Karakteristino za ovaj
AG peptid, ali i za mnoge druge AG peptide i AGP razli¢itih vrsta biljaka sa kojima
CeAGP3 pokazuje visok stepen homologije je visoko konzervisana sekvenca DUF1070,
koja obuhvata deo AGP domena i GPI signalnu sekvencu (Slika 36). DUF1070
predstavlja domen sa nepoznatom funkcijom a nalazi se uglavnom kod AGP sa krac¢im
proteinskim lancima, AG peptida i hipotetickih proteina biljaka. CeAGP3 ima visok
stepen homologije sa AG peptidima iz V. vinifera, A. thaliana, Fragaria vesca, Prunus
mume, Medicago truncatula i drugih biljaka (Slika 36).

CeAGPS ima odli¢nu homologiju sa mnogim proteinima iz GenBank, ali su
samo nekoliko proteina oznaceni kao AGP, kao na primer AGP Z. mays, Gunnera
manicata i M. truncatula (Slika 38). Vecina su hipoteticki proteini sa nepoznatim
funkcijama, za koje je karakteristican PH-GRAM_WBP2 domen, koji predstavlja
kompleksan domen koga ¢ini PH-GRAM domen na N-kraju i WWbp domen na C-
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kraju. Za razliku od ostalih ispitivanih sekvenci, kod CeAGP5 nisu uocene strukturne
odlike karakteristicne za AGP, odnosno postojanje AGP domena, nije predvideno
postojanje N-signalne sekvence, kao ni GPI signala, kao i kod ostalih proteina sa kojima
je poredena sekvenca CeAGPS5 (Tabela 16; Slike 38 i 39). Odsustvo signalnog peptida
ukazuje na to da se radi o intracelularnom proteinu.

Molekulske tezine pojedinih AGP kicice, usled prisustva pozicija

aminokiselina koje su nesigurne, nije moguce precizno predstaviti (Tabela 16).
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U cilju utvrdivanja aminokiselinskog sastava AGP domena AGP kicice u

Tabeli 17 su prikazani sastav i zastupljenost aminokiselina u primarnoj strukturi

CeAGP1, CeAGP2, CeAGP3, CeAGP4 i CeAGPS preproteina i zrelih proteina,

odnosno nakon posttranslacionih modifikacija (uklanjanja signalnog peptida i GPI-

signalne sekvence) i bez fasciklin domena. Na ovaj nac¢in smo pokazali da su upravo

aminokiseline Pro, Ala, Ser i Thr, karakteristicne za AGP domen, najzastupljenije u

strukturi zrelih proteina, bez fasciklin domena, CeAGP1, CeAGP2, CeAGP3 i CeAGP4.

Tabela 17. Sastav aminokiselina (AK) AGP kicice. Sastav AK u primarnoj strukturi preproteina
(delimicne ili kompletne sekvence) i zrelih proteina kicice CeAGP1, CeAGP2, CeAGP3 i
CeAGP4 nakon posttranslacionih modifikacija (uklanjanja N - signalne sekvence i C -
hidrofobnog domena (-N-C) i bez FAS domena (-FAS) i kompletne sekvence CeAGPS; X -

nepoznate aminokiseline;

Protein CeAGP1 CeAGP2 CeAGP3 CeAGP4 CeAGP5

AK | PrOProwin | o pas | PrOPrOEin | o \opag | Preprotein | g g o | preprotein |y i pas | kompletna
(delimi¢na) (kompletna) (kompletna) (delimi¢na)

Ala 24 10 37 22 14 [a 33 13 10
Cys 1 0 4 2 0 0 3 0 2
Asp 10 4 22 5 2 0 22 12 9
Glu 2 1 32 7 1 0 10 7 12
Phe 11 1 17 6 4 | 15 4 17
Gly 16 2 31 12 3 0 27 16 12
His 2 0 17 9 1 0 5 4 6
Tle 9 2 27 6 4 0 15 12 10
Lys 9 6 27 10 0 0 23 14 7
Leu 22 3 48 14 9 0 48 26 14
Met 4 1 5 0 2 0 3 1 8
Asn 12 1 14 5 1 L 1 12 9 11
Pro 17 12 36 21 4 3 12 6 19
GIn 15 1 19 6 1 0 7 4 9
Arg 2 0 21 I8 1 0 2 1 13
Ser 23 10 38 14 5 r3 32 17 10
Thr 21 2 16 5 3 1 30 16 9
Val 16 1 32 14 7 0 19 8 16
Trp 1 0 1 0 0 0 0 0 0
Tyr 2 0 15 2 2 0 10 7 6
X 5 3 2 0 0 0 0 0 2

ukupan

broj AK 224 60 461 168 64 13 328 177 202

110




Na osnovu poredenja sa FLA drugih biljaka, struktura AGP kicice je
Sematski prikazana na Slici 39. MoZemo pretpostaviti da CeAGP1 ima 2 AGP domena i
jedan FAS domen, kao i kratak domen bogat Lys. CeAGP2 ima 1 AGP domen i 2 FAS
domena, dok CeAGP4 ima 2 AGP i 1 FAS domen. Ocigledno je da ovi proteini
predstavljaju FLA kic¢ice. CeAGP3 ima DUF1070 domen, koji obuhvata deo AGP
domena 1 GPI-signalne sekvence i predstavlja AG peptid. Predvideno je da svi navedeni
AGP kicice poseduju N-signalni peptid i GPI-signalnu sekvencu, osim CeAGP2 koji
nema GPI sekvencu. CeAGP5 ne deli strukturne karakteristike AGP, pa najverovatnije

ne spada u AGP.

4.5.4. Kvantifikacija ekspresije AGP gena tokom morfogeneze in vitro

Kicice

Nakon identifikacije 4 AGP gena kicice, pracena je njihova ekspresija tokom
morfogeneze in vitro kiCice radi utvrdivanja njihove uloge u morfogenetskim
procesima. Takode je pracena ekspresija CeAGPS5 gena tokom ovih procesa, kao neka
vrsta kontrole ekspresije gena koji ne predstavlja AGP gen.

Za odredivanje nivoa ekspresije CeAGPI-CeAGP5 gena koris¢en je
kvantitativni RT-PCR. Nivo ekspresije ispitivan je u odseccima listova kiCice tokom
morfogeneze in vitro. Kao kontrola koriS¢eni su pocetni odsecci listova, koji nisu gajeni
na hranljivim podlogama. 1z lisnih odsecaka, kao i iz intaktnih listova i korenova kicice
izolovana je RNK. Proverom kvaliteta izolovanih RNK na agaroznom gelu utvrdeno je

da su bile zadovoljavajuceg kvaliteta (Slika 40).

Slika 40. RNK izolovane iz odsecaka listova kicice tokom morfogeneze in vitro.
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Radi kvantifikacije ekspresije CeAGP gena, RNK su prevedene u cDNK

reverznom transkripcijom. Dobijene jednolancane ¢cDNK lista, korena i embriogenog

tkiva koris¢ene su za proveru ispravnosti prajmera CeAGP gena. Specifi¢nost prajmera

potvrdena je gel elektroforezom RT-PCR produkata (Slika 41), tako da su koris¢eni u

daljem radu tokom analize nivoa ekspresije CeAGPI1-CeAGP5 gena.

I,

e AGPI AGP2 AGP

250bp —

50bp —

Slika 41. PCR produkti AGP gena kicice. L-DNK marker.

SAGPI AGP2 AGP3 AGP4 AGPS

koren

AGPI AGP2 AGP3 AGP4 AGPS

—
- =
e e s es

embriogeno tkivo

Dobijeni amplikoni (Slika 41) su ekstrahovani iz gela, napravljena je serija

razblazenja, koja su potom koris¢ena kao standardi za apsolutnu kvantifikaciju CeAGP

transkripata qPCR-om. Primer standardne krive za CeAGP2 gen prikazan je na Slici 42.

1

Slanuar Lure

Detscter [3GF2
Slope: 3393242
Itecapt 36725607
Rz 0996460

Slika 42. Primer standardne krive poznate koncentracije amplifikovanih PCR

CeAGP?2 gena.

produkata
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Specifi¢nost koris¢enih prajmera u qPCR reakcijama je potvrdena i analizom
krive topljenja za svaki CeAGP gen (Slika 43). Krive topljenja svih analiziranih
uzoraka su bile dobro oblikovane, sa po jednim maksimumom $to je oznacavalo da nije

bilo nespecifiéne amplifikacije.

DDDDDD

030

Tempersi ture (C)

Slika 43. Kriva topljenja amplifikovanih PCR produkata Ce4A GP4 gena.

QRT-PCR analizom pratili smo promene u nivou broja kopija transkripata
CeAGP gena tokom morfogeneze in vitro. Dobijeni obrasci ekspresije ispitivanih
CeAGP gena su se znatno razlikovali, kao i ekspresija ovih gena u kontrolnim
eksplantatima (Slika 44).

Ekspresija ispitivanih CeAGP gena u kontrolnim eksplantatima, koji nisu gajeni
na hranljivim podlogama, je bila najmanja u slu¢aju CeAGP3 gena, a najveca u slucaju
CeAGP5 gena. Izmerene vrednosti broja kopija transkripata ovih gena, pocev od
najmanje do najvece su iznosile CeAGP3 (15 kopija/ng RNK) < CeAGPI (86 kopija/ng
RNK) < CeAGP2 (598 kopija/ng RNK) < CeAGP4 (1175 kopija/ng RNK) < CeAGP5
(26150 kopija/ng RNK) (Slika 44).
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BM, mrak: BML, svetlost: BMo6, mrak BMS, svetlost:

direktna direktna ISE DSE.i
rizogeneza organogeneza indir.organogeneza
3000
1500 | CeAGPI *
: *
2000 * T
1500 *
*
1000
300
= = — 0] - =
3000 * ok
1500 | CeAGP2 o
2000 I *
1500 I

CeAGP3

400

300

200

100

Broj kopija CeAGP transkripata (po 1 ng RNK)

0
7000
CedAGP4 *
6000
5000
*
4000 *
T 1] =
3000
2000
1000
o4
70000 CeAGPS
60000
50000 T 7 =%
40000 T
I I
30000 1|
20000 - 1 *
10000
* X
0 —
0 35 7 10 20 3 5 7 1020 305 7 10 20 3 5 7 10 15 20 28

Broj dana u kulturi

Slika 44. Broj kopija CeAGP transkripata po 1 ng RNK u odseccima listova tokom
morfogeneze. 0 — kontrola (pocetni odsecci listova koji nisu gajeni na hranljivim podlogama);
28 — odsecci listova gajeni na BMS5Y75 hranljivoj podlozi, na svetlosti, tokom 28 dana; BM,
BMS5, BM6-oznake hranljivih podloga. Stubi¢ima zelene boje su oznafene vrednosti broja
kopija CeAGP transkripata po 1 ng RNK u pocetnim eksplantatima koji su sluzili kao kontrola;
stubi¢ima crvene boje su oznacene vrednosti broja kopija Ce4GP transkripata po 1 ng RNK kod
eksplantata gajenih na BM5Y75 hranljivoj podlozi, na svetlosti, tokom 28 dana; stubi¢ima plave
boje su oznacene vrednosti broja kopija CeAGP transkripata po 1 ng RNK kod eksplantata
gajenih na BM hranljivoj podlozi, na svetlosti ili u mraku, na BM5 hranljivoj podlozi, na
svetlosti i na BM6 hranljivoj podlozi, u mraku, u razli¢itim vremenskim intervalima od pocetka
eksperimenta, tj. nakon 3, 5, 7, 10, 15, 20 i 28 dana. Vertikalnim linijjama predstavljene su
standardne greske srednjih vrednosti. Vrednosti oznacene zvezdicama pokazuju statisticki
znacajne razlike (za p<0,05) u poredenju sa kontrolom.
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Tokom procesa morfogeneze doslo je do povecanja ekspresije skoro svih
ispitivanih gena, ali se u Tabeli 18 moze videti da je povecanje ekspresije najizrazenije
kod CeAGPI i CeAGP3 gena, a najmanje kod CeAGP5. Tokom prvih sedam dana
gajenja odsecaka listova na BM, BMS5 ili BM6 hranljivim podlogama, na svetlosti ili u
mraku, doslo je do statisticki znaCajnog smanjenja broja kopija transkripata CeAGP5
gena, dok se ekspresija ostalih ispitivanih gena zadrzavala na nivou kontrolnih vrednosti
kod pojedinih uzoraka ili je bila smanjena, ali smanjenje nije bilo statisticki znac¢ajno
(Slika 44). Do povecanja ekspresije doslo je oko desetog dana od pocetka eksperimenta.
Smanjenje broja kopija transkripata CeAGPI, CeAGP2, CeAGP3 i CeAGP4 gena je
zapazeno dvadesetog dana samo kod eksplantata gajenih na BMS5 hranljivoj podlozi, na
svetlosti.

Ekspresija CeAGPI gena je povefana samo na hranljivim podlogama sa
regulatorima rastenja (BM5 i BM6) na svetlosti i u mraku, dok na BM nije doslo do
povecanja ekspresije tokom morfogeneze (Slika 44). Kada se broj kopija transkripata
svakog CeAGP gena izrazi relativno u odnosu na kontrolu i predstavi u vidu
logaritamskih vrednosti, moze se videti da je doslo do znacajnog povecanja ekspresije
CeAGPI gena na BMS5 i BM6 hranljivim podlogama desetog dana od pocetka
eksperimenta (Tabela 18). Slican obrazac ekspresije kao CeAGPI imao je CeAGP4
gen. Kod eksplantata gajenih na induktivnim BMS5 i BM6 hranljivim podlogama,
dobijeno je povecanje ekspresije CeAGP4 gena, ali s obzirom na ekspresiju ovog gena
koja je postojala u kontrolnim eksplantatima vrednosti relativne ekspresije su niske
(Tabela 18).

Za razliku od CeAGP1 i CeAGP4 gena, CeAGP2 gen je imao drugaciji obrazac
ekspresije tokom procesa in vitro morfogeneze kod kicice, jer je blago povecanje
ekspresije u odnosu na nivo u kontrolnim eksplantatima detektovano i kod eksplantata
gajenih na BM hranljivoj podlozi, na svetlosti ili u mraku. Medutim, do statisticki
znacajnog povecanja doslo je samo na hranljivim podlogama sa regulatorima rastenja,
BMS5 i BM6 (Tabela 18).

Ekspresija CeAGP3 gena je statisticki znacajno povecana kod eksplantata
gajenih na BM hranljivoj podlozi, 20. dana u mraku i kod eksplantata gajenih na
podlogama sa regulatorima rastenja, BM5 i BM6, 10. dana i 20. Dana (Tabela 18).

Tokom morfogenetskih procesa iz odseCaka listova kiCice ekspresija CeAGPS5 gena je
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blago povecana tek desetog dana od pocetka gajenja eksplantata na BM, BM5 ili BM6
hranljivim podlogama, na svetlosti ili u mraku.

Ekspresija svih CeAGP gena je bila povecana kod odsecaka listova koji su
gajeni na BM5Y75 hranljivoj podlozi, na svetlosti (Slika 44). Prisustvo BGlcY u
hranljivoj podlozi je dovelo do statisticki znacajnog povecanja broja kopija transkripata

svih Ce4AGP gena (Slika 44).

Tabela 18. Relativna ekspresija CeAGP gena u odseccima listova ki¢ice tokom morfogeneze in
vitro. Apsolutna ekspresija CeAGP gena (Slika 44) u odseccima listova kicice tokom
morfogeneze in vitro je normalizovana u odnosu na kontrolu (pocetni odsecci listova koji nisu
gajeni na hranljivim podlogama) i predstavljena u vidu log, vrednosti. Y75 — eksplantati gajeni
na BM5Y75 hranljivoj podlozi; BM, BM5, BM6 - oznake hranljivih podloga; Crvenom bojom
su oznacene vrednosti relativne ekspresije koje ukazuju na povecanje ekspresije CeAGP gena,
zelenom bojom su oznacene vrednosti relativne ekspresije koje ukazuju na redukciju ekspresije
CeAGP gena.

Tretman Dani u Geni
kulturi [CeAGPI |[CeAGP2 |CeAGP3 |CeAGP4 |CeAGP5
3 -1,40 -1,45 -0,85 -3,98 -4,02
5 -1,81 -1,25 -0,15 -4,04 -3,81
BM mrak 7 -1,19 -1,24 0,03 -3,82 -3,24
10 -1,29 0,55 2,25 -3,43 -0,73
20 -0,35 1,18 2,86 -2,84 1,01
3 -2,04 -2,00 -1,69 -2,06 -3,90
BM 5 -3,10 -3,15 -4,08 -5,37 -6,64
7 -2,35 -1,67 -0,73 -4,29 -4,11
svetlost
10 0,60 0,75 1,34 -1,32 -0,61
20 0,55 0,83 1,91 -1,46 -0,47
3 -1,79 -1,53 0,21 -1,62 -3,66
5 -1,00 -2,37 -1,79 -3,43 -4,85
BM6 7 0,02 -2,13 -0,68 -3,51 -3,84
mrak
10 1,18 3,65 0,96 0,08
20 3,49 223 [0S0 1,70 0,63
3 -1,26 -0,76 0,53 -1,33 -3,27
5 -1,65 2,11 -1,50 -2,96 -5,75
BMS 7 -0,78 -1,97 -0,71 -1,17 -1,52
10 2,07 [105000 1,00 0,32
svetlost
15 3,51 1,89 3,93 1,08 0,79
20 0,89 -1,23 0,92 -3,76 0,43
Y75 28 1,71 0,71 0,40
|
-6.64 5.19

116



S.DISKUSIJA

5.1. Morfogeneza iz odsecaka listova Kicice in vitro

Uspeh regeneracije somatskih embriona, pupoljaka i korenova in vitro zavisi od
razli¢itih faktora, medu kojima genotip, izbor eksplantata i egzogeno dodati regulatori
rastenja imaju veliki uticaj (Gaj i sar., 2004; Phillips i sar., 2004). Na osnovu prethodnih
istrazivanja, moze se zakljuciti da je kicica biljna vrsta koja se odlikuje visokom
regenerativnom sposobnos¢u i da se medu ispitivanim eksplantatima listovi 1 korenovi
kicice odlikuju visokim morfogenetskim potencijalom (Slika 5)(Suboti¢ i sar., 2003/4;
2006; 2009a; 2009b; 2009c; Suboti¢ i Grubisi¢, 2007; Piatzak i Wysokinska, 2003).
Iako su odsecci listova kori§éeni na samom pocetku istrazivanja morfogenetskih procesa
kod kicice, regenerativni potencijal listova kicice je nedovoljno ispitan. U dosadasnjim
istrazivanjima je istrazivan efekat razli¢itih hranljivih podloga (LS 1 MS) i1 razlicitih
regulatora rastenja (BAP, KIN, IAA, NAA, 2.4 D) na indukciju kalusogeneze i
organogeneze iz odseCaka listova kicice (Cellarové 1 sar., 1983; BareSova 1 sar., 1985;
Laureova i sar., 1986; Piatzak i Wysokinska, 2003). Kultura listova, kao tehnika za in
vitro uzgajanje izolovanih listova, se uglavnom ne koristi, jer se listovi sami kao
eksplantati ne mogu odrzati u kulturi. Medutim, odsecci listova, postavljeni kao
eksplantati, imaju veliki znacaj jer se iz njih moze indukovati pojava kalusa, pupoljaka i
somatskih embriona. Kod razli¢itih vrsta biljaka iz odseCaka listova postignuta je
uspesna regeneracija putem SE (Fiuk i Rybczynski, 2008 a, b; Cantelmo i sar., 2013),
organogeneze (Chaudhuri i sar., 2008; Singh i sar., 2013) ili istovremenom pojavom oba
procesa (Ma i Xu, 2002; Yang i sar., 2012). Posebnu prednost odsecaka listova
predstavlja cinjenica da su listovi sa in vitro gajenih biljaka lako dostupan izvor
eksplantata, Sto omogucava primenu ovih eksplantata u umnozavanju ugrozenih vrsta i
u molekularnim istrazivanjima. Odsecci listova iz kojih je indukovana SE predstavljaju
pogodne model sisteme za ispitivanje molekularnih aspekata SE (Lucau-Danila i sar,
2010; Imin i sar., 2008).

U nasem istrazivanju Koristili smo odsecke listova kao pocetne eksplantate za
ispitivanje morfogeneze in vitro i pokazali da morfogenetski odgovor varira u zavisnosti

od primenjenih koncentracija regulatora rastenja i uslova osvetljenja (Tabela 13). Na
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BM hranljivoj podlozi, bez regulatora rastenja, javila se spontana regeneracija putem
direktne organogeneze pupoljaka na svetlosti i putem direktne rizogeneze u mraku
(Slika 9). Spontana regeneracija pupoljaka putem direktne organogeneze iz odsecaka
listova kicice, opisana je u literaturi. Piatzak i Wysokinska (2003) su uocili direktno
formiranje adventivnih pupoljaka ali sa malom frekvencom (manje od deset pupoljaka
po eksplantatu) iz odsecaka listova ki¢ice na MS hranljivoj podlozi bez regulatora
rastenja. Direktna organogeneza i DSE su opisane u kulturi korenova kigice na '/,MS
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja (Suboti¢ i Grubisi¢, 2007; Suboti¢ i sar.,
2009b; Trifunovié i sar., 2014).

U istrazivanjima koja su prethodila ovom radu ispitani su efekti razlicitih
regulatora rastenja, 2,4-D u kombinaciji sa razli¢itim citokininima BAP, KIN, TDZ i
CPPU, na proces morfogeneze iz odsecaka listova kic¢ice u mraku. Ustanovljeno je da je
samo CPPU indukovao formiranje somatskih embriona, dok je u prisustvu ostalih
citokinina indukovana proliferacija celija kalusa. Podaci iz literature ukazuju na
efikasnost ovog regulatora rastenja u indukciji razli¢itih morfogenetskih procesa.
Pomoc¢u CPPU indukovana je SE iz eksplantata dekorativne vrste Epipremnum aureum
Bunt. (Zhang i sar., 2005). Kod pasjeg trna (Hippophae rhamnoides), CPPU je doveo
do formiranja somatskih embriona iz odsecaka listova, za razliku od BAP i TDZ koji su
indukovali nastanak adventivnih pupoljaka (Sriskandarajah i Lundquist, 2009).
Pokazano je da su sinteticki derivati feniluree, CPPU 1 TDZ, bili efikasniji u indukciji
adventivnih pupoljaka u kulturi korenova i kulturi transformisanih korenova kicice u
odnosu na derivate adenina, KIN i BAP (Suboti¢ i sar., 2009b). Takode je CPPU bio
efikasniji u odnosu na BAP u indukciji pupoljaka iz eksplantata stabla vrste Tasmania
stipitata (Sriskandarajah 1 Goodwin, 2005) i kulturi transformisanih korenova
Kalanchoe blossfeldiana (Christensen i sar., 2008). Primenom 2,4-D u kulturi in vitro
mogu biti indukovani razli¢iti morfogenetski odgovori, kao $to su formiranje somatskih
embriona, pupoljaka i korenova, koji se mogu uociti na istom eksplantatu, kao na primer
kod odsecaka listova dunje (Cydonia oblonga) (Morini i sar., 2000). 2,4-D je do sada
slabo koris¢en u kulturi kigice, uglavnom za rast kalusa i éelijskih suspenzija (Celldrova
i sar, 1983; Laureova i sar, 1986; Meravy, 1987), ali je takode u prisustvu ovog
regulatora rastenja doslo do formiranja pupoljaka i somatskih embriona u kulturi

korenova kicice (Suboti¢ i sar., 2006). Kod nekoliko vrsta roda Gentiana, gde su
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indukcija embriogenog kalusa i1 formiranje somatskih embriona iz odsecaka listova
postignuti kombinacijom razlicitih auksina i citokinina, 2,4-D je bio manje efikasan u
odnosu na druge primenjene auksine, NAA i dikambu (Fiuk i Rybczynski, 2008a;
2008b). Kod nekih vrsta orhideja 2,4-D predstavlja negativan faktor u indukciji DSE iz
odsecaka listova (Chen i sar., 2001; Chung i sar., 2007), a takode inhibira formiranje
somatskih embriona kod limuna (Citrus limon) 1 narandze (C. sinensis) (Fiore i sar.,
2002).

Primenom niskih koncentracija regulatora rastenja, CPPU (0,01-0,5 mg/1) i 2,4-
D (0,2 mg/l) dobili smo visoko regenerativan sistem gde su u kratkom vremenskom
roku uspesno indukovane ISE i indirektna organogeneza. Na hranljivim podlogama sa
regulatorima rastenja doSlo je do formiranja kalusa na odseccima listova kicice,
uglavnom po obodu izolovanog eksplantata tokom druge nedelje gajenja i nakon 28
dana procenat eksplantata koji su formirali kalus je bio 100% na induktivnim hranljivim
podlogama (Tabela 13)

Na BMI1 podlozi indukovane su tri vrste kalusa na eksplantatima, rizogeni,
embriogeni 1 organogeni kalus (Tabela 13; Slika 10c, e). Rizogeni kalus preovladava na
eksplantatima gajenim na ovoj podlozi (ve¢i udeo 2,4-D u odnosu na CPPU), Sto je u
skladu sa ¢injenicom da povecanje odnosa auksin-citokinin pomera proces morfogeneze
ka formiranju korenova i kalusa (Skoog i Miller, 1957). Na pojedinim eksplantatima
gajenim na svetlosti ili u mraku uocen je embriogeni kalus (Tabela 13), dok je
organogeni kalus uoc¢en samo na eksplantatima gajenim na svetlosti (Slika 10¢, e). Na
hranljivim podlogama koje su sadrzale CPPU u koncentracijama ve¢im od 0,05 mg/l
(BM3-BM6) indukovana je SE, i na svetlosti i u mraku (Slika 12a). Takode je sa
porastom koncentracije CPPU doslo do porasta broja eksplantata na kojima je formiran
embriogeni kalus bez obzira na uslove osvetljenja u kojima su eksplantati gajeni
(Tabela 13). Primenom kombinacije ova dva regulatora rastenja, 2,4-D i CPPU,
indukovano je formiranje embriogenog kalusa i somatskih embriona iz odsecaka listova
Gentiana kuroo (Fiuk 1 Rybczynski, 2008a). Suprotno ovim rezultatima, kombinacija
2,4-D i CPPU je inhibirala indukciju SE kod C. /imon i C. sinensis (Fiore i sar., 2002).
Somatska embriogeneza kicice prvi put je indukovana u suspenziji ¢elija koja vodi
poreklo od kalusa formiranog na odseccima listova, koriS¢enjem IAA 1 KIN na LS

hranljivoj podlozi (BareSova i Kaminek, 1984), dok je na ¢vrstoj MS hranljivoj podlozi
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bez regulatora rastenja u kulturi korenova ki¢ice DSE bila spontana (Suboti¢ 1 sar.,
2006). Sa povecanjem koncentracije CPPU dodavanog u podloge, povecavao se
procenat eksplantata na kojima su formirani adventivni pupoljci na svetlosti (Tabela
13). Poznato je da visok odnos citokinin-auksin promovise formiranje pupoljaka iz
kalusa. Sli¢ne rezultate dobili su Suboti¢ i saradnici (2009b), gde se sa poveéanjem
koncentracije CPPU (0,01 - 3,0 uM) povecavao broj adventivnih pupoljaka formiranih u
procesu direktne organogeneze u kulturi korenova kicice (0,61+0,07 - 25,61+0,53).

Za razliku od SE, proces organogeneze pupoljaka iz odsecaka listova kiCice se
odvijao samo na svetlosti (Tabela 13; Slike 9a; 10b, d, f; 13). U naSem
eksperimentalnom sistemu smo na ovaj nacin, gajenjem eksplantata na svetlosti, postigli
razdvajanje ova dva morfogenetska procesa, §to je znacajno za uspostavljanje pogodnog
model-sistema za proucavanje molekularnih aspekata SE. Postoje podaci da kod nekih
vrsta ne dolazi do organogeneze izdanaka kada se kulture gaje u mraku, npr. kod
odsecaka listova petunije (Petunia hybrida R27) (Reuveni i Evenor, 2007) i odsecaka
hipokotila Albizia odoratissima (Rajeswari 1 Paliwal, 2008) gajenih u mraku. Bertram i
Lercari (2000) su demonstrirali da sticanje kompetencije za formiranje pupoljaka iz
odseCaka hipokotila paradajza (Solanum lycopersicum) reguliSe svetlost i da je u tu
regulaciju ukljucen fitohrom. Kod nekih vrsta svetlost je stimulisala obrazovanje
pupoljaka, bilo direktnom organogenezom iz odsecaka korenova kao kod kicice
(Suboti¢ i sar., 2003/4; 2006), bilo indirektnom organogenezom iz odsecaka listova i
petiola kao kod jagode (Tian i sar., 2003). Suboti¢ i saradnici (2006) su pokazali da je
prose¢an broj spontano regenerisanih pupoljaka u kulturi korenova kicice na MS
hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja, veéi na svetlosti (3,08 £ 0,45) nego u mraku
(0,12 + 0,03). U ovom radu je uoceno stimulativno dejstvo svetlosti tokom procesa SE,
jer je u uslovima fotoperioda od 16 h svetlosti i 8 h mraka (dug dan) uocen veéi
procenat eksplantata na kojima je formiran embriogeni kalus u odnosu na eksplantate
gajene u mraku (Tabela 13). Takode je broj somatskih embriona u kulturi korenova
kicice uglavnom veéi kod kultura korenova gajenih na svetlosti (Suboti¢ i saradnici
(2009c¢). Gajenje odsecaka listova Petiveria alliacea na svetlosti je rezultovalo vecom
frekvencijom embriogeneze i veé¢im brojem embriona po eksplantatu u odnosu

eksplantate gajene u mraku (Cantelmo 1 sar., 2013). Stimulativno dejstvo svetlosti na

120



embriogenezu je pokazano i kod orhideje Dendrobium cv. Chiengmai Pink (Chung i
sar., 2007).

Anatomskim istrazivanjima je potvrdeno da su se na svetlosti istovremeno
odvijali pocesi SE i organogeneze (Slika 10f). Istovremena i asinhrona pojava
somatskih embriona i adventivnih pupoljaka na istom eksplantu je ve¢ opisana u kulturi
korenova kicice ali je regeneracija bila direktna, bez obrazovanja kalusa, i spontana, na
MS hranljivoj podlozi bez regulatora rastenja (Suboti¢ i sar., 2006; Suboti¢ i Grubisic,
2007). Istovremena pojava SE i organogeneze pupoljaka iz odsecaka listova opisana je i
kod drugih vrsta, na primer kod africke ljubiCice (Saintpaulia ionantha) (Mithila 1 sar.,
2003), Ochna integerrima (Ma 1 sar., 2011) 1 Primulina tabacum (Yang i sar., 2012). U
literaturi nismo nasli podatke o poreklu somatskih embriona i adventivnih pupoljaka iz
odsecaka listova kicice. Pojava velikih intercelulara u mezofilu se uocava na uzduznom
preseku listova kiCice gajenih u uslovima in vitro (Slika 16a), $to je uoceno i kod
drugih vrsta familije Gentianaceae, na primer G. kuroo (Fiuk i Rybczynski, 2008a) i G.
pneumonanthe (Bach i Pawlowska, 2003). Proces SE je bio asinhron, pa su se nakon 28
dana gajenja na induktivnoj hranljivoj podlozi, na presecima mogli uociti meristemski
centri i somatski embrioni svih razvojnih stadijuma. Ovakva asinhronost procesa SE iz
odsecaka listova je opisana kod vrsta roda Gentiana (Fiuk 1 Rybczynski, 2008a, b), kao
i kulturi korenova kicice (Suboti¢ i Grubisi¢, 2007). Somatski embrioni se formiraju
putem indirektne SE iz odsecaka listova kicice, a vode poreklo od <celija
subepidermalnog sloja (Slika 16). Organogeneza pupoljaka iz odsecaka listova kicice
po tipu je indirektna, a pupoljci vode poreklo od ¢elija mezofila i subepidermalnog sloja
odsecaka listova (Slika 17).

Visok morfogenetski potencijal listova kicice, potvrden u naSim istraZivanjima, i
regeneracija somatskih embriona koji ¢e dati celu biljku, pupoljaka i korenova
omoguceni su zahvaljuju¢i sposobnosti pojedinih potpuno diferenciranih ¢elija mezofila
i subepidermisa lista, da se u razli¢itim induktivnim uslovima dediferencijaciju i zatim
dovedu u stanje pluripotentnosti. Ponovnim ulaskom u ¢elijski ciklus i aktivacijom
¢elijskih deoba ovih ¢elija, a zatim i njhovom rediferencijacijom postize se regeneracija
organa. Tokom formiranja somatskih embriona u procesu SE, ¢elije koje se dele prate

novi program razvica, slican zigotskoj embriogenezi, a razli¢it od onog koji se desava
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prilikom organogeneze, odnosno regeneracije biljaka putem organogeneze (Feher, 2015;

Grafi i Barak, 2014).

5.2. Aktivnost antioksidativnih enzima tokom procesa morfogeneze in

vitro Kkiéice

Aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT i POX je analizirana tokom
razlicitih morfogenetskih procesa koji su se deSavali na odseccima listova kicCice
gajenim na BM, BM1 1 BM6 hranljivim podlogama in vitro. Mnoga istraZivanja
pokazuju da tokom morfogeneze in vitro dolazi do promena aktivnosti antioksidativnih
enzima, koje mogu da imaju vaznu ulogu u morfogenetskim procesima kod razli¢itih
biljnih vrsta (Tian i sar., 2003; Libik i sar., 2005). Povisena aktivnost ovih enzima moze
biti antioksidativni odgovor na oksidativni stres izazvan razli¢itim faktorima u kulturi in
vitro, do nje dolazi u cilju smanjenja visokih, toksi¢nih koncentracija ROS 1 zastite
¢elija, ali se promene aktivnosti ovih enzima mogu dovesti u vezu i sa ulogom ROS u
morfogenetskim procesima.

SOD, CAT i POX predstavljaju enzimske komponente antioksidativnog sistema
biljaka i klju¢ne faktore u regulisanju nivoa ROS u ¢elijama. Superoksid dismutaze
predstavljaju prvu liniju odbrane ¢elije od reaktivnih vrsta kiseonika (Alcher i sar.,
2002). Ovi enzimi katalizuju razgradnju superoksid radikala, pri ¢emu nastaje H,O», ¢ije
razlaganje obavljaju CAT i razli¢ite POX.

U intaktnim listovima kicice, koji su sluzili kao izvor eksplantata, u listovima
regeneranata kao i u odseccima listova tokom procesa morfogeneze in vitro,
detektovana je aktivnost tri izoforme Cu/Zn-SOD, koje su oznacene kao A, B i C (Slike
18, 19A, 20A). Pored toga, u eksplantatima koji su gajeni na BM hranljivoj podlozi u
trajanju od 14 dana na svetlosti indukovana je pojava jedne Mn-SOD izoforme i jedne
katalazne izoforme (CAT A). Na zimogramima katalaza su inaCe uocene tri katalazne
izoforme (CAT B, C i D), a osim njih detektovano je postojanje vise izoformi koje nisu
razdvojene a odlikuju se ve¢om mobilnoscu (Slike 21A, 22A).

Za razliku od SOD i CAT, prilikom dokazivanja aktivnosti POX gel testom,
koristili smo razliite supstrate, jer posle bojenja sa najceSc¢e koris¢enim POX

supstratima, gvajakolom i pirogalolom, izoforme POX nisu uocene na gelu. Kada smo
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za gel esej peroksidaza kao supstrat koristili 4-hloro-a-naftol, na gelovima je uoceno
vise bliskih traka aktivnosti koje nisu bile razdvojene, osim kod pojedinih uzoraka gde
su uocene diskretne trake izoformi (Slike 23A, 24A). Za razliku od odsecaka listova
kic¢ice, uzorci drugih biljnih vrsta, na primer Lepog Jove (Impatiens walleriana)
(Milosevi¢ i sar., 2012), koji su pri istim elektroforetskim uslovima sluzili kao pozitivna
kontrola u ovom radu, pokazivali su jasne zimograme prilikom kori§éenja svih
supstrata. moze se zakljuiti da su POX kiCice najverovatnije inaktivisane tokom
elektroforeze iz nepoznatih razloga, mozda kao posledica osetljivosti na neke
komponente gela, na primer nepolimerizovane ostatke akrilamida i slicno. Ukupna
aktivnost POX, odredena spektrofotometrijskom metodom, gde je koriS¢en pirogalol
kao elektron-donor, je bila znacajno povisena tokom procesa morfogeneze iz odseCaka
listova kicice. U listovima regeneranata gajenih in vifro detektovana je povisena totalna
aktivnost CAT 1 POX u odnosu na aktivnost u inaktnim listovima biljaka koje su sluzile
kao izvor eksplantata (Slike 21A, 22A, 23A, 24A). U literaturi ima podataka o
promenama aktivnosti antioksidativnih enzima u regenerisanim tkivima 1 biljkama.
Meratan 1 saradnici (2009) su detektovali poviSenu aktivnost CAT u regenerisanim
izdancima i poviSenu aktivnost POX u regenerisanim korenovima Acanthophyllum
sordidum, koje povezuju sa ulogom ovih enzima u rastenju i diferencijaciji.

Oksidativni stres moze biti izazvan razli¢itim faktorima u kulturi in vitro, medu
kojima su i povrede tkiva biljaka do kojih dolazi prilikom izolovanja eksplantata i
drugih in vitro manipulacija. Yahraus i saradnici (1995) su pokazali da biljne celije
reaguju na fizi¢ku povredu iniciranjem oksidativnog stresa, u cilju zastite ¢elija u blizini
povrede od efekata mehanickog stresa. Na mestima povrede lista veoma brzo dolazi do
generisanja H,O,, jedan sat nakon povrede (Orozco-Cardenas i Ryan, 1999), koji kao
ucesnik u prenosu signala inicira uklju¢ivanje odbrambenih mehanizama, tj. kako
enzimskih tako 1 neenzimskih komponenti antioksidativnog sistema. Povecana
produkcija H,O,, nastala u reakciji na povredu, najverovatnije dovodi do indukcije
ekspresije gena koji kodiraju CAT u embrionima i listovima Z. mays (Guan i
Scandalios, 2000). Slesak i saradnici (2008) su pokazali da mehanicka povreda listova
M. cristallinum takode dovodi do generisanja H,O; 1 povisene ukupne aktivnosti SOD,
ali 1 do smanjene aktivnosti CAT. Fizicka povreda listova kic¢ice do koje je doslo

prilikom izolovanja eksplantata indukovala je aktivnost svih SOD i CAT izoformi i
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povecanje ukupne aktivnosti ovih enzima (Slike 19, 20, 21, 22). Nasuprot tome,
kumulativna 1 ukupna aktivnost POX je bila smanjena u odnosu na kontrolu (Slike 23,
24). Niska aktivnost POX je detektovana i u sveZe izolovanim odseccima listova
Dactylis glomerata (Somleva i sar., 2000). U sveze izolovanim odseccima hipokotila
Albizia odoratissima detektovana je niska ukupna aktivnost POX i poviSena CAT
aktivnost CAT(Rajeswari i Paliwal, 2008).

Analizom aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, CAT i POX) tokom
morfogeneze in vitro iz odsecaka listova kicCice gajenih na BM, BM1 i BM6 hranljivim
podlogama, tokom 28 dana, na svetlosti i u mraku, pokazano je da dolazi do promena
aktivnosti i, u manjoj meri, izoenzimskog profila antioksidativnih enzima. Nakon sedam
dana gajenja eksplantata na hranljivim podlogama uocavaju se promene u aktivnosti
SOD, ¢ija se vrednost smanjuje u odnosu na vrednost u sveze izolovanim eksplantatima
ali predstavlja i najvisu izmerenu vrednost tokom gajenja eksplantata u kulturi u trajanju
od 28 dana, osim 14. i 21. dana tokom SE na BM6 podlozi (Slike 19, 20). Kairong i
saradnici (1999) su pretpostavili da H,0O, ima ulogu sekundarnog glasnika u procesu SE,
i samim tim H,O, moze uticati na ekspresiju gena i na taj nacin stimulisati formiranje
embriogenih ¢elija. Tokom indukcije procesa indirektne SE u kalusu L. barbarum
aktivnost SOD se povecéavala sa povecanjem nivoa diferenciranosti ¢elija u somatskim
embrionima, a maksimalnu vrednost je dostizala sedmog dana, u vreme pojave
viSecelijskih embriona (Kairong i sar., 1999). Tian i saradnici (2003) su pokazali da
tokom indukcije indirektne organogeneze u kalusu jagode dolazi do povecanja
aktivnosti SOD i dostizanja maksimalne vrednosti desetog dana, nakon Cega aktivnost
SOD opada. Porast aktivnosti SOD je pra¢en nagomilavanjem H,0,, za koga autori
pretpostavljaju da bi mogao imati ulogu u inicijaciji formiranja pupoljaka (Tian i sar.,
2003). Povisena aktivnost SOD tokom prve nedelje gajenja eksplantata na hranljivim
podlogama, dobijena u ovom radu, moze se dovesti u vezu sa oksidativnim stresom
izazvanim povredom listova kicice, koji predstavlja okida¢ za otpocinjanje procesa
dediferencijacije 1 indukcije morfogeneze. Osim toga, prve celijske deobe
subepidermalnih slojeva lista ki¢ice i formiranje meristemskih centara su uoceni upravo
nakon sedam dana (Slika 16b). Spontana regeneracija koja se javila na BM podlozi bez
regulatora rastenja i1 regeneranti formirani na obodima izolovanog eksplantata listova

kicice (Slika 11) ukazuju na efekat mehanicke povrede, do koje dolazi prilikom
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izolacije eksplantata, na indukciju morfogenetskih procesa. Tokom daljeg gajenja
eksplantata (28 dana) na BM1 i BM6 hranljivim podlogama na svetlosti detektovano je
smanjenje kumulativne aktivnosti Cu/ZnSOD, dok su kod eksplantata gajenih na BM
hranljivoj podlozi, kao i u mraku kumulativne vrednosti Cu/ZnSOD uglavnom bile
nepromenjene u odnosu na kontrolnu vrednost. Rezultati ukazuju na to da se nisu mogle
uociti razlike u aktivnosti Cu/ZnSOD u zavisnosti od morfogenetskog procesa, mada se
najveée smanjenje aktivnosti Cu/ZnSOD, koje je pracéeno izostankom izoformi
Cu/ZnSOD A i1 Cu/ZnSOD C, moglo uociti kod odsecaka listova gajenih na BM6
podlozi, na svetlosti, na kojima je istovremeno detektovana indirektna organogeneza
pupoljaka i SE (Slika 19). Aktivnost Cu/ZnSOD je bila slicna u nemorfogenom,
rizogenom i embriogenom kalusu M. cristalinum, dok su aktivnosti Mn-SOD i Fe-SOD
znacajno varirale u zavisnosti od morfogenetskog procesa (Libik i sar., 2005).
Konieczky i saradnici (2008) su detektovali slican obrazac aktivnosti Cu/ZnSOD
izoformi tokom indukcije organogeneze i SE kod suncokreta (Helianthus annuus)ali je
nasuprot tome aktivnost Mn-SOD bila izraZenija tokom organogeneze. Tokom razli¢itih
faza SE kod Safrana (Crocus sativus) bile su prisutne sve Cu/ZnSOD i Mn-SOD
izoforme, sa pove¢anjem Mn-SOD i smanjenjem Cu/ZnSOD aktivnosti u somatskim
embrionima na kotiledonarnom stadijumu razvica (Blazquez i sar., 2009). Za razliku od
navedenih podataka o pojavi Mn-SOD izoforme kako tokom procesa organogeneze,
tako i tokom procesa SE, u ovom radu pojava Mn-SOD izoforme detektovana je samo
na jednom tretmanu, tokom procesa direktne organogeneze na svetlosti, 14. dana, kod
eksplantata gajenih na BM hranljivoj podlozi (Slika 19A).

Nakon 7 dana kultivacije in vitro, u svim odse¢cima listova, bez obzira na
hranljivu podlogu i uslove osvetljenja na kojima su gajeni, doslo je do pada aktivnosti
CAT na nivo koji je detektovan u kontrolnim eksplantatima ili ¢ak i ispod tih vrednosti.
Ovi rezultati su u skladu sa smanjenjem aktivnosti CAT u embriogenom kalusu L.
barbarum (Kairong i sar, 1999). Ovi autori smatraju da je smanjenje aktivnosti CAT
znacajno za indukciju SE, jer omogucava nagomilavanje H,O, (Kairong i sar, 1999).
Kalus sa niskom CAT aktivno$éu i visokom koncentracijom H,0, odlikuje se
regenerativnim potencijalom, §to je u skladu sa pretpostavkom da H,O, moze
indukovati ekspresiju gena odgovornih za indukciju morfogenetskih procesa (Libik i

sar., 2005). Tokom daljeg odvijanja razli¢itih morfogenetskih procesa, dinamika
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promena aktivnosti CAT je bila razliita, sa povecanjem kumulativne aktivnosti kod
odsecCaka listova sa pojedinih tretmana, a nakon 28 dana doslo je do pada aktivnosti
CAT kod odsecaka listova gajenih na svim podlogama, bez obzira na uslove osvetljenja
(Slike 21, 22). Na BM hranljivoj podlozi, na kojoj dolazi do formiranja adventivnih
pupoljaka na svetlosti i korenova u mraku, aktivnost CAT je povecana 14. i 21. dana.
Povecanje aktivnosti CAT moze biti povezano sa procesima diferencijacije tokom
indukcije pupoljaka i korenova (Meratan i sar., 2009). Povecanje aktivnosti CAT
detektovano je 21. dana tokom indirektne organogeneze A. odoratissima na svetlosti
(Rajeswari 1 Paliwal, 2008). Suprotni rezultati su dobijeni tokom indirektne
organogeneze u kalusu jagode, jer je aktivnost CAT opadala (Tian i sar., 2003).
Aktivnost CAT je varirala u zavisnosti od morfogenetskog procesa u istom
eksperimentalnom sistemu - tokom direktne organogeneze pupoljaka je bila povecana, a
tokom SE smanjena kod H. annuus (Konieczny i sar., 2008). Nasuprot tome, aktivnost
CAT je bila poveéana tokom SE (Ghanti i sar., 2009; Blazquez i sar., 2009). Na BM
hranljivoj podlozi na svetlosti uo¢ena je pojava dodatne CAT A izoforme 14. dana od
pocetka eksperimenta (Slika 21A). Indukcija specificnih izoformi, Mn-SOD i CAT A,
kao i detekcija diskretnih traka POX izoformi samo na ovom tretmanu, 14. dana gajenja
eksplantata na BM hranljivoj podlozi na svetlosti (Slike 19A, 21A, 23A), ukazuje na
mogucu ulogu ovih izoformi u procesu direktne organogeneze pupoljaka.

Pored CAT, u uklanjanju H,O, uc€estvuju i POX. Do generisanja H,O, i drugih
ROS dolazi u razli¢itim delovima celije, ukljucujuéi celijsku membranu i apoplast.
Ekstracelularne POX klase I1I imaju znac¢ajnu ulogu u preciznoj regulaciji koli¢ine ROS
u ¢eliji 1 apoplastu jer pored uklanjanja H,O, imaju ulogu i u formiranju ROS (Liszkay i
sar., 2003; Passardi i sar., 2004). Tokom rastenja i diferenciranja celija, POX klase III
koje koriste fenolna jedinjenja kao donore -elektrona ucestvuju u reakcijama
polimerizacije u ¢elijskom zidu i obrazovanju veza izmedu ekstenzina i polisaharida
koji sadrze fenole. Na taj nacin doprinose umrezavanju i uc¢vrsc¢ivanju unakrsnih veza
medu proteinima novog ¢elijskog zida koji se izgraduje. Kao supstrat za POX, H,O,
ima direktnu ulogu u rekonstrukciji celijskog zida, jer je potreban za oksidativno
formiranje fenolnih slobodnih radikala, koji postaju vrlo reaktivni i reaguju medu
sobom formirajué¢i polimere. Na ovaj nafin POX klase III ucestvuju u regulaciji

izduzivanja celije. Osim ove osnovne uloge u eliminaciji H,O,, POX klase III takode
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mogu da katalizuju formiranje H,O; i hidroksil radikala (Passardi i sar., 2004; Cosio i
Dunand i sar., 2009). Hidroksil radikali u¢estvuju u razgradnji polisaharida ¢elijskog
zida, koja je deo procesa rastenja ¢elija (Schopfer i sar., 2001; Liszkay i sar., 2003).
Regulacijom nivoa ROS u apoplastu, ekstracelularne POX klase III ostvaruju ulogu u
regulaciji plasticnosti celijskog zida, De Marco i Roubelakis-Angelakis (1996) su
pokazali da H,O, u apoplastu neophodan za deobe protoplasta, ali akumuliranje ovog
molekula u visokim koncentracijama u citoplazmi dovodi do smanjenja regenerativnog
potencijala. U ovom radu je pokazano da je tokom procesa morfogeneze iz odseCaka
listova kiCice ukupna aktivnhost POX snazno indukovana (Slike 23B, 24B). Do
statisticki znacajnog porasta ukupne aktivnosti POX u odnosu na kontrolu dolazi vec
nakon sedam dana, kada su uocene prve deobe ¢elija i formiranje meristemskih centara
u odseccima listova kicice. PoviSene aktivnosti POX su detektovane tokom razlicitih
morfogenetskih procesa u kulturi in vitro. Aktivnost POX je povisena tokom indukcije
SE iz odsecaka listova D. glomerata (Somleva i sar., 2000) i kod leblebije (Cicer
arietinum) (Ghanti 1 sar., 2009). Medutim, tokom formiranja embriogenih celija L.
barbarum aktivnost POX je niska 1 postepeno raste sa diferenciranjem celija. Aktivnosti
POX je povisena tokom indirektne organogeneze A. odoratissima na svetlosti, za
razliku od smanjene aktivnosti POX u neorganogenom kalusu gajenom u mraku
(Rajeswari 1 Paliwal, 2008).

Ispitivanjem aktivnosti SOD, CAT i POX utvrdeno je da tokom morfogenetskih
procesa iz odseCaka listova kiCice dolazi do promena u enzimskom antioksidativnom
sistemu kiCice. Nasi rezultati ukazuju na to da su SOD i CAT ukljuéene u
antioksidativnu zastitu listova kicice od oSteéenja izazvanih povredom, dok snazno
indukovana totalna aktivnost POX potvrduje znacaj ovih enzima u procesima celijskih

deoba, rastenju i diferencijaciji ¢elija tokom morfogeneze.
5.3. Uloga AGP u procesima morfogeneze in vitro Kicice

U cilju ispitivanja uloge AGP u morfogenetskim procesima in vitro kicice
koristili smo nekoliko eksperimentalnih pristupa: istrazen je efekat BGIcY na proces

morfogeneze, koli¢inu AGP u eksplantatima tokom morfogeneze i ekspresiju 5 CeAGP

gena. Koli¢ina AGP je odredena metodom radijalne difuzije, dok su kvalitativne
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osobine AGP odredene metodom ukrStene elektroforeze. Ekspresija 5 CeAGP gena je
pracena tokom in vitro morfogeneze kicice pomocu qRT-PCR. Imunohistohemijskom
metodom pomoc¢u monoklonalnih antitela ispitana je lokalizacija AGP epitopa tokom

SE.

5.3.1. Efekat BGIlcY na procese morfogeneze in vitro kicice

Rezultati ukazuju na to da je dodavanje BGIcY u hranljive podloge za ispitivanje
morfogeneze uticalo na morfogenetske procese, direktnu i indirektnu organogenezu i
SE, i dovelo do smanjenja broja adventivnih pupoljaka i somatskih embriona po
eksplantatu (Slika 25 a, b, ¢). Postoji veliki broj podataka u literaturi o efektu fGIcY na
razli¢ite procese in vitro regeneracije. Efekti BGIcY su varirali u zavisnosti od
primenjenih koncentracija BGIcY, vremena izlaganja, tipa ecksplantata i hranljive
podloge. U najvecem broju istrazivanja pokazano je da BGIcY inhibira proces SE
(Chapman i sar., 2000; Lucau-Danila i sar., 2010), dok je inhibitorni efekat fGlcY na
proces organogeneze pupoljaka pokazan u istrazivanjima Orbovica i saradnika (2013).
Deoba ¢elija u suspenziji ¢elija Rosa sp. je inhibirana u prisustvu 50 uM BGlcY (Serpe i
Nothangel, 1994). Rastenje korenova klijanaca A4. thaliana je takode inhibirano u
prisustvu 10 uM BGIcY (Ding i Zhu, 1997). Navedena istrazivanja su ukazala na vazne
uloge AGP u razli¢itim razvojnim procesima, gde je neophodna precizna i koordinisana
regulacija Celijskih deoba. Thompson i Knox (1998) su pretpostavili da BGIcY,
vezivanjem i precipitacijom AGP u ¢elijskom zidu, dovodi do inaktivacije AGP i samim
tim sprecava obavljanje njihove funkcije (Thompson i Knox, 1998).

Uporednim ispitivanjem i poredenjem efekata BGlcY na razli¢ite morfogenetske
procese iz odseCaka listova kicCice, uocili smo da se ispitivani morfogenetski procesi
razlikuju po osetljivosti na BGIcY, koji se po rastucoj senzitivnosti mogu poredati kao:
direktna rizogeneza (neosetljiva)<indirektna organogeneza pupoljaka<direktna
organogeneza pupoljaka<ISE (veoma osetljiva). Proces direktne rizogeneze na BM
hranljivoj podlozi u mraku je neosetljiv na prisustvo BGlcY ovoj hranljivoj podlozi
(Slika 27¢, d). BGIcY je najvise uticao na proces SE (Slika 25a), sto moze ukazivati na
to da poseban set AGP molekula koji su precipitirani sa ovim reagensom ima ulogu u

SE. Do statisticki znaCajnog smanjenja broja somatskih embriona dolazi ve¢ na

128



koncentraciji od 5 pM, dok je na maksimalnoj primenjenoj koncentraciji BGlcY (150
uM) indukcija somatskih embriona je skoro potpuno inhibirana, sa smanjenjem od
skoro 12 puta u odnosu na kontrolu (Slika 25a). Na delovima eksplantata koji su bili u
kontinualnom kontaktu sa BGIcY nije dolazilo do formiranja somatskih embriona, veé
se formirao kalus (Slika 26d). Dobijeni rezultati su u skladu sa velikim brojem
istrazivanja u razli¢itim eksperimentalnim sistemima, gde je pokazano da PGlcY
inhibira proces SE ¢ak u vrlo niskim primenjenim koncentracijama. U embriogenoj
suspenziji ¢elija D. carota pod uticajem BGlcY u koncentracijama vi§im od 3,5 uM
inhibirano je formiranje normalnih somatskih embriona i doslo je samo do pojave
rizogeneze (Thompson i Knox, 1998). Somatski embrioni Bactris gasipaes se takode
nisu razvijali na eksplantatu koji je bio u kontaktu sa ¢vrstom podlogom koja je sadrzala
BGIcY u koncentraciji od 30 pM, sugerisu¢i da AGP imaju vaznu ulogu u inicijalnom
razvoju i formiranju somatskih embriona (Steinmacher i sar., 2012). Somatski embrioni
u kulturi korenova hibrida Cichorium ,,474* (C. intybus L.var. sativumxC. endivia
L.var. latifolia)) nastaju procesom direktne SE. Tokom ovog razvojnog procesa u
normalnim in vitro uslovima, ¢elije korena podlezu antiklinim c¢elijskim deobama, ali
dodavanjem BGIcY dolazi do pojave periklinih celijskih deoba ¢ime se zaustavlja
proces razvi¢a somatskih embriona (Chapman i sar., 2000), Sto ukazuje na to da je
specifican set AGP molekula potreban za formiranje bipolarnih somatskih embriona,
kao 1 za razvoj izdanaka i orijentacije rasta korenova.

Tokom procesa direktne organogeneze pupoljaka do statisticki znacajnog
smanjenja broja pupoljaka dolazi na 5 uM BGlcY (Slika 25). Za razliku od procesa ISE,
smanjenje broja pupoljaka nastalih u procesu indirektne organogeneze na BMSY
hranljivoj podlozi je najmanje izrazeno, Sto moZe biti posledica slabijeg vezivanja
BGIcY za AGP koji imaju ulogu u diferencijaciji pupoljaka iz kalusa ili je proces
indirektne organogeneze pupoljaka manje zavisan od AGP, i samim tim manje
senzitivan na tretman sa BGIcY (Slika 25b). Statisticki znacajno smanjenje broja
pupoljaka se moglo uociti tek na koncentraciji BGIlcY od 50 uM (Slika 25b).
Formiranje organogenih globula i pupoljaka na eksplantatima koji su bili u kontaktu sa
podlogom koja je sadrzala BGlcY potvrduje manju osetljivost procesa indirektne
organogeneze na tretman ovim reagensom (Slika 26 b). Sli¢na zapaZanja su zabeleZena

tokom indirektne organogeneze, kada je tretman sa PGIcY doveo do smanjenja
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regenerativnog potencijala odseaka izdanaka dve vrste C. sinensis (L.) Osbeck x
Poncirus trifoliata (L.) Raf. 1 C. paradisi, odnosno do smanjenja broja adventivnih
pupoljaka, S§to ukazuje na moguéu ulogu AGP u regulaciji regeneracije izdanaka
(Orbovi¢ i sar., 2013).

lako pojava kalusa na eksplantatima gajenim na BMS5 podlozi, u koju su dodate
razli¢ite koncentracije BGIcY nije merena, uoceno je da je BGIcY uticao na povecanje
pojave rizogenog kalusa na eksplantatima, posebno na svetlosti. Orbovi¢ i1 saradnici
(2013) su uocili da je efekat BGlcY manje izrazen u procesu formiranja kalusa na
krajevima eksplantata, nego u procesu obrazovanja pupoljaka. Sli¢na zapazanja su
zabelezena u slucaju ISE, jer je BGlcY dodat u hranljivu podlogu u koncentraciji od 30
UM znacajno redukovao formiranje sekundarnih somatskih embriona vrste B. gasipaes,
ali je istovremeno stimulisao formiranje kalusa (Steinmacher i sar., 2012). Rezultati
ukazuju da BGlcY ima veci uticaj na determinisanje odredenog razvojnog puta celija
kalusa, poput SE, nego na proliferaciju ¢elija mezofila lista kiCice i formiranje kalusa.

Nasuprot naSim rezultatima, dodavanje rastucih koncentracija BGlcY (0-75 uM)
u c¢vrstu hranljivu podlogu nije inhibiralo proces morfogeneze putem direktne
organogeneze i DSE u kulturi korenova ki¢ice (Trifunovi¢ i sar., 2014). Do formiranja
kompletno razvijenih izdanaka doslo je na svim hranljivim podlogama koje su sadrzale
BGIcY, pri cemu je na hranljivim podlogama sa nizom koncentracijom BGIcY (25 pM)
broj direktnih regeneranata bio povecan u odnosu na kontrolu, dok na viSim
koncentracijama (50-75 pM) vrednosti nisu bile statisticki znacajno razlic¢ite od
kontrolnih nakon 8 nedelja u kulturi. Razli¢iti efekti BGIcY na proces morfogeneze koji
su detektovani u dva eksperimentalna model sistema ki¢ice mozda mogu biti posledica
sastava hranljive podloge (odnosno primenjenog regulatora rastenja i njegovih
koncentracija), tipa eksplantata i duzine izlaganja BGIcY. Najveci broj eksperimenata
koji se odnosio na istrazivanje efekata BGIcY na razlicite razvojne procese je izveden
dodavanjem PBGIcY u suspenzije celija ili tecne kulture izolovanih organa. Kontinualni
kontakt tkiva sa BGIcY u te¢noj kulturi je presudan za njegove efekte na proces
regeneracije, $to su pokazali Thompson i Knox (1998). Radi proucavanja efekata
lokalizovane aplikacije BGlcY, pomenuti autori su male grupe proembriogenih celija iz
embriogene suspenzije D. carota prebacili na polucvrstu hranljivu podlogu obogacenu

sa 5 uM BGIcY i uodili stimulaciju rastenja pupoljaka i korenova, dok je u embriogenoj
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suspenziji pri istoj primenjenoj koncentraciji BGIcY inhibiran razvoj normalnih
somatskih embriona. Potpuna inhibicija procesa SE postignuta je u tec¢noj hranljivoj
podlozi u kojoj su gajeni odsecci korenova i listova cikorije, dodavanjem ekstremno
visoke koncentracije BGIlcY (250 pM) u trajanju od 11 dana gde su obe vrste
eksplantata bile u neposrednom kontaktu sa PGlcY (Chapman i sar., 2000; Lucau-
Danila i sar., 2010). Rezultati ovog rada su pokazali da je efekat BGIcY bio jace izrazen
kada su odsecci listova kicice gajeni na ¢vrstoj hranljivoj podlozi u odnosu na kulturu
korenova kiice, §to je najverovatnije uslovljeno samom prirodom eksplantata i
interakcijom sa hranljivom podlogom, usled vece povrSine eksplantata koja je u
kontaktu sa BGlcY, a posebno obodi izolovanog eksplantata koji predstavljaju mesta
gde dolazi do formiranja kalusa i regeneranata. Na osnovu literature postoji samo jedan
podatak gde je ispitan efekat PGIcY na indukciju SE iz odseCaka listova cikorije
(Lucau-Danila i sar., 2010). Pomenuti autori su jasno pokazali da PGlcY difunduje
unutar lista cikorije i da se ve¢ nakon 4 dana moze uociti oko pojedinih ¢elija mezofila
lista. U ovom radu izrazita crvena obojenost je detektovana uglavnom po obodu
izolovanog eksplantata koji su gajeni na BM 1 kalusu koji se formirao na BMS
podlogama, u koje su dodate razli¢ite koncentracije BGlcY (Slike 26 b, d; 27 f). To
ukazuje na to da je difundovanje BGIcY iz hranljive podloge u tkivo lista tokom
eksperimenta najizrazenije po obodu izolovanog eksplantata, gde je doSlo do vezivanja
BGIcY 1 stvaranja crvenog precipitata odnosno kompleksa PBGlcY-AGP. BGlcY
karakteriSe velika molekulska masa i niski potencijal difuzije izmedu celija, tako da
moze uc¢i u meducelijski prostor, ali je suviSe veliki molekul i ne moze proci kroz
¢elijsku membranu (Serpe 1 Nothangel, 1994).

Razlic¢iti efekti BGIcY mogu biti posledica njegove interakcije sa pojedinim
AGP molekulima uklju¢enim u procese organogeneze i SE. Primenjen kod klijanaca A.
thaliana, BGIcY nije mogao da ude centralni cilindar i njegov efekat je uocen samo u
epidermalnim c¢elijama korena, odnosno BGIcY je izazvao dehidrataciju epidermalnih
¢elija korena, dok na korensku kapu i meristem nije delovao, §to ukazuje na to da
osetljivost na fGlcY varira izmedu razli¢itih tkiva verovatno usled razlika u reaktivnosti
razlic¢itth AGP u odnosu na BGIcY (Willlats i Knox, 1996). Na osnovu toga je
pretpostavljeno da AGP koji se vezuju za BGIcY predstavljaju podgrupu u okviru vece

AGP familije (Willats i Knox, 1996). Procenjeno je da BGIlcY vezuje 50-100 razlicitih
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AGP molekula (Ellis i sar., 2010). Iako je nedavno otkriveno da BGalY vezuje p-1,3-
galaktooligosaharide koji sadrze viSe od sedam galaktoznih ostataka (Kitazawa 1 sar.,
2013), mehanizam delovanja ovog reagensa, odnosno nac¢in na koji uti¢e na funkciju
AGP je i dalje nepoznat. Visok afinitet AGP za BGlcY i fGalY vodi ka pretpostavci da
bi se sli¢ne interakcije mogle desavati u éelijskom zidu, pri ¢emu bi se AGP vezivali sa
polisaharidima ¢elijskog zida koji u svom molekulu imaju B-glukozil i B-galaktozil
ostatke (celuloza, kaloza, ksiloglukan, pektin), kao i sa drugim AGP molekulima. Ove
interakcije mogu biti vazne za procenu mnogih funkcija AGP (Seifert i Roberts, 2007;
Kitazawa 1 sar., 2013). S obzirom da [-1,3-galaktooligosaharidi predstavljaju
konzervisan deo ugljenohidratne komponente svih AGP molekula, ovaj pristup je
nespecifican, jer njegovom primenom ne mozemo dobiti informacije o ulozi pojedinih

AGP molekula u indukciji morfogeneze in vitro iz odsecaka listova.

5.3.2. Kvantifikacija AGP tokom procesa morfogeneze in vitro kicice

Sadrzaj AGP je odredivan u odseccima listova kicice tokom razli¢itih
morfogenetskih procesa in vitro, na svetlosti i u mraku. Uoceno je poveéanje sadrzaja
AGP u svim odseccima listova, bez obzira na hranljivu podlogu i uslove osvetljenja na
kojima su gajeni. Na hranljivim podlogama sa regulatorima rastenja, gde je doslo do
formiranja embriogenog kalusa, dinamika povecanja koli¢ine AGP je bila razlicita
(Slika 28). Tokom prvih sedam dana koli¢ina AGP je bila smanjena u eksplantatima
gajenim u mraku na BM6 hranljivoj podlozi, za razliku od eksplantata koji su gajeni na
svetlosti na BMS5 gde je detektovano povecanje koli¢ine AGP, $to se moze dovesti u
vezu sa dediferencijacijom i formiranjem kalusa koji su bili izraZeniji u kulturama koje
su gajene na svetlosti (Slika 9). Sa formiranjem somatskih embriona sadrzaj AGP u
eksplantatima je u porastu. Na pocetku uspostavljanja embriogene kulture E.
pulcherrima kolicina AGP u kalusu je bila smanjena i povecavala se sa razvojem
somatskih embriona (Saare-Surminski i sar., 2000), kao i tokom ISE iz odsecaka listova
kic¢ice gajenih na BM6 hranljivoj podlozi u mraku. Povecanje koncentracije AGP
detektovano je u embriogenom kalusu pamuka, gde se nalazi tri puta veca koli¢ina AGP
koji su izolovani pomoc¢u BGIcY u odnosu na neembriogeni kalus (Poon i sar., 2012).

Tokom direktne rizogeneze u mraku, koli¢ina AGP u eksplantatima gajenim na BM
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hranljivim podlogama, se postepeno povecavala. Tokom direktne organogeneze
pupoljaka na svetlosti kolicina AGP je uglavnom bila smanjena, osim 28. dana kada su
na eksplantatima uoceni diferencirani pupoljci. Orbovi¢ i saradnici (2013) su pokazali
da je sadrzaj AGP u eksplantatima dve vrste C. sinensis (L.) Osbeck x P. trifoliata (L.)
Raf. i C. paradisi skoro identican iako su se razlikovali u regenerativnom potencijalu.
Kao ekstracelularni proteini, AGP se izlu¢uju u hranljive podloge na kojima su gajene
embriogene 1 neembriogene kulture. Najveci broj podataka u literaturi, koji se tice
odredivanja koli¢ine AGP, dobijen je sa suspenzijama celija i teCnim kulturama
korenova i odredivanja koli¢ine ekstracelularnih AGP u hranljivoj podlozi. Pomenuti
literaturni podaci ukazuju na korelaciju izmedu kolic¢ine i sastava AGP u hranljivoj
podlozi i embriogenog potencijala Celijskih linija. Chapman i saradnici (2000) su
pokazali da se koli¢ina AGP povecava u hranljivoj podlozi na kojoj su gajene
embriogene kulture, dok ovo povecéanje nije uoceno u hranljivim podlogama na kojima
su gajene neembriogene kulture.

Dodavanje BGIcY u hranljive podloge nije uticalo bitno na koli¢inu AGP u
odseccima listova kiCice tokom morfogeneze, iako je ovaj reagens izazvao smanjenje
regenerativnog potencijala eksplantata gajenih na hranljivim podlogama sa regulatorima
rastenja. Precipitacija AGP sa B-GlcY dovela je do redukcije sadrzaja AGP u ¢elijskom
zidu od 61,14% 1 totalnu inhibiciju sekrecije AGP u hranljivoj podlozi kulture celija
Beta vulgaris (Capataz-Tafur i sar., 2011). Prisustvo B-GIcY je uticalo na smanjenje
koli¢ine AGP u te¢nom hranljivoj podlozi u kome su gajeni somatski embrioni Bactris
gasipaes (Steinmacher i sar., 2012). Sa povecanjem koncentracije B-GlcY u podlozi
smanjivala se koli¢ina AGP u hranljivoj podlozi (Chapman i sar., 2000). U kulturi
korenova kicice sadrzaj AGP u regenerisanim pupoljcima i korenovima je bio povecan
na ¢vrstim podlogama sa visim koncentracijama B-GlcY (25, 50 i 75 pM) (Tifunovic¢ i

sar., 2014).

5.3.3. Kbvalitativhe osobine arabinogalaktanskih proteina tokom

procesa morfogeneze in vitro kicice

AGP koji su izolovani iz odsecaka listova kic¢ice gajenih tokom 15 dana na BM5

hranljivoj podlozi, na svetlosti, odnosno 20 i 28 dana na BM i BM5Y5 hranljivim
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podlogama, u mraku, su razdvojeni na osnovu velicine i naelektrisanja pomoc¢u ukrStene
elektroforeze. Gumiarabika, koja sluzi kao referentni arabinogalaktanski protein, je
razdvojena tokom elektroforeze u dve komponente AGP, sa Rf vrednostima od 0,425 i
0,671 (Slika 31d), Sto odgovara ve¢ potvrdenom precipitacionom profilu gumiarabike
(van Holst i Clarke, 1986; Wisniewska 1 Majewska-Sawka, 2007). Na$i rezultati
ukazuju na to da se AGP izolovani iz odsecaka listova kicice gajenih na pomenutim
hranljivim podlogama odlikuju izuzetno velikom elektroforetskom mobilnoséu i
medusobno skoro identi¢nim precipitacionim profilima, sa po jednim maksimumom, a
potpuno razli¢itim u odnosu na gumiarabiku (Slika 31a, b, ¢). Visok kapacitet ovih
molekula da migriraju ka anodi uslovio je precipitacione maksimume sa Rf vrednostima
od 0,750, 0,821 1 0,875, sto je ukazalo na to da dominantne komponente izolovanih
AGP imaju visoku elektroforetsku mobilnost. Elektroforetskoj mobilnosti AGP u
najve¢oj meri doprinosi visok sadrzaj uronskih kiselina u ugljeno-hidratnom delu
molekula AGP (van Holst i Clarke, 1986). U ovom radu je imunohistohemijskom
lokalizacijom pokazano intenzivno prisustvo AGP sa LM2 epitopom (Slika 32a, b, ¢,
d), koji sadrzi B-vezane ostatke glukuronske kiseline, u koji su gajeni na BM hranljivoj
podlozi, kao i tokom SE, $to objasnjava dobijene precipitacione profile AGP kicice.
Pozicija i broj maksimuma na elektroforetskom profilu dobijenom pomocu
ukrstene elektroforeze su povezani sa morfogenetskim osobinama tkiva gajenih in vitro
(Wisniewska i Majewska-Sawka, 2007). Ispitivanja elektroforetskih osobina AGP
izolovanih iz hranljive podloge za gajenje embriogene i neembriogene celijske
suspenzije D. carota su ukazala na razlike izmedu AGP izlu¢enih u hranljivu podlogu,
koje su se ogledale u razli¢itim precipitacionim profilima i Rf vrednostima (Kreuger i
van Holst, 1993). Elektroforetski profili AGP izolovanih iz embriogenog i
neembriogenog kalusa E. pulcherimma su takode ukazivali na postojanje razlicitih
formi AGP koje se vezuju za BGIcY (Saare-Surminski i sar., 2000). Nasuprot tome,
Wisniewska i Majewska-Sawka (2007) nisu uocile razlike izmedu AGP izolovanih iz
hranljive podloge za gajenje embriogenih i neembriogenih kultura Beta vulgaris, ¢iji su
precipitacioni profili imali jedan maksimum i skoro identicnu Rf vrednost. Takode,
elektroforetski profili AGP izolovanih iz ¢elija embriogenih i neembriogenih kultura D.
carota su bili identi¢ni, sa Sirokim maksimumom i1 Rf vrednos¢u 0,5, za razliku od AGP

izolovanih iz hranljive podloge ovih kultura (Kreuger i van Holst, 1993). U nasem
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istrazivanju razlike koje su detektovane izmedu Rf vrednosti ispitivanih odsecaka
listova mogle bi ukazivati na razli¢it sastav AGP molekula u ovim tkivima, odnosno na
ulogu AGP molekula koju bi mogli imati u razli¢itim morfogenetskim procesima. lako
su AGP heterogena grupa proteina, svako tkivo sadrzi specifican set AGP molekula
(van Holst i Clarke, 1986; Saare-Surminski i sar., 2000).

U svakom slucaju, ovom metodom je tesko detektovati delikatne promene AGP
sastava koje bi mogle biti od velikog funkcionalnog znacaja (Ding i Zhu, 1997).
Uporednim ispitivanjem AGP pomocu ukrstene elektroforeze i monoklonalnih antitela
pokazano je da u tkivu postoje AGP koji se ne vezuju za PGIcY, a Cije je prisustvo
dokazano na osnovu vezivanja sa specificnim antitelima (Willlats i Knox, 1996; Saare-
Surminski 1 sar., 2000). Radijalna difuzija i ukrStena elektroforeza su metode pomocu
kojih se brzo mogu odrediti koli¢ina i naelektrisanje AGP tokom razli¢itih razvojnih
procesa (Gell i sar, 1986), ali se pomoc¢u ovih metoda postize ograniceno sagledavanje

mogucih funkcija AGP.

5.3.4. Imunohistohemijska lokalizacija AGP tokom procesa

morfogeneze in vitro Ki€ice

U ovom radu je uradena i imunohistohemijska lokalizacija AGP epitopa pomocu
tri specificna monoklonalna antitela (LM2, JIM4 i JIM13) radi pracenja njihovog
prisustva u celijama eksplantata i regeneranata tokom SE in vitro iz odsecaka listova
ki¢ice. Ova antitela reaguju sa ugljeno-hidratnim delovima AGP molekula.

AGP sa LM2 epitopom su detektovani u ¢elijama lisnog odsecka koji je gajen 7
dana na BM hranljivoj podlozi, zatim u meristemskim d¢elijama, proembriogenim
strukturama i globularnom somatskom embrionu (Slika 32a, b, ¢, d). lako su AGP sa
LM2 epitopom prisutni u celijskim zidovima svih celija lista, jasno je uocena
akumulacija ovih epitopa u meristemskim centrima u odnosu na okolno tkivo mezofila.
Tokom kasnijih faza razvi¢a somatskih embriona ki¢ice AGP sa LM2 epitopom nestaju.
Izrazeno prisustvo AGP sa LM2 epitopom u embriogenom tkivu i ranim stadijumima
razvi¢a somatskih embriona ukazuje na mogucéu ulogu AGP molekula sa LM2 epitopom
tokom SE iz odsecaka listova kicice. Sli¢ne rezultate su dobili Pilarska i saradnici

(2013) gde je reakcija LM2 epitopa bila veoma izraZzena u meristemskim ¢elijama iz
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kojih su se razvili somatski embrioni Trifolium nigrescens, ali u kasnijim stadijumima
razvi¢a embriona ova reakcija nije uocena. Imunohistohemijska istraZivanja su pokazala
da globularne stadijume somatskih embriona razlicitih vrsta karakteriSe specifican
obrazac AGP lokalizacije. AGP sa LM2 epitopom imaju klju¢nu ulogu u indukciji ranih
embrionalnih stupnjeva kod E. pulcherimma 1 uoceni su na povrsini protodermalnih
¢elija globularnog somatskog embriona. Prelaskom embriona u starije stadijume razvica
nije primeceno znacajnije prisustvo ovog epitopa (Saare-Surminski i sar., 2000). Postoji
znacajna akumulacija AGP sa JIM4 antitelom u protodermu globularnih embriona D.
carota (Stacey 1 sar., 1990). JIMI13 epitop se pojavljuje u protodermu somatskih
embriona vrste Bactris gasipaes (Steinmacher 1 sar, 2012), dok se LM2, JIM13 i JIM16
epitopi nalaze na povrSini Celija buduceg protoderma somatskih embriona hibrida
Cichorium ,474 (Chapman 1 sar., 2000). Lokalizacija AGP i pektinskih epitopa u
zavisnosti od pozicije ¢elija detektovana je u kalusu 7. aestivum tokom organogeneze,
gde je prisustvo JIM14, JIM15 i JIM4 epitopa uoceno u velikim parenhimskim ¢elijama
na periferiji neorganogenog kalusa, dok su sa pocetkom regeneracije LM2 epitopi
detektovani u meristemskim ¢elijama lokalizovanim u dubljim slojevima kalusa
(Konieczny 1 sar., 2007). U nasem istrazivanju izrazeno prisustvo AGP sa LM2
epitopom je uoceno u svim ¢elijama globularnog embriona kicice (Slika 32a), kao sto je
pokazano i kod banane (Musa spp.AAA cv. ,,Yueyoukang 1), gde je jak signal LM2,
LM14 i JIM16 epitopa detektovan u svim ¢elijama globularnog embriona (Pan i sar.,
2011). Pomenuti autori su koristili 16 monoklonalnih antitela za istrazivanje lokalizacije
AGP epitopa tokom SE banane i utvrdili da su u istim razvojnim stupnjevima SE
prisutni razli¢iti AGP epitopi (Pan i sar., 2011).

Karakteristicno je da se prisustvo AGP sa LM2 epitopom uocava, osim u
embriogenom tkivu i globularnim somatskim embrionima, i u ¢elijskim zidovima skoro
svih ¢elija lisnog eksplantata koji je gajen 7 dana na BM hranljivoj podlozi, a reakcija
ovog epitopa je posebno izraZena u ¢elijama provodnih snopica (Slika 32a). Pilarska i
saradnici (2013) su pokazali da se AGP sa LM2 epitopom mogu uociti tokom razvoja
somatskih embriona 7. nigrescens, ali i u parenhimskim c¢elijama neembriogenog
kalusa. Ovi rezultati mogu ukazivati na razlic¢ite uloge AGP sa LM2 epitopom, koji
sadrzi B-vezane ostatke glukuronske kiseline (Smallwood i sar., 1996), osim na ulogu

tokom indukcije SE. LM2 epitop moze biti deo ugljeno-hidratne komponente razlicitih
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AGP molekula, odnosno AGP sa razli¢itom proteinskom osnovom, koje imaju razlicite
funkcije. To znaci da jedno specificno monoklonalno antitelo moze prepoznati vise
AGP molekula ukoliko su njihove proteinske osnove glikozilovane ugljeno-hidratnim
lancima koji sadrze iste epitope (Gao i Showalter, 2000; Schultz i sar., 2000).

Tokom daljeg razvic¢a somatskih embriona kicice detektovana je pojava novih
epitopa. U celijama somatskih embriona ki¢ice na ranom kotiledonarnom stadijumu
razvia bili su prisutni AGP bogati JIM4 epitopom (Slika 32e). Nasuprot ovim
rezultatima, JIM4 epitop je opisan kao moguéi rani marker sticanja embriogene
kompetencije u éelijama kalusa Z. mays (Samaj i sar., 1999), jer je detektovan samo na
povrSini embriogenih ¢elija, dok u ¢elijama neembriogenog kalusa nije detektovan.
AGP koji imaju specifican epitop za koji se vezuje JIM13 monoklonalno antitelo su
prisutni kod kompletno razvijenih somatskih embriona ki¢ice na kotiledonarnom
stadijumu razviéa (Slika 32f). Prisustvo AGP sa JIM13 epitopom je detektovano tokom
inicijalnih faza SE, u proembriogenim strukturama smrce (Filonova i sar., 2000) i
embriogenim c¢elijama banane (Pan i sar., 2011). Kod kompletno razvijenih somatskih
embriona banane AGP sa JIMI3 epitopom su detektovani samo u vaskularnim
elementima (Pan i sar., 2011). Nasuprot tome, tokom embriogeneze kod vrste Brassica
napus, AGP sa JIM13 epitopom se javljaju u proembriogenim strukturama i
globularnim somatskim embrionima dok u embriogenim ¢elijama nisu detektovani
(Namasivayam i sar., 2010). Tokom androgeneze Brassica napus cv. Topas pokazano je
da AGP sa JIM13 epitopom mogu biti uklju¢eni u formiranje embriona (Tang i sar.,
2006).

Akumulacija AGP sa LM2 epitopom u meristemskim celijama i izrazeno
prisustvo u globularnom somatskom embrionu, kao i pojava novih epitopa, JIM4 i
JIM13, u kasnijim fazama razvica somatskog embriona, ukazuju na to da je lokalizacija
AGP epitopa razvojno regulisana tokom SE kicice, kao $to je ve¢ pokazano kod D.
carota (Stacey 1 sar., 1990), hibrida Cichorium ,,474* (Champan i sar., 2000), Musa sp.
(Pan 1 sar., 2011) i drugih vrsta. AGP epitopi mogu predstavljati specifiéne razvojne
markere embriogenih ¢elija i/ili somatskih embriona (Pilarska i sar., 2013). Na primer,
epitopi AGP koji se nalaze na povrSini embriogenih Celija D. carota reaguju sa JIMS8

antitelom, dok kod neembriogenih c¢elija ova reakcija izostaje, Sto je dokaz da su ovi
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proteini markeri veoma ranog stadijuma SE neposredno posle indukcije (McCabe i sar.,

1997).

5.3.5. Sekvenciranje AGP gena kilice i karakterizacija proteinskih

sekvenci AGP

U cilju identifikacije gena koji kodiraju proteinske delove AGP molekula
koriséeni su razliciti pristupi, u zavisnosti od dostupnih podataka. Schultz i saradnici
(1998) su identifikovali 5 pretpostavljenih AGP gena A. thaliana, AtAGPI - AtAGPS,
poredenjem strukture izvedenih proteinskih sekvenci sa AGP drugih vrsta biljaka.
Kombinacijom dva pristupa, proteomskog i genomskog pristupa, Schultz i saradnici
(2000) su identifikovali 15 AGP gena koji kodiraju proteinski deo klasi¢nih AGP, a
medu njima i AG peptide i jedan AGP koji se razlikovao od ostalih identifikovanih, jer
je pored dva AGP domena imao i dva FAS domena (Kawamoto i sar., 1998). Nakon
preciS¢avanja AGP iz listova i korenova A. thaliana, njihove precipitacije sa BGIcY i
deglikozilacije, peptidne sekvence su sekvencirane Edmanovom degradacijom.
Sekvencirane peptidne sekvence su koriS¢ene za pretrazivanje EST (eng. ,,expressed
sequence tags‘) baze podataka radi identifikacije AGP gena. Genomski podaci su bili
jako dragoceni u identifikaciji AGP gena A. thaliana (Schultz i sar., 2002; Showalter i
sar., 2010) i O. sativa (Ma i Zhao, 2010). Prva obimna bioinformati¢ka analiza radi
identifikacije AGP gena u genomu A. thaliana omogudila je identifikaciju 4 razlicite
grupe AGP: 13 klasicnih AGP, 3 AGP bogata Lys, 10 AG peptida i 21 FLA (Schultz i
sar., 2002). U cilju identifikacije klasicnih AGP i AG peptida, ovi autori su trazili
sekvence sa veéom =zastupljenoséu Pro, Ala, Ser i Thr (PAST) i sa predvidenim
prisustvom N-signalnog peptida, dok su FLA pretrazivali na osnovu prisustva fasciklin
domena. Sve sekvence su zatim analizirane radi predikcije prisustva GPI-signalne
sekvence. Na sli¢an nacin, pretrazivanjem baze anotiranih proteinskih sekvenci pirinca
na osnovu sastava aminokiselina, duzine i prisustva konzervisanih domena, Ma i Zhao
(2010) su identifikovali 69 ¢lanova AGP familije pirin¢a. Showalter i saradnici (2010)
su razvili BIO OHIO - program za identifikaciju, klasifikaciju i analizu svih HGRP, koji
se zasniva na trazenju sekvenci sa sastavom aminokiselina karakteristicnim za ove

proteine i pojedinih motiva koji su karakteristicni za HGRP. Pomocu ovog programa
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identifikovali su ukupno 85 AGP kod 4. thaliana, ukljucujuéi 22 klasicna AGP, 3 AGP
bogata Lys, 16 AG peptida, 21 FLA, 17 plastocijanin AGP i 6 drugih himernih AGP.

U ovom radu smo polazeéi od sekvenciranog i rekonstruisanog transkriptoma
korena 1 lista kicice identifikovali 4 AGP gena kicice (CeAGPI, CeAGP2, CeAGP3 i
CeAGP4). AGP sekvence kicice su identifikovane na osnovu sli¢nosti sa AGP drugih
biljaka, pomocu algoritma BLAST (Tabela 14). S obzirom da proteinski deo AGP
molekula kodiraju multigenske familije, mozemo pretpostaviti da ovih 4 AGP gena
predstavlja jedan deo multigenske familije AGP kicice. Kori§éenje transkriptoma kao
polazne osnove za identifikaciju gena ima izvesna ograniCenja, jer omogucava
identifikaciju samo onih gena koji su aktivno eksprimirani u datom tkivu, u nasSem
slu¢aju u transkriptomu korena i lista kiice. Sekvenciranjem transkriptoma drugih
organa i tkiva kicice, moguce bi bilo identifikovati veéi broj AGP gena.

Pretrazivanjem NCBI proteinske baze podataka prema zadatim transliranim
proteinskim sekvencama AGP kicice i identifikacijom regiona lokalne sli¢nosti izmedu
sekvenci upotrebom PROTEIN BLAST algoritma, utvrdili smo prisustvo konzervisanih
domena u proteinskim sekvencama AGP kiCice. CeAGP1, CeAGP2 i CeAGP4 sadrze
FAS domen, CeAGP3 poseduje DUF1070 domen dok CeAGPS5 sadrzi PH-
GRAM WBP2 domen (Tabela 16). lako je broj klasicnih AGP kod istrazenih
multigenskih familija A. thaliana 1 O. sativa znatan u odnosu na ostale grupe AGP,
pristupom koji smo koristili, BLAST metodom, identifikovali smo samo AGP koji
sadrze konzervisane proteinske domene (FAS, DUF1070) ali ne i klasicne AGP
molekule, jer sekvence sa AG glikomodulima nisu konzervisane. Poredenjem 15
proteinskih sekvenci klasiénih AGP koje su dobili na osnovu nuleotidnih sekvenci
identifikovanih 4GP gena, Schultz i saradnici (2000) su pokazali da izmedu ovih
sekvenci postoji niska identi¢nost, koja je u najve¢em broju slucajeva iznosila manje od
40%. AG peptidi predstavljaju klasicne AGP sa kratkim AGP domenom, i ve¢inu AG
peptida nije moguce identifikovati BLAST metodom. U ovom istrazivanju smo uocili
da je BLAST metodom mogucée identifikovati jednu grupu AG peptida koja se javlja
kod znatnog broja biljaka a u svojoj sekvenci ima konzervisanu GPI sekvencu, koja u
najvec¢oj meri ¢ini DUF1070 domen.

Najveci broj AGP koje smo izolovali BLAST metodom na osnovu njihovih

konzervisanih fasciklin domena, pripada FLA (Tabela 16). Identifikovano je ukupno 3
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¢lana FLA familije kicice, CeAGP1, CeAGP2 i CeAGP4, od kojih samo CeAGP2 ima
kompletnu sekvencu, sa 461 aminokiselinom, dok su sekvence CeAGP1 i CeAGP4
delimic¢ne, sa vise od 224 i 328 aminokiselina. U genomima biljaka postoji veliki broj
gena koji kodiraju FLA sa jednim ili dva fasciklin domena, 21 kod 4. thaliana (Johnson
isar., 2003), 27 kod O. sativa (Ma i Zhao, 2010), 34 kod 7. aestivum (Faik i sar., 2006),
33 kod Brassica rapa (Jun i Xiaoming, 2012) i drugih. Veli¢ina FLA varira od 247 do
462 aminokiseline A. thaliana (Showalter 1 sar., 2010). Jedna od karakteristika AGP je
prisustvo N-signalne sekvence, ¢ije je prisustvo predvideno kod svih ispitivanih FLA
kicice (Slika 39). Ova grupa proteina je veoma heterogena i klasifikovani su na osnovu
broja AGP i FAS domena i prisustva GPI sidra (Johnson i sar., 2003; Ma i Zhao, 2010).
CeAGP1 i CeAGP4 imaju jedan FAS i dva AGP domena i predvideno prisustvo GPI
signalne sekvence (Slike 1, 39). CeAGP2 poseduje dva FAS i jedan AGP domen, i
nema GPI signalnu sekvencu (Slike 1, 39). Na osnovu prisustva C terminalne
hidrofobne signalne sekvence predvideno je da 14 FLA od ukupno 21 FLA A. thaliana
imaju GPI-sidro. Najmanje 77,78% od ukupnog broja od 27 FLA O. sativa je
predvideno da sadrzi GPI sidro (Ma i Zhao, 2010). Sastav aminokiselina zrelih proteina,
bez fasciklin domena, CeAGP1, CeAGP2 i CeAGP4 kicice potvrduje da se radi o AGP
proteinima, jer su Pro/Hyp, Ala, Ser i Thr, karakteristicne za AGP domen,
najzastupljenije (Tabela 17). Fasciklin domeni su visoko konzervisane sekvence za koje
se smatra da predstavljaju adhezivne domene, putem kojih se ostvaruje fizicki kontakt
FLA sa susednim Ccelijama. AGP domen predstavlja mesto za O-glikozilaciju i
pretpostavlja se da ima ulogu u interakcijama AGP sa ugljenim hidratima (Kitazawa i
sar., 2013).

Iako se identifikovani FLA kicice razlikuju u pogledu svoje duzine i broja AGP i
FAS domena, kod svih se u okviru FAS domena, na njegovim krajevima, uocavaju
visoko konzervisane sekvence od oko 10 aminokiselina, oznatene kao H1 i H2, i
adhezivni motiv domen koji se nalazi izmedu ovih sekvenci (Slike 34, 35, 37). Ove
konzervisane sekvence su karakteristicne za sve fasciklin domene (Kawamoto i sar.,
1998). U okviru HI sekvenci fasciklin domena kicice je na prvoj poziciji aminokiselina
Thr, ¢ija je pozicija konzervisana kod FLA biljaka (Faik 1 sar., 2006). Kod najveceg
broja FLA biljaka na Sestoj poziciji iza Thr se nalazi Asp/Asn/Glu, $to se uocava 1 kod

FLA kicice, gde je na ovoj poziciji Asp osim kod CeAGP2 gde se umesto Asp na Sestoj
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poziciji H1 sekvence prvog fasciklin domena nalazi Asn. Za H2 sekvencu je
karakteristicno da se na C-terminusu nalaze hidrofobne aminokiseline, kao $to su Val,
Leu i Ile (Johnson i sar., 2003, Lafarquette i sar., 2004, Liu i sa., 2008). Ova
konzervisana karakteristika se uocava i1 kod kiCice, ali se pored pomenutih
aminokiselina srece i Phe (Slika 35, 37). Takode, dok je pozicija His kod najveéeg broja
fasciklin domena zivotinja konzervisana, kod biljaka se kao i kod kicice, na ovoj
poziciji srecu osim His i Phe, Tyr i Gln (Faik i sar., 2006). Adhezivni motiv ¢ini motiv
Tyr-His, osim kod CeAGP1 gde je prisutan motiv Phe-His, koji se nalazi i u strukturi
FLA P. tremula x P. alba (Lafarquette i sar., 2004). Uloga adhezivnog motiva je
pokazana u animalnim delijama, u vezivanju integrina, koji predstavljaju
transmembranske mostove izmedu ECM i citoskeleta animalnih ¢elija (Kawamoto i sar.,
1998; Kim i sar., 2002).

CeAGP1 za razliku od druga dva identifikovana FLA kicice, u svojoj primarnoj
strukturi ima i kratak bazni region bogat Lys, koji se nalazi u okviru AGP domena
(Tabela 16; Slike 34, 39). Ovaj region se nalazi i kod AGP2 G. hirsutum
(ABR68797.1) (Liu i sar., 2008), gde je takode jako kratak, predstavljen sa 6
aminokiselinskih ostataka. Kod najveceg broja klasicnih AGP bogatih Lys, ovaj region
¢ini veci broj ostataka Lys (Gao i sar., 1999; Sun i sar., 2005).

Prisustvo GPI signalne sekvence predvideno je kod CeAGP3, a kod CeAGP1 i
CeAGP4 se moze pretpostaviti na osnovu poredenja sa FLA drugih biljaka (Slike 34,
36, 37). CeAGP3 pripada grupi AG peptida, za koje se smatra da predstavljaju osnovnu
formu AGP jer osim AGP domena ne sadrze druge domene koji bi uticali na njihovu
funkciju (Ellis i sar.,, 2010). Aminokiselinski sastav AGP domena, gde su
najzastupljenije aminokiseline Pro, Ala i Ser, jasno ukazuje da CeAGP3 predstavlja
AGP (Tabela 17). Predvideno je postojanje N-signalne sekvence i GPI-signalne
sekvence u strukturi ovog proteina, $to ukazuje na to da se radi o proteinu za eksport
koji ¢e biti sekretovan van Celije i pricvrséen za ¢éelijsku membranu pomocu GPI-sidra.
Medutim, pomocu algoritma Protein Blast utvrdili smo da CeAGP3 pokazuje slicnost sa
velikim brojem AG peptida, AGP ali i hipotetickih proteina sa nepoznatom funkcijom,
jer im je odlika prisustvo DUF1070 domena. Takode se moglo primetiti da se radi o
manjim proteinima, jer duzina ovih proteina sa DUF domenom iznosi od 61 do 75

aminokiselina. Veli¢ina AG peptida veli¢ina varira od 58 do 87 aminokiselina kod A.
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thaliana (Showalter i sar., 2010). Poredenjem primarnih struktura ortologih proteina
razli¢itih vrsta biljaka sa DUF1070 domenom, uocCeno je da ovaj domen ima
konzervisanu strukturu (Slika 36). Domen DUF1070 obuhvata deo AGP domena i
kompletnu GPI-signalnu sekvencu na C-terminusu kod CeAGP3. Najveci deo ovog
domena ¢ini GPI signalna sekvenca koja ima konzervisanu strukturu (Schultz i sar.,
1998; Eisenhaber i sar., 1998). CeAGP3 ima veliku homologiju sa tri AG peptida A.
thaliana, AGP16, AGP20 i AGP22, koji sadrze DUF1070 domen (Slika 36).
Konstrukcijom filogenetskih stabala radi utvrdivanja filogenetske povezanosti AGP O.
sativa sa AGP drugih biljnih vrsta, medu AG peptidima O. sativa i A. thaliana se
izdvojila jedna klada AG peptida sa konzervisanom sekvencom SDGT (Ma i Zhao,
2010). U sekvenci ovih AG peptida (AtAGP16, AtAGP20, AtAGP22, AtAGP41,
OsAGP15, OsAGP16, OsAGP20 1 OsAGP23), je konzervisani DUF1070 domen, osim
kod OsAGP26. Sekvenca SDGT se inae moze uociti i strukturi CeAGP3 1 svih
poredenih proteina. Mozemo pretpostaviti da su ocuvane aminokiselinske pozicije
kljuc¢ne za biolosku funkciju ovih proteina, medutim funkcija ovog domena jo$ uvek
nije poznata, po ¢emu su inace razli¢iti DUF domeni oznaceni (eng. ,,domains of
unknown function®). Smatra se da je viSe od 20% svih proteinskih domena trenutno
anotirano kao DUF (Goodacre i sar., 2013). Konzervisana struktura i prisustvo ovog
domena kod proteina znacajnog broja vrsta biljaka, gde ovaj domen predstavlja jedini
konzervisani domen, mogla bi ukazivati na vaznu biolosku ulogu ovog domena.

Za razliku od gore navedenih pretpostavljenih proteinskih sekvenci AGP kicice,
za koje smo ustanovili postojanje strukturnih odlika karakteristiénih za AGP, kod
CeAGPS5 proteina ove karakteristike nisu potvrdene. Kod ovog proteina nije predvideno
postojanje N-signalne sekvence, kao ni AGP domena. Uporedivanjem aminokiselinske
sekvence CeAGPS5 kic¢ice sa AGP drugih biljnih vrsta iz NCBI baze proteinskih
sekvenci pomocu programa Protein Blast, utvrdeno je slaganje sa proteinima od kojih su
samo neki anotirani kao AGP (AGP Z. mays (NP_001147556.1 i NP_001148905.1),
klasi¢ni AGP G. manicata (ADP88925.1) i AGP M. truncatula (KEH20267.1)), dok
najve¢i broj predstavlja hipoteticke proteine (Slika 38). CeAGPS5 sadrzi PH-
GRAM_ WBP2 domen, kao i1 svi poredeni proteini. PH-GRAM WBP2 domen je
kompleksni domen koji sadrzi N-terminalni PH-GRAM domen i C—terminalni WWbp

domen. WW vezujuéi protein 2 (WBP2) ima brojne uloge, izmedu ostalih ulogu u
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regulaciji funkcije citoskeleta 1 celijskih deoba. GRAM domen je pronaden kod
glikoziltransferaza, miotubularina i drugih proteina asociranih za membranu, a njihova
uloga je u intracelularnom vezivanju proteina ili lipida, koje ima vaznu ulogu u
procesima asociranim za membranu (Doerks i sar., 2000; Jiang i sar., 2008). GRAM
domen je deo veéeg motiva sa plekstrin homolognim (PH) domenom. Plekstrin
homologni domen je pronaden kod proteina eukariota sa Sirokim opsegom funkcija,
uklju¢enih u unutarcelijsko prenoSenje signala i organizaciju citoskeleta. Najpoznatija
uloga ovog domena je vezivanje fosfatidilinozitol lipida i ciljani prenos proteina ka
membrani (Xu i sar., 2010), odnosno lokalizacija proteina ka specificnim celijskim
lokacijama, pa je predloZzeno da je ovaj domen opsti ciljajuci ili ,,adaptor domen

(Blomberg i sar, 1999).

5.3.6. Kvantifikacija ekspresije AGP gena tokom procesa morfogeneze

in vitro Kic€ice

Antitela koja prepoznaju ugljeno-hidratne delove AGP molekula i BGIcY su
siroko koriSc¢eni za istrazivanje uloge AGP in planta i u kulturi tkiva (Seifert i Roberts,
2007; Ellis 1 sar, 2010), ali ovi pristupi nisu omogucéavali odredivanje funkcije
pojedina¢nih AGP (Tan i sar., 2012). Monoklonalna antitela prepoznaju odreden AGP
epitop, koji je Cesto nepoznat (Tabela 1) i moze biti sastavni deo razli¢itih AGP
molekula, odnosno sa razli¢itom proteinskom osnovom. Ova ograni¢enja su delimi¢no
prevazidena uz primenu tehnika molekularne biologije. Identifikacija gena koji kodiraju
proteinske delove AGP molekula, kao i detekcija specificnih obrazaca ekspresije i
promena u nivoima transkripcije ovih gena su bile od pomo¢i u usmeravanju primene
eksperimentalnih pristupa za otkrivanje njihove funkcije, podvlaceéi znacaj dostupnosti
i analize transkripcionih podataka (Tan i sar., 2012).

Analiza ekspresije gena tokom morfogenetskih procesa, a posebno tokom SE
moze obezbediti informacije za bolje razumevanje ovog procesa (Feher i sar., 2003). U
ovom radu odredeni su nivo i dinamika transkripcije identifikovanih i sekvenciranih
CeAGP gena tokom morfogeneze in vitro kicice. Karakteristika skoro polovine 4GP
gena A. thaliana je da su §iroko eksprimirani u najve¢em broju organa biljaka, dok

drugu polovinu karakteriSe ekspresija specificna ili najviSe izrazena u odredenim
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organima, uglavnom u polenu, korenovima, listovima i izdancima (Showalter 1 sar.,
2010). Iako su CeAGP geni inicijalno detektovani u transkriptomu i lista i korena kicice,
tokom morfogeneze in vitro je detektovana povecana ekspresija ovih gena i razliciti
obrasci ekspresije (Slika 44; Tabela 18). Na osnovu tih podataka moguce je proceniti
potencijalne uloge ispitivanih gena u razli¢itim morfogenetskim procesima. U literaturi
je malo podataka koji se odnose na ispitivanje promena ekspresije AGP gena tokom
procesa SE 1 organogeneze. Povecana ekspresija AtFLAI 1 AtFLA2 transkripata je
ukazala na uloge FLA u formiranju kalusa i meristema pupoljaka i korenova, odnosno u
procesu sticanja kompetencije i indukcije pupoljaka kod A. thaliana (Johnson i sar.,
2003). Imin i saradnici (2008) su detektovali najmanje dva puta povecanu ekspresiju
FLA gena u embriogenim kulturama mutantne linije 2HA M. truncatula v odnosu na
divlji tip Jemalong, ali uloga AGP u indukciji SE kod ove vrste jos nije razjasnjena.
Izrazena ekspresija detektovana je kod CeAGPI i CeAGP3 gena u odnosu na
ostale gene, ali su se obrasci ekspresije razlikovali (Tabela 18). Statisticki znacajno
povecanje broja CeAGP]I transkripata detektovano je desetog dana samo na hranljivim
podlogama sa regulatorima rastenja, na kojima su indukovani procesi indirektne SE i
organogeneze, i dalje zadrzava visoke vrednosti sve do 20. dana (Slika 44; Tabela 18).
Ovakav obrazac ekspresije bi mogao ukazivati na ulogu CeAGPI u procesu formiranja
kalusa i somatskih embriona, jer do obrazovanja kalusa duz povredenih ivica listova
dolazi tokom druge nedelje gajenja na BM5 i BM6 hranljivim podlogama. Anatomskim
istrazivanjima smo pokazali da nakon 7 dana dolazi do diferencijacije meristemskih
centara u subepidermalnom sloju lista (Slika 16b), a ve¢ 14. dana uocCavaju se
proembriogene mase i globularni somatski embrioni (Slika 16¢, d). Poredenjem
sekvenci CeAGP1 sa FLA drugih biljaka uocena je homologija sa sekvencama
AtFLAI11 A. thaliana, PopFLA 11 P. tremula x P. alba, GhAGP2 G. hirsutum i
EniFLA3 E. nitens, koji imaju pretpostavljene uloge u rastenju i diferenciranju éelijskog
zida tokom diferenciranja ksilema i izduZivanja trihoma (Slika 34). PopFLAIl P.
tremula x P. alba je specifi¢cno eksprimiran u ksilemu, sa izrazeno poveéanom
ekspresijom tokom diferenciranja ksilema i mogucom specificnom ulogom tokom
diferenciranja ¢elijskog zida (Lafarquette i sar., 2004). Ekspresija EniFLA3 je specifi¢na
za ksilem tokom njegovog diferenciranja kod E. nitens (Macmillan 1 sar., 2010). Uloga

FLA u formiranju celijskih zidova je potvrdena i kod A. thaliana, jer je ekspresija

144



AtFLAIl 1 AtFLAI12, sa kojima CeAGPI kicice takode pokazuje veliku sli¢nost u
strukturi, usko povezana sa biosintezom celijskog zida (Macmillan i sar., 2010). Liu 1
saradnici (2008) sugeri$u, na osnovu povisenog nivoa transkripcije tokom izduzivanja
trihoma koji prekrivaju seme G. hirsutum, da bi GhAGP2 mogao predstavljati signalni
molekul u komunikaciji ¢elija tokom izduZzivanja trihoma i razmekSavanju celijskog
zida tokom ekspanzije celija vlakana. Subcelijska lokalizacija ovog proteina na
spoljasnjoj strani celijske membrane pomocu GPI-sidra, omoguéila bi interakciju
ugljeno-hidratne komponente sa proteinima celijskog zida koji imaju ulogu u
razmeksSavanju celijskog zida, kao $to su ekspanzini i ksiloglukan transglikozilaza, a sa
druge strane je moguda interakcija sa komponentama citoskeleta, ukljucujuci
mikrotubule i aktinske filamente, tokom izduzivanja vlakana (Liu i sar., 2008). Iako su
ovi autori pokazali da je ekspresija ovog gena vezana za rastenje Celija, takode su
pokazali da nema ekspresije u neembriogenom kalusu, embriogenom kalusu i
somatskim embrionima, na osnovu Cega su zakljucili da nemaju ulogu u SE kod
pamuka. Faik i saradnici (2006) pretpostavljaju da je istovremeno prisustvo fasciklin
domena i1 GPI-sidra u molekulu FLA znafajno za signalnu i adhezivnu ulogu ovih
molekula u komunikaciji izmedu c¢elija i njihovog okruzenja, uspostavljanjem fizickog
kontakta sa susednim celijama ili sa njihovim ECM, koji moZe biti centralni deo
signalne transdukcije kojom celije primaju informacije iz neposrednog okruzenja.
Fizicke interakcije se mogu ostvarivati putem fasciklin domena, koji predstavljaju
adhezivne domene, ali nije poznato pomocu kojih mehanizama ovi domeni posreduju u
ovim interakcijma (Faik i sar., 2006). Pretpostavka je da nekovalentne interakcije
izmedu FAS domena razli¢itih FLA imaju ulogu u ograni¢avanju ekspanzije celija
(Clout i sar., 2003).

Johnson i saradnici (2003) predlazu da se regulacija uloge FLA moze odigravati
putem jednog od tri mehanizama: a) putem de novo sinteze odgovaraju¢ih FLA; b)
putem modifikacija ugljenohidratne komponente i promenom stukture FLA (van Hengel
i sar., 2001; van Hengel i sar., 2002); c) oslobadanjem FLA sa ¢elijske membrane
odvajanjem od GPI sidra pomocu fosfolipaze C (Schultz i sar., 1998). Delovanjem
fosfolipaza na AGP koji su vezani za celijsku membranu dolazi do oslobadanja
glikoproteina kao signalnog molekula u ECM. Delovanjem specifi¢nih enzima na

ugljenohidratnu komponentu AGP mogu biti generisani oligosaharidi kao potencijalni
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signalni molekuli (Smertenko i Bozhkov, 2014). Van Hengel i saradnici (2002) smatraju
da ¢elije iz embriogenih suspenzija produkuju AGP sa GlcNAc u svojim ugljeno-
hidratnim lancima, ali to nije slucaj sa celijama iz neembriogenih suspenzija. U
prisustvu AGP koji sadrze N-vezane glikane dolazi do povecanja embriogenog
potencijala somatskih ¢elija u kulturi, tako $to delovanjem hitinaza na AGP molekule
koji sadrze GIcNAc, monomer hitina, dolazi do oslobadanja oligosaharida koji se
ponasaju kao signalni molekuli koji stimuli§u SE (van Hengel i sar, 2001; van Hengel i
sar., 2002). Johnson i saradnici (2003) smatraju da bi upravo FLA mogli biti bioaktivni
AGP odgovorni za funkciju u SE, jer je njihova karakteristika N-glikozilacija koja se
odvija na 2-8 mesta najcesce u okviru FAS domena, dodavanjem glikana na azot bo¢nih
lanaca asparagina. Stimulativan efekat na formiranje somatskih embriona imaju i
lipohitooligosaharidi ili Nod faktori Rhizobium-a kod temperaturno osetljive mutantne
¢elijske linije D. carota ts11 (De Jong i sar., 1993) i P. abies (Dyachok 1 sar., 2002).
Nod faktori spadaju u glukozaminske oligosaharine i predstavljaju modifikovane lance
N-acilovanog hito-oligosaharida. Postoji pretpostavka da bi endohitinaze mogle biti
uklju¢ene u nastanak slicnih jedinjenja kod visSih biljaka koja imaju morfogenetsko
dejstvo u SE (De Jong i sar., 1993).

S obzirom na to da domeni predstavljaju funkcionalne jedinice proteina,
pretpostavljamo da je domen bogat Lys takode od znacaja za funkciju CeAGPI1.
Medutim njegova uloga u molekularnim interakcijama jo$ uvek nije poznata (Sun i sar.,
2005). Gao i Showalter (2000) su pokazali da je ekspresija LeAGP1 L. esculentum
razvojno regulisana, sa ulogom u debljanju sekundarnog ¢elijskog zida ksilemskih
elemenata korenova i izdanaka. Ekspresija klasi¢énih AGP bogatih Lys A. thaliana je
specificna za organe, AtAGP17 je eksprimiran u listovima i izdancima, dok su
AtAGP18 1 AtAGP19 eksprimirani u cvetovima, i u manjem stepenu u mladim
listovima, korenovima i izdancima (Sun i sar., 2005).

Na osnovu poredenja strukture i funkcije ortologih proteina razli¢itih biljnih
vrsta, kao 1 na osnovu specificnog obrasca ekspresije CeAGPI predlazemo ulogu
adhezivnog i signalnog molekula u ¢elijskim deobama tokom kalusogeneze i formiranja
somatskog embriona. Povecana ekspresija CeAGPI tokom formiranja kalusa i ranih
razvojnih stadijuma somatskih embriona, proembriogene mase i globularnih somatskih

embriona, ukazuju na njegovu mogucu vaznu ulogu u procesu SE i mogao bi
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predstavljati potencijalni marker SE. S obzirom na to da je do povecanja ekspresije
doslo i na BM5 podlozi na svetlosti gde je indukovana istovremena pojava procesa SE 1
indirektne organogeneze pupoljaka, potrebna su dalja ispitivanja radi utvrdjivanja uloge
CeAGPI u procesu ISE. U literaturi ima malo podataka koji potvrduju znacaj
pojedina¢nih AGP u procesu SE. Poon i saradnici (2012) su iz AGP frakcije koja se
nalazi u hranljivoj podlozi na kojoj je gajen embriogeni kalus G. hirsutum, izolovali
ekstracelularni AGP protein GhPLA1 i dokazali da je proteinski deo ovog AGP
molekula odgovoran za stimulisanje SE. Naime, nakon dearabinozilacije i kompletne
deglikozilacije ovaj AGP je i dalje zadrzavao svoju funkciju. GhPLA1 je himerni
protein od 175 aminokiselina koji osim sekrecionog signala na N-terminusu, AGP
domena i hidrofobnog domena na C-terminusu sadrzi 1 eNOD ili PL - fitocijanin domen,
pa spada u grupu eNOD-AGP. Smatra se da je upravo fitocijanin domen odgovoran za
stimulisanje procesa SE. Na ovaj nacin je identifikovan pojedinacni AGP koji je
ukljucen u regulaciju SE, ali mehanizmi pomocu kojih se ostvaruje ova regulacija jos
uvek nisu otkriveni (Poon i sar., 2012).

Ekspresija CeAGP3 gena je statisticki znacajno povec¢ana na BM hranljivoj
podlozi, 20. dana u mraku i na podlogama sa regulatorima rastenja, BM5 i BM6, 10.
dana, na osnovu toga mozZemo pretpostaviti da ima ulogu u svim morfogenetskim
procesima, direktnim i indirektnim (Slika 44, Tabela 18). S obzirom na pretpostavljeno
prisustvo GPI-sekvence, verovatno je da ovaj AG peptid moze predstavljati signalni
molekul u morfogenezi. Jedan od mehanizama putem kojih bi AGP sa GPI sidrom
mogli biti ukljuceni u signalnu transdukciju je oslobadanje AGP sa ¢elijske membrane
delovanjem fosfolipaza (Schultz i sar., 1998). S obzirom na to da DUF1070 domen
obuhvata deo AGP domena i kompletnu GPI-signalnu sekvencu, moguce je da se
odsecanjem GPI-signalne sekvence sa konzervisanom primarnom strukturom formiraju
intracelularni signali. Proteinski deo zrelog AG peptida od 13 aminokiselina, vezan za
membranu pomoc¢u GPI sidra, takode mozZze predstavljati signalni molekul.
Pretpostavljena mala molekulska masa (Tabela 17), omogucava da lako moze
difundovati kroz celijske zidove susednih ¢éelija. Schultz i saradnici (2000) predlazu da
AG peptidi A. thaliana sa molekulskom masom 20 kD mogu difundovati kroz pore

celijskog zida veli¢ine 40 kD.
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Na BMS hranljivoj podlozi dolazi do pada ekspresije CeAGPI, CeAGP2,
CeAGP3 1 CeAGP4 gena nakon 15 dana, koje je narocito izrazeno kod CeAGP4 gena.
Mozemo pretpostaviti da bi se ovaj pad ekspresije mogao dovesti u vezu sa procesom
indirektne organogeneze adventivnih pupoljaka koji se odvijao na BM5 podlozi (Slika
17a, b).

lako CeAGP4 ima slican obrazac ekspresije kao CeAGPI gen, povecéanje
ekspresije detektovano na BM5 i BM6 hranljivim podlogama je slabo izrazeno, jer je
visoka ekspresija detektovana i u kontrolnim eksplantatima, tako da su vrednosti
relativne ekspresije niske (Slika 44). Ekspresija CeAGP4 gena navodi na zakljucak da
ovaj gen ima odredenu ulogu u procesu kalusogeneze i SE iz odsecaka listova kicice.
Ovaj AGP takode ima jedan FAS domen i najverovatnije dva AGP domena, kao i
CeAGP1, ali smo poredenjem pokazali da homologiju pokazuje sa TaFLAS T. aestivum
(Faik 1 sar., 2006) i GhFLA12 G. hirsutum (Huang sar. 2008). Ekspresija TaFLAS i
GhFLAI2 je tkivno specifi¢na ili je veoma visoka u odredenim tkivima. Ekspresija
FLAS5 je specificna za endosperm pSenice (Faik 1 sar., 2006), dok ekspresija FLA12 nije
tkivno specifi¢na, ali je visoka u listovima, hipokotilima i ovulama pamuka (Huang sar.
2008). Za razliku od prethodna dva FLA gena, predvideno je da CeAGP2 ima dva
fasciklin domena i odsustvo GPI-signalne sekvence, i pokazuje veliku sli¢nost sa
ortologim proteinima iz pSenice, FLA 26 (Faik i sar., 2006) i pamuka, FL4A15 (Huang i
sar., 2008). FLA 26 je eksprimiran u semenima, korenovima i listovima, a FLAIS5 je
eksprimiran tokom diferencijacije trihoma pamuka, u korenovima i hipokotilima.
CeAGP2 ima razli¢it obrazac ekspresije u odnosu na druga FLA gena Kkicice, jer je
eksprimiran na svim hranljivim podlogama i u kontroli, mada je povecanje ekspresije
statisticki znacajno samo na BMS i BM6. Odsustvo GPI-signalne sekvence kod
CeAGP?2 ukazuje na to da se radi o proteinu koji se lu¢i u ECM i nije vezan za plazma
membranu.

U slucaju CeAGPS5 gena uocCava se drugaciji obrazac ekspresije i relativno
povecanje je najmanje u odnosu na kontrolu medu ispitivanim genima. Tokom prvih
sedam dana dolazi do statisticki znacajnog smanjenja ekspresije na svim podlogama
(Slika 44, Tabela 18). Visok nivo ekspresije zabelezen u kontrolnim eksplantatima
moze ukazivati na njegovu ulogu u osnovnim celijskim procesima. Pretpostavljeno je

postojanje kompleksnog PH-GRAM_ WBP2 domena u strukturi CeAGP5 ¢ija funkcija
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prema naSim saznanjima nije opisana kod biljaka. Opisane su funkcije pojedinih
domena, npr. GRAM domena u intracelularnom vezivanju proteina ili lipida, koje ima
vaznu ulogu u procesima asociranim za membranu, dok PH domen ima ulogu u
vezivanju fosfatidilinozitol lipida i ciljanom prenosu proteina ka membrani. S obzirom
na vezujuée domene koje sadrzi, kao i odsustvo N-signalne sekvence, mozZemo
pretpostaviti da CeAGP5 predstavlja intracelularni protein, sa mogu¢om ulogom u
transdukciji signala ili u procesima asociranim za membranu.

Dok u literaturi postoji mnogo podataka koji se odnose na efekat PGIcY na
razli¢ite razvojne procese i sadrzaj AGP u tkivima, podataka o njegovom uticaju na
ekspresiju AGP gena je malo. Ekspresija svih CeAGP gena je bila indukovana kod
uzoraka koji su gajeni na BM5Y75 hranljivoj podlozi na svetlosti (Slika 44). Tretman
BGIcY nije uticao na sadrzaj ukupnih AGP u odseCcima listova tokom indukcije
morfogeneze (Slika 29), tako da moZemo pretpostaviti da je povecana ekspresija
ispitanih, a mozda i drugih AGP gena, doprinela odrzavanju nivoa AGP u eksplantatima
(Tabela 18). Snazno povecanje ekspresije pod dejstvom BGIcY je detektovano kod
CeAGPI i CeAGP3 gena (Tabela 18), kojima bi mogla biti pripisana uloga u
morfogenetskim procesima kod kicice na osnovu njihovih obrazaca ekspresije. Slicne
rezultate dobili su Guan i Nothangel (2004), koji su pratili efekat 50 uM BGIcY na
¢elijsku suspenziju A. thaliana i1 detektovali povecanu ekspresiju najmanje 9 AGP gena
ve¢ nakon jednog sata. Takode su primetili da je medu indukovanim genima najvise
onih s ulogama u modifikacijama i sintezi ¢elijskog zida. Nejasno je da li ovu indukciju
ekspresije izaziva umrezavanje B-GlcY sa AGP celijskog zida, putem AGP signalnog
mehanizma ili putem opSteg narusSavanja ¢elijske povrSine usled agregacije kompleksa
BGIcY-AGP. Lucau-Danila i saradnici (2010) navode suprotne rezultate, jer tokom SE
cikorije uoc¢avaju smanjenu ekspresiju AGP gena pod dejstvom BGIcY.

Primenom razli¢itih metoda dobili smo prve rezultate o potencijalnoj ulozi AGP
u procesu in vitro morfogeneze kicice iz odsecaka listova kicice. Radijalnom difuzijom i
ukrStenom elektroforezom odredili smo koli¢inu i kvalitativne osobine AGP u tkivima
kicice. Primenom imunohistohemijske metode lokalizovali smo specificne AGP epitope
u Celijskom zidu i pokazali njihovu razvojnu regulaciju tokom SE. Identifikacijom i

sekvenciranjem 4 CeAGP gena 1 pracenjem njihove ekspresije tokom in vitro
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morfogeneze kicice uocili smo povecanje ekspresije ovih gena, Sto ukazuje na njihove

moguce uloge.
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6. ZAKLJUCCI

Osnovni zakljucci istrazivanja izvedenih u okviru ovog rada su:

1. Variranjem koncentracija i odnosa regulatora rastenja, 2,4-D i CPPU, u
hranljivoj podlozi, kao i svetlosnog rezima, dobijena je in vitro morfogeneza iz
lisnih odsecaka kicice (Centaurium erythraea Rafn.) i to putem Cetiri razlicita
morfogenetska procesa: direktne organogeneze pupoljaka, indirektne
organogeneze pupoljaka, direktne rizogeneze 1 indirektne somatske

embriogeneze.

2. Somatski embrioni, koji se formiraju putem indirektne SE, vode poreklo od
¢elija subepidermalnog sloja, a pupoljci, koji se formiraju putem indirektne
organogeneze, od celija mezofila i subepidermalnog sloja odseCaka listova.
Proces SE je asinhron, a na svetlosti i u prisustvu regulatora rastenja se odvija

istovremeno sa procesom indirektne organogeneze pupoljaka.

3. SOD i CAT su ukljucene u antioksidativnu zastitu listova kicice od oStecenja
izazvanih povredom, dok POX imaju dominantnu ulogu tokom svih

morfogenetskih procesa koji su se odvijali na odseccima listova kicice.

4. Morfogenetski procesi koji se deSavaju na odseccima listova kicice in vitro
razlikuju se po osetljivosti na prisustvo PB-D-glukozil Yariv reagensa u
hranljivim podlogama te se po rastucoj osetljivosti mogu poredati kao: direktna
rizogeneza  (neosetljiva)<indirektna  organogeneza  pupoljaka<direktna

organogeneza pupoljaka<<indirektna SE (veoma osetljiva).

5. Razlic¢iti morfogenetski procesi koji su se odvijali na odseccima listova kicice su
praceni sintezom razli¢itih setova AGP. Ekspresija nekoliko specificnih AGP

epitopa je razvojno regulisana tokom SE kicice.
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6. Pretrazivanjem transkriptoma BLAST analizom je bilo moguce identifikovati
samo AGP sekvence koje imaju konzervisane domene, kao Sto su FAS (kod

CeAGPI1, CeAGP2 i1 CeAGP4) 1 DUF1070 (kod CeAGP3).

7. Analiza ekspresije CeAGP gena tokom procesa in vitro morfogeneze kod kicice
ukazuje na to da CeAGPI verovatno ima vaznu i specificnu ulogu u indirektnoj
somatskoj embriogenezi, dok Ce4AGP3 ucestvuje u svim morfogenetskim

procesima koji su se odvijali na odseccima listova.
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