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1 Uvod

1.1 Somatska embriogeneza

1.1.1 Opcenito

Embriogeneza je kljucan razvojni proces koji predstavlja uspostavu nove sporofitne generacije
nakon oplodnje jajne stanice jednom spermalnom stanicom muskog gametofita. Proces embriogeneze
temelji se na molekularnim, stani¢nim i morfoloskim dogadajima tijekom kojih iz jedne stanice nastaje
zreli embrij. Ovaj proces najcesée se potice U zigoti nakon dvostruke oplodnje (zigotna embriogeneza,
ZE), no moze se potaknuti i u somatskim stanicama (somatska embriogeneza, SE). SE definira se kao
proces u kojemu se bipolarna struktura, nalik na zigotni embrij, razvija iz somatskih stanica mati¢ne
biljke bez vaskularne povezanosti s originalnim tkivom, a moze se potaknuti in vitro i in vivo. SE in vivo
primije¢ena je u nekim biljnim vrstama, npr. u rodu Kalanchoé, a smatra se da se, kao i ostale strategije
aseksualne embriogeneze, razvila tijekom evolucije kako bi biljke prevladale razne okolisne i genetske
faktore koji sprjecavaju oplodnju (Hand i sur., 2016). SE in vitro moZe se potaknuti primjenom raznih
egzogenih ¢imbenika, a vazna je zbog prakti¢ne primjene u biotehnologiji za komercijalnu proizvodnju
biljaka, za oplemenjivanje, za genetsku modifikaciju embriogenih kultura i stvaranja banaka gena (Von
Arnold i sur., 2002). Takoder, koristi se i za bazi¢na istraZivanja u podru¢ju stani¢ne diferencijacije,
genske ekspresije i molekularne genetike biljaka kao i za daljnje proucavanje razli¢itih aspekata SE
(Loyola-Vargas i Ochoa-Alejo, 2016).

1.1.2 Indukcija zigotne i somatske embriogeneze

1.1.2.1 Zigotna embriogeneza

Osnovna razlika izmedu ZE i SE je sama indukcija embriogenog razvoja. Jajna stanica jedna je od
sedam stanica zrelog Zenskog gametofita (Slika 1.a) predodredena za oplodnju. ZE otpocinje neposredno
nakon oplodnje te se oplodnja smatra glavnim indukcijskim signalom (Slika 1.b). Nakon oplodnje, zigota
uspostavlja autonoman potencijal za progresiju embriogeneze buduci da su zigota i rani embriji izolirani
od okolisa nakupljenom kalozom u stani¢noj stijenci. Embriogeneza kod uroc¢njaka odvija se na
stereotipan nacin (Jurgens i sur., 1994). Prije prve diobe zigote, ona se polarizira i izduzuje duz apikalno-
bazalne osi. Polarizacija se odnosi na asimetri¢ni smjestaj organela unutar stanice. U jajnoj stanici i zigoti,
jezgra se nalazi na apikalnom (halazalnom) polu stanice, dok velika vakuola zauzima bazalni
(mikropilarni) pol stanice. Kod uro¢njaka, asimetri¢cnom diobom zigota se podijeli na manju apikalnu

stanicu i na vecéu, vakuoliziranu bazalnu stanicu (Slika 1.c). Na ovaj nacin uspostavlja se apikalno-



bazalna os polarnosti koja se dalje odrzava kroz zivot biljke (Jurgens i sur., 1994). Daljnjim diobama u
razli¢itim orijentacijama iz apikalne stanice razvija se proembrij, dok se transverzalnim diobama bazalne
stanice razvija filamentozni suspenzor koji povezuje proembrij s maj¢inskim tkivom. Samo najgornja
stanica suspenzora, hipofiza, postaje dio embrija, odnosno meristema korijena (Lau i sur., 2012). Kako se
razvija embrij, tako se razgraduje kaloza $to omogucuje komunikaciju izmedu endosperma, embrija i
majcinskog tkiva (Leljak-Levani¢ i sur., 2015). Regulator rasta auksin je vazna komponenta koja vodi
uspostavu apikalno-bazalne osi. Ono §to regulira razvoj osi je kombinacija u¢inka biosinteze auksina i
njegova protoka kroz embrij posredovanog transporterima porodice PIN te preraspodjela u embriju. U
uroénjaku, glavnina indol-3-octene kiseline (engl. indole-3-acetic acid, IAA) koja je glavni oblik auksina,
sintetizira se iz triptofana u dva koraka. Prvi korak je kataliziran enzimom TRYPTOPHANE
AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAAL), a drugi korak je pod kontrolom porodice
monooksigenaza YUCCA (YUCL1-11) ¢ija je ekspresija ovisna o metilaciji DNA (Forgione i sur., 2019).
Ekspresija ovih gena neophodna je za sintezu auksina i uspostavu apikalno-bazalne osi (Zhao i sur.,
2012).

Aktivacija genoma zigote odvija se ve¢ nekoliko sati nakon oplodnje. U zigoti kukuruza (Zea mays
L.) uoceni su transkripti oCevoga genoma koji se poklapaju s vremenom dekondenzacije genoma &etiri
sata nakon oplodnje. Dekondenzacija ofevog genoma nakon oplodnje preduvjet je za replikaciju i
transkripciju (Scholten i sur., 2012). U duhanu (Nicotiana tabacum L.) maj¢ini transkripti nisu dovoljni
za elongaciju i diobu zigote, ve¢ ovaj proces zahtijeva zigotnu transkripciju de novo (Zhao i sur., 2011). U
uro¢njaku su detektirani geni Cija ekspresija nije zabiljeZena u peludnim zrncima, ali se eksprimiraju u
zigoti s ocevih alela $to jasno oznacava aktivaciju genoma zigote (Lau i sur., 2012). O¢ev genom opéenito
nije utiSan u zigoti i ranom embriju iako tijekom rane embriogeneze dominiraju majc¢ini transkripti, no
postepeno se povecava doprinos transkripata o¢evog genoma. Dominacija maj¢inih transkripta u zigoti
objasnjava se smanjenjem ekspresije gena s ocevih alela pomocu malih nekodiraju¢ih molekula RNA
(engl. small interfering RNA, siRNA) koje se transkribiraju s majéinog dijela genoma (Autran i sur.,
2011).

1.1.2.2 Somatska embriogeneza

Somatska embriogeneza odvija se u dvije faze koje su kontrolirane razli¢itim faktorima. Prva faza
je indukcija u kojoj somatske stanice postaju kompetentne za razvoj embrija, a druga faza je sazrijevanje
somatskih embrija u kojoj se novodiferencirane embrionske stanice razvijaju u embrij. Indukcija SE in
Vitro moZe se posti¢i na dva nacina. Jedan nacin je direktna SE gdje se embrij razvija direktno iz
eksplantata, a drugi nacin je indirektna SE u kojoj se somatski embriji razvijaju iz nediferenciranog i

neorganiziranog kalusnog tkiva (Hand i sur., 2016).



SE kao proces neovisan o oplodnji moze biti potaknuta razli¢itim vanjskim ¢imbenicima. Somatske
stanice sadrzavaju cjelovitu geneti¢ku informaciju koja je potrebna da bi se regenerirala kompletna i
funkcionalna biljka, ali na to moraju biti potaknute (Slika 1.d; Wojcikowska i Gaj, 2016). Indukcija SE
stoga se sastoji od zavrSetka trenutnog obrasca ekspresije gena u somatskim stanicama eksplantata i njene
zamjene s obrascem embriogene ekspresije gena (Von Arnold i sur., 2002). Jednom kada su stanice
kompetentne za embriogenezu, vise im nije potreban egzogeni signal za razvoj u somatski embrij (Slika
1.e). U ranim stadijima SE, kompetentna stanica ili rani embrij su od okoli$a izolirani slojem istaloZene
kaloze u stani¢noj stijenci koja se razgraduje kako embrij raste (Leljak-Levani¢ i sur., 2015). Produkti
razgradnje kaloze djeluju kao signalne molekule koje omogucuju komunikaciju izmedu razlicitih
stanicnih tipova i nakupina stanica. Stanine nakupine mogu stvarati strukture nalik endospermu,

maj¢inskom tkivu, degenerirajucoj sinergidi i suspenzoru (Slika 1.f; Matthys-Rochon, 2005).

Upotreba auksina, samostalno ili u kombinaciji s drugim regulatorima rasta kao §to su citokinini,
te stresni uvjeti (ranjavanje, isuSivanje, visoka koncentracija soli ili teSkih metala) mogu inducirati
ekspresiju razli¢itih gena koji modificiraju geneticki program somatske stanice i reguliraju prijelaz
izmedu svakog stadija tijekom SE (Méndez-Herndndez i sur., 2019). Veéina gena koji reguliraju SE
kodiraju za transkripcijske faktore, regulatore stani¢nog ciklusa, proteine uklju¢ene u biosintezu

regulatora rasta te u proteine ukljuc¢ene u signalne puteve (Leljak-Levanié i sur., 2015).
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Slika 1. Shematski prikaz indukcije i najranijih stadija zigotne (a-c) i somatske (d-f) embriogeneze sa crtezima
morfoloskih stadija embrija (1-6). U sredini sheme navedeni su bioloski procesi zajednic¢ki za pojedini stadij SE i
ZE. a — nezreli zenski gametofit, b — zreli Zenski gametofit i polenova mjesinica s dvije spermalne stanice U
peludnoj mjesinici neposredno prije oplodnje (an — antipodalna stanica, cc — centralna stanica, ec — jajna stanica, sy
— sinergida), ¢ — dvostani¢ni proembrij i cenocitni endosperm (ac — apikalna stanica embrija, bc — bazalna stanica
embrija, dsy — degenerirana sinergida, en — endosperm), d — primjena induktora SE na biljno tkivo eksplantata, e —
indukcija SE (Coc — kompetentna stanica, nCoc — nekompetentna stanica), f — razvitak somatskog embrija iz
kompetentne stanice (alc — stanica nalik na apikalnu, blc — stanica nalik na bazalnu, enls - struktura nalik na
endosperm, Ic — mrtve stanice, se — somatski embrij, sls — struktura nalik na suspenzor. Preuzeto i prilagodeno
prema Leljak-Levani¢ i sur. (2015).



Medu biljnim regulatorima rasta, sintetski auksin 2,4-diklorofenoksioctena kiselina (2,4-D)
dokazan je kao najuspjesniji induktor SE u mnogim biljnim vrstama. Uloga 2,4-D je uspostava gradijenta
auksina koji je nuzan za inicijaciju dediferencijacije i rediferencijacije somatskih stanica te kasnije za
sazrijevanje somatskih embrija (Leljak-Levani¢ i sur., 2015). Konkretno, vremenska i prostorna
distribucija auksina posreduje u vaznim koracima tijekom uspostave obrazaca diobe u ranoj embriogenezi
(Lau i sur., 2012). Dodatno, 2,4-D moze imati direktno djelovanje kao auksin, ali je vjerojatnije da djeluje
kao stresor modificiraju¢i unutarstanicni metabolizam IAA (Jin i sur., 2014). Unutarstani¢na
koncentracija auksina i IAA imaju vaznu ulogu u regulaciji transkripcije porodice transkripcijskih faktora
ARF (engl. Auxin Response Factors) koji kontroliraju razvojne procese biljaka (Li i sur. 2016). Sve u
svemu, egzogena primjena sintetskih auksina, kao 2,4-D, inducira nakupljanje endogenih auksina §to je
esencijalno za promjenu stani¢ne sudbine prije po¢etka embriogenog puta (Nic-Can i Loyola-Vargas,
2016). Kao rezultat, dolazi do intenzivnih promjena u transkriptomu biljne stanice. Znacajan broj gena
vezanih za sintezu auksina, transport, metabolizam, signalizaciju i odgovore na stres diferencijalno su

eksprimirani tijekom SE (Leljak-Levani¢ i sur., 2015).

Efikasnost indukcije SE ovisi o0 vrsti eksplantata, vrsti medija koji se koristi za kulturu, genotipu
donorske biljke i o fizioloskim uvjetima njenog rasta. Za najucinkovitiju indukciju SE u uro¢njaku,
nezreli zigotni embriji kultivirani na agaroznom mediju u kotiledonarnom stadiju rasta pokazali su se kao

najboljim izborom eksplantata (Wéjcikowska i Gaj, 2016).

1.1.3 Sazrijevanje embrija

Nakon indukcije i stvaranja embriogenih stanica, one nastavljaju proliferirati te tako formiraju
proembriogenu masu stanica. Za proliferaciju proembriogenih stanica potreban je auksin, ali on ujedno
djeluje i kao inhibitor daljnjeg razvoja u somatske embrije. 1z tog razloga se eksplantati nakon potaknute
indukcije premjestaju na medij koji ne sadrzi sintetske auksine kako bi se stimuliralo sazrijevanje (Von
Arnold i sur., 2002). Osim uklanjanja auksina, sazrijevanje somatskih embrija moZe se poboljSati
dopunom medija s apsicizinskom kiselinom (engl. abscisic acid, ABA) i polietilen glikolom (Méndez-
Hernandez i sur., 2019).

Po uzorcima stani¢ne diobe i morfogenezi, razvoj somatskih i zigotnih embrija vrlo je sli¢an, od
tzv. predglobularne faze, preko globularnog, srcolikog, torpeda do kotiledonarnog stadija (Leljak-Levani¢
i sur., 2015). Najraniji stadiji ZE uroc¢njaka dogadaju se na predvidljiv i ureden nacin. Apikalna stanica
dvjema longitudinalnima i jednom transverzalnom diobom formira osmostani¢ni proembrij, dok se iz
bazalne stanice transverzalnim diobama formira suspenzor (Jurgens i sur., 1994). Ovakva pravilnost nije

opisana kod SE te je slicnost oba procesa temeljena od formiranja zigotnog dermatogena (somatski



predglobularni stadij) nadalje. Dermatogeni stadij embrija nastaje periklinalnom diobom svake od osam
stanica u proembriju. U dermatogenom stadiju stanice su podijeljene na vanjski sloj (protoderma) i
unutrasnji sloj iz kojeg ¢e se razviti osnovno i provodno tkivo (Park i Harada, 2008). Daljnjim diobama
unutrasnjeg sloja stanica razvija se rani globularni stadij embrija (Slika 1.1) koji je sfericnog oblika i
spojen je preko suspenzora za majcinsko tkivo. Daljnjim diobama sferi¢ni embrij se poveéava (Slika 1.2).
U kasnom globularnom stadiju dolazi do stvaranja primordija kotiledona na dva suprotna kraja na
apikalnom dijelu ¢ime globularni embrij poprima srcoliki oblik (Slika 1.3). Mjesta inicijacije kotiledona
koreliraju s akumulacijom auksina u protodermi, stoga se smatra da auksin direktno utjece na inicijaciju
rasta kotiledona u globularnom stadiju (Benkova i sur., 2003). Daljnjim rastom i izduzivanjem Kotiledona,
globularni embrij prelazi u srcolik stadij razvoja (Slika 1.4) te poprima bilateralnu simetriju. Izduzeni
kotiledoni, hipokotil i vrh korijena daju embriju oblik torpeda (Slika 1.5) koji se naposljetku razvija u

zavr$ni kotiledonarni stadij (Slika 1.6; Lau i sur., 2012).

Tijekom faze sazrijevanja, embriji prolaze kroz razne morfoloske i biokemijske promjene. Postoje
razlike u sazrijevanju zigotnih i somatskih embrija. Zigotni embriji nakon kotiledonarnog stadija prelaze u
fazu sazrijevanja tijekom koje dolazi do znaajne sinteze skladi$nih proteina te do pripreme embrija na
isuSivanje i dormanciju. Zreli zigotni embriji se isuSuju te ulaze u period mirovanja sve do pocetka
klijanja. Za razliku od toga, somatski embriji kontinuirano rastu i diferenciraju se bez perioda mirovanja i
dehidracije (Zimmerman, 1993). lako somatski embriji ne ulaze u period dormancije i ne dolazi do
njihovog isusivanja, za njihovo pravilno sazrijevanje i dalje je potrebno nakupljanje molekula bogatih
energijom (ugljikohidrati, lipidi i proteini) i akumulacija proteina karakteristi¢nih za kasnu embriogenezu
(engl. late embryogenesis abundant, LEA) (Zimmerman, 1993). Proteini LEA imaju vaznu ulogu u zastiti
somatskih i zigotnih embrija od okoli$nog stresa, poglavito od isusivanja (Hong-Bo i sur., 2005). Za fazu
sazrijevanja zigotnih i somatskih embrija karakteristi¢no je nakupljanje hormona ABA koji ima klju¢nu
ulogu u sazrijevanju embrija, sintezi skladi$nih molekula i proteina LEA te inicijaciji dormancije (Xiong i
Zhu, 2003). Samo oni somatski embriji koji su priskrbili dovoljno energetskih rezervi i koji su razvili

toleranciju na isuSivanje moci ¢e se razviti u vijabilne odrasle jedinke (Hand i sur., 2016).



1.2 Molekularni biljezi somatske embriogeneze

Na razini genske ekspresije takoder postoji puno slicnosti izmedu ZE i SE. Komparativnom
analizom transkriptoma somatskih i zigotnih embrija u pamuku (Gossypium hirsutum, L.) pokazano je da
procesi SE i ZE dijele vise od 50% visoko eksprimiranih gena uklju¢enih u embriogenezu, metilaciju
DNA te odgovor na stres i hormone (Jin i sur., 2014). Sli¢no preklapanje postoji i u uroénjaku, gdje se
mnogi geni koji se eksprimiraju tijekom ZE, eksprimiraju i tijekom SE (Leljak-Levani¢ i sur., 2015), a

ukljucuju gene vezane za razvoj te odgovore na hormone i stres (Gliwicka i sur., 2013).

Geni za koje se pokazalo da se eksprimiraju tijekom indukcije SE u razli¢itih vrsta ukljucuju gene
vezane uz stres, biljne regulatore rasta i transkripcijske faktore, a neki od njih su: ABAINSENSITIVE 3
(ABI3), AGAMOUS LIKE (AGL), BABY BOOM (BBM), FUSCA3 (FUS3), LEAFY COTYLEDON (LEC),
SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE1 (SERK1), VIVIPAROUS1 (VP1) i
WUSCHEL (WUS) (Méndez-Hernandez i sur., 2019).

Od svih gena ¢ija se ekspresija povecava tijekom indukcije SE, a sudjeluju u regulaciji SE i ZE te
razvoju embrija, najvazniji su geni porodice LEC. Oni kodiraju za transkripcijske faktore koji imaju
vaznu ulogu u odrzavanju i kontroliranju mnogih aspekata biljne embriogeneze (Kumar i Van Staden,
2017). U genomu uro¢njaka sadrZzana su tri gena iz porodice LEC (LEC1, LEC2 i FUS3), a svaki od njih
eksprimira se isklju¢ivo u embriju (Hand i sur., 2016). LEC2, FUS3 i ABI3 pripadaju porodici
transkripcijskih faktora s DNA-vezuju¢om domenom B3, dok LEC1 pripada porodici transkripcijskih
faktora s domenom HAP3 (Leljak-Levani¢ i sur., 2015). Geni LEC1 i LEC2 prvi su transkripcijski faktori
za koje se pokazalo da njihova ektopicna ekspresija u klijancima moze inducirati SE. Ektopi¢na
postembrionska ekspresija LEC1 u vegetativnim stanicama uro¢njaka dovodi do stvaranja struktura nalik
na somatske embrije (Lotan i sur., 1998). Ektopi¢na ekspresija LEC2 u klijancima dovoljna je za
indukciju SE i formiranje somatskih embrija. Nakon aktivacije transkripcije LEC2 u klijancima, dolazi do
transkripcije gena YUC2 i YUC4 koji kodiraju za enzime ukljufene u biosintezu auksina. Ektopi¢na
ekspresija LEC2 takoder dovodi do nakupljanja proteina, masti i ugljikohidrata u vegetativnim i
reproduktivnim organima klijanaca §to je karakteristiéno za fazu sazrijevanja embrija (Stone i sur., 2001).
Geni LEC1, LEC2 i FUS3 takoder reguliraju ekspresiju gena ABI3. Ekspresija ABI3 pocinje u vrlo ranom
stadiju embriogeneze te se nastavlja sve do kasnijih stadija kada kontrolira gensku ekspresiju gena LEA.
Vecina gena LEA u svojim promotorima sadrzavaju sekvencu osjetljivu na auksin (engl. Abscisic acid
Response, AbRe) te se njihova ekspresija stimulira apscizinskom kiselinom. U SE takoder slijedi znacajna
akumulacija apscizinske kiseline u embriogenim stani¢nim klasterima. Tijekom razvoja somatskih

embrija, akumulacija transkripata LEA sluzi kao molekulski biljeg SE (Leljak-Levanic i sur., 2015).



Jos jedan protein vazan za regulaciju SE i ZE koji moze potaknuti indukciju SE je BBM. Protein
BBM je transkripcijski faktor iz porodice APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR (AP2/ERF) i
kljuéni je regulator stani¢ne totipotencije. Njegova ekspresija uoCena je u zigotnim embrijima uro¢njaka u
razvoju te ima konzerviranu ulogu u indukciji i odrzavanju razvoja embrija (Hand i sur., 2016). VaZan je
za ekspresiju setova gena kao §to su LEC1, LEC2, ABI3 i FUS3 te zajedno s njima moze inducirati SE
(Méndez-Hernandez i sur., 2019). Pokazano je da ektopic¢na ekspresija gena BBM u uroénjaku dovodi do

spontanog stvaranja somatskih embrija i struktura nalik na kotiledone u klijancima (Boutilier i sur., 2002).

1.3 Metilacija DNA tijekom somatske embriogeneze

1.3.1 Metilacija DNA u biljaka

Metilacija DNA konzerviran je epigeneticki mehanizam kojime se regulira ekspresija gena i
utiSavaju mobilni elementi. Biljni genom obiluje ponavljajuéom DNA medu kojom se nalazi jako puno
mobilnih elemenata koje je radi stabilnosti i odrzavanja integriteta genoma potrebno odrzavati u utiS$anom
stanju. Nadalje, budu¢i da su biljke sesilni organizmi, razvile su vrlo sloZen epigeneti¢ki sustav,
ukljucujuéi robustan mehanizam metilacije DNA koji pridonosi velikoj plasti¢nost fenotipa, Sto je vazno
za prezivljavanje raznih okolisnih stresnih uvjeta (Pikaard i Scheid, 2014). Za razliku od animalnih
organizama, u kojima se metilacija DNA odvija na slijedu CG, u biljaka se moze metilirati bilo koji
citozin u genomu, odnosno, mogu se metilirati citozini u sljedovima CG, CHG i CHH gdje je H bilo koji
nukleotid osim G. Hoce li odredeni citozin biti metiliran ili ne, ovisi o regulaciji metilazama

odrzavateljskoga tipa, metiltransferazama de novo i DNA demetilazama (Zhang i sur., 2013)

Metilaza DNA METHYLTRANSFERASE 1 (MET1) funkcionalni je homolog metiltransferaze
sisavaca Dnmtl (Pikaard i Scheid, 2014). Veze se za hemimetiliranu DNA te odrZava uzorak metilacije
DNA na slijedu CG po uzoru na metilirani lanac tijekom replikacije DNA, stoga se jo§ naziva i
metiltransferazom odrzavateljskoga tipa. Kromometilaze CHROMOMETHYLASE 21 3 (CMT2 i CMT3)
karakteristi¢ne su za biljke te se od drugih metiltransferaza razlikuju po prisustvu kromodomene koja im
omogucuje prepoznavanje histonske oznake H3K9me2. CMT3 odrzava uzorak metilacije na slijedu CHG,
a CMT2 na CHH (Kawashima i Berger, 2014). Biljni funkcionalni homolog metiltransferaza sisavaca
Dnmt3 su metiltransferaze rearanziranih domena DOMAINS REARRANGED METYLTRANSFERASE
1i2 (DRM1 i DRMZ2) koje metiliraju DNA u slijedu CHH te provode metilaciju de novo na sljedovima
CG, CHG i CHH. Metilaze DRM1 i DRM2 imaju glavnu ulogu u mehanizmu metilacije DNA usmjerene
malim molekulama RNA (engl. RNA directed DNA Methylation pathway, RdADM).



1.3.2 Put metilacije DNA usmjeren malim molekulama RNA
Put metilacije DNA usmjeren malim molekulama RNA (engl. RNA-directed DNA methylation,

RdDM) mehanizam je metilacije DNA de novo koji se javlja iskljucivo u biljkama, a najbolje je opisan u
kritosjemenjac¢ama na modelu uroénjaka (Erdmann i Picard, 2020). Mehanizam RdDM djeluje na razini
transkripcije te dovodi do utiSavanja gena i ponavljajuée DNA, ukljuujuéi transpozone i
retrotranspozone. Na taj se na¢in odrzava integritet genoma i utjee na diferencijalnu ekspresiju gena.
Mehanizam RdDM takoder ima ulogu u zastiti od patogena, u unutar- i medustani¢noj komunikaciji, u
uspostavi genomskog utiska i epialela te u paramutacijama (Matzke i Mosher, 2014). Ima vaznu ulogu u
reprodukciji i mejozi (Walker i sur., 2017), odgovoru na okoli$ni stres (Gutzat i Scheid, 2012) te u
embriogenezi (Bouyer i sur., 2017).

Mehanizmom RdDM metilira se DNA de novo na bilo kojem citozinu u genomu §to provode
metiltransferaze DRM1 i DRM2 koje su na ciljno mjesto navodene malim molekulama siRNA. lako
mogu metilirati bilo koji citozin, najvaznije su u kontekstu metilacije nesimetri¢nih sljedova CHH te se
njihova metilacija ne moze odrzavati tijekom replikacije DNA, ve¢ se mora ponovno uspostaviti nakon
svake stani¢ne diobe (Pikaard i Scheid, 2014). Mehanizam RdDM moze se funkcionalno podijeliti na
dvije neovisne grane, ovisno o0 RNA polimerazi koja u njoj sudjeluje. Jedna grana odnosi se na sintezu
molekula siRNA koje transkribira RNA polimeraza IV (RNA Pol 1V), a druga grana odnosi se na
transkripciju dugih nekodiraju¢ih molekula RNA (engl. long non-coding RNA, IncRNA) RNA
polimerazom V (RNA Pol V) (Zhang i sur., 2013). Spajanje ovih dviju neovisnih grana dogada se u
trenutku komplementarnog sparivanja molekula siRNA i IncRNA, na ¢ijem mjestu dolazi do sklapanja
kompleksa proteina koji omogucuje metilaciju DNA. Pojednostavljeni prikaz mehanizma RdDM prikazan

je na Slici 3.

1.3.2.1 Transkripcija malih interferiraju¢ih molekula RNA

Molekule siRNA transkribira RNA pol IV koja je, uz RNA pol V, biljno specifi¢na polimeraza.
Obje su evoluirale iz RNA polimeraze I (RNA Pol I1). RNA polimeraze Il, IV i V sastavljene su od 12
podjedinica od kojih su neke specifi¢ne, a neke zajedni¢ke za sve tri polimeraze. Najvece podjedinice
navedenih polimeraza su NRPB1 (RNA pol Il), NRPE1 (RNA pol V) i NRPD1 (RNA pol IV).
Podjedinice NRPE1 i NRPDL1 razlikuju se od kanonske podjedinice NRPB1 po brojnim supstitucijama i
delecijama konzerviranih aminokiselina u katalitickom centru te po razlikama u sekvenci domene CTD
(engl. Carboxy-Terminal Domain, CTD) koja sluzi kao domena za vezanje raznih jezgrenih faktora koji

moduliraju transkripciju (Wierzbicki i sur., 2012).



RNA Pol 1V regrutira se na ciljne sekvence koje su prvenstveno transpozoni i druge ponavljajuce
sekvence u genomu, no malo se zna 0 mehanizmu njezina pozicioniranja. Smatra se da ulogu u tome ima
DNA TRANSCRIPTION FACTOR 1/SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 (DTF1/SHH1).
Protein DTF1/SHH1 sadrzi homeodomenu na N-terminusu, koja se veZze za DNA, i histon-vezujucu
domenu SAWADEE na C-terminusu koja je odgovorna za prepoznavanje i vezanje za odredene histonske
modifikacije. Stoga se smatra da RNA Pol IV prepoznaje ponavljajuce regije DNA s odredenim

histonskim modifikacijama (Zhang i sur., 2013).

Nakon §to RNA Pol IV prepozna ciljnu sekvencu u genomu, slaze se proteinski kompleks koji
omogucuje transkripciju malih molekula RNA (Slika 2.a). Za RNA pol IV veze se kompleks
remodeliranja kromatina CLASSY1 (CLSY1), koji olakSava kretanje polimeraze duz DNA tijekom
procesa transkripcije, i RNA DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2) koja, kako RNA pol 1V
transkribira jednolan¢anu molekulu RNA, pretvara istu u dvolanéanu molekulu. Ribonukleaza DICER
LIKE 3 (DCL3) cijepa dvolanc¢anu malu RNA na molekule siRNA duljine 24 nukleotida sa 3'-OH
slobodnim krajem (Slika 2.b) koji se potom metilira enzimom HUA ENHANCER 1 (HEN1) (Slika 2.c).
Na taj nacCin nastaje zrela siRNA koja zajedno s proteinom ARGONAUTE 4 (AGO4) ¢ini efektorski
kompleks puta RADM (Slika 2.d). Funkciju AGO4 mogu obavljati i njemu srodni AGO6 i AGO9
(Matzke i Mosher, 2014).

1.3.2.2 Usmjeravanje metilaze DRM2 na ciljno mjesto u genomu

RNA pol V transkribira molekule IncRNA koje se komplementarno sparuju s malim siRNA
(Slika 2.e). RNA pol V preferencijalno se veze za intergenske transpozone i ponavljaju¢u DNA koja se
nalazi u promotorima, intronima ili egzonima gena. Njena regrutacija na genom potpomognuta je
histonskim metiltransferazama SUVH2, SUV9 i SUVR2 koje se vezu za metiliranu DNA. Kljuc¢an
kompleks u mehanizmu RdADM koji takoder interagira s RNA pol V je kompleks DDR koji je potreban za
odmatanje dvolan¢ane DNA i odrZzavanje DNA u jednolan¢anom obliku pogodnom za transkripciju
(Matzke i Mosher, 2014). Sastoji se od proteina DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA
METHYLATION 1 (DRD1) koji ima ulogu u remodeliranju kromatina, proteina DEFECTIVE IN
MERISTEM SILENCING 3 (DMS3) koji je srodan kohezinima te od malog, biljno specificnog proteina
RNA-DIRECTED DNA METHYLATION 1 (RDM1). Protein RDMI1 ima klju¢nu ulogu u putu RdAiDM
jer povezuje AGO4 i DRM2, stoga je kljucan za regrutaciju DRM2 na ciljno mjesto. Osim sparivanja
SiRNA s IncRNA, stabilnost cijelog kompleksa na mjestu metilacije DNA dodatno je osigurana
proteinskim interakcijama izmedu proteina AGO4 i domene CTD RNA pol V. Na mjestu metilacije DNA
metiltransferazom DRM2 (Slika 2.f) dolazi do uspostave heterokromati¢nog stanja uklanjanjem oznaka

aktivnog kromatina histonskim deacetilazama, demetilazama i protein ubikvitinazama te njihova zamjena
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oznakama utiSanog kromatina histonskim metiltransferazama SUVH2, SUV9 I SUVR2 koje metiliranu
lizin na poziciji 9 u histonu H3 (H3K9me) (Matzke i Mosher, 2014). Dolazi do promjene u konformaciji
kromatina i uspostavi utiSanog stanja ¢ime se onemogucava pristup transkripcijskoj masineriji (Slika 2.9).
Osim kanonskog mehanizma RdDM, postoje i nekanonski mehanizmi RdDM koji djelomi¢no
inkorporiraju komponente koje su inace ukljuéene u mehanizam posttranslacijskog utisavanja gena (kao
RNA polimeraza II), karakteristi¢ne tipove i veli¢ine malih RNA 1 specifi¢ne faktore utiSavanja (Matzke i
Mosher, 2014)
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Slika 2. Shematski prikaz metilacije DNA usmjerene malim molekulama RNA (mehanizam RdDM). Slovima su
oznaceni pojedini koraci RdADM-a. a — RNA polimeraza IV (Pol IV) transkribira jednolancane molekule RNA
(JIRNA) koje sluze kao kalup RNA ovisnoj RNA polimerazi 2 (RDR2), a kompleks remodeliranja kromatina
CLASSY1 (CLSY1) olaksava kretanje Pol IV duz DNA tijekom transkripcije, b — nastale dvolanane molekule
RNA (dIRNA) endonukleaza DICER LIKE 3 (DCL3) pocijepa na male interferirajuce molekule RNA (siRNA)
duljine 24 nukleotida, ¢ - metilaza HUA ENHANCER 1 (HEN1) metilira siRNA, d — zrela siRNA stvara kompleks
s proteinom ARGONAUTE 4 (AGO4), e. — kompleks AGO4-siRNA veze se za transkripte RNA polimeraze V (Pol
V), ¢iju transkripciju omogucuje kompleks DDR (sastavljen od proteina DRD1, DMS3 i RDM1), f — metilaza de
novo DRM2 interagira s proteinom RDM1 ¢ime se pozicionira na mjesto transkripcije Pol V i metilira sljedove CG,
CHG i CHH, g — na mjestima metilacije DNA modificiraju se histoni oznakama utiS8anog kromatina i uspostavlja se

heterokromati¢no stanje. Preuzeto i prilagodeno prema Pikaard i Scheid (2014).
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1.3.3 Uloga mehanizma RADM u somatskoj embriogenezi

1.3.3.1 Metilacija DNA tijekom somatske embriogeneze

Brojni ¢imbenici utjeCu na embriogenezu biljaka, medutim, metilacija DNA ima fundamentalnu
ulogu u stani¢noj diferencijaciji, embriogenezi te kontroli biljnog rasta i razvoja opcenito. Tijekom
procesa dediferencijacije somatskih stanica, indukcije i razvoja SE dolazi do dinami¢nih promjena u
metilomu stanice. Tijekom dediferencijacije somatskih stanica, razina metiliranosti genoma manja je nego
u okolnom neembriogenom i diferenciranom tkivu (Kumar i Van Staden, 2017). Ubrzo nakon toga dolazi
do nagle hipermetilacije DNA tijekom indukcije SE $to je u uro¢njaku popraceno povecanjem ekspresije
MET1 i CMT3, a smanjenjem ekspresije DNA demetilaze DME. Medutim, sveukupna razina metiliranosti
genoma tijekom SE se smanjuje sto ukazuje na kompleksnost mehanizama regulacije metilacije DNA
(Grzybkowska i sur., 2018). Smatra se da je auksin povezan s ovim pocetnim valom hipermetilacije DNA
na §to najbolje upucuje prisutnost elementa AUXRE (engl. Auxin Response Element, AuXRE) u promotoru

gena CMT3 ¢ime auksin direktno utjece na njegovu transkripciju (Wojcikowska i sur., 2020).

Ji i sur. (2019) uocili su da se na pocetku SE u soji Glycyne max (L.) povecava razina metilacije
na sljedovima CG, CHG i CHH, a najocitija je u kontekstu CHH u podrucju transpozona §to su povezali s
primjenom auksina tijekom indukcijske faze. Uz to, dolazi do povecanja ekspresije gena za komponente
mehanizma RADM. Citozini koji su ve¢ prethodno bili metilirani na sljedovima CHG i CHH, dodatno se
metiliraju tijekom SE mehanizmom RADM te se utiSavaju. Ova pojava uocena je i kod ZE tijekom
kasnijih faza razvoja embrija uro¢njaka te se smatra da je dodatno utiSavanje transpozona mehanizmom
RADM mehanizam konzerviran tijekom embriogeneze u svrhu oCuvanja integriteta genoma (Bouyer i
sur., 2017).

Unato¢ navedenom, vrlo malo se zna o specifi¢nostima uloga razli¢itih mehanizama metilacije
tijekom SE te se velina spoznaja preuzima iz eksperimenata ostvarenima na modelima zigotne
embriogeneze. Vrlo vaznu ulogu imaju znanja o diferencijalnoj ekspresiji razliCitih metilaza tijekom
reproduktivnog razvoja koja ukazuju na dominantnu ulogu mehanizma RdDM tijekom sazrijevanja
gametofita, oplodnje i rane embriogeneze te ponovne reaktivacije ostalih metilacijskih mehanizama
tijekom sazrijevanja embrija (Jullien i sur., 2012). Sumirane spoznaje svega navedenog prikazane su na
Slici 3.
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Slika 3. Aktivnosti mehanizama metilacije DNA tijekom pojedinih stadija SE i ZE uro¢njaka. A — povecana razina
aktivnosti CMT3 i METL1, a smanjena razina aktivnosti demetilaze DME i mehanizma RADM u somatskom
proembriju, B — povecana razina aktivnosti CMT3 i MET]1, a smanjena razina aktivnosti DME i RdDM, C —
povecana razina aktivnosti mehanizma RdDM, a smanjenje svih ostalih mehanizama metilacije i demetilacije DNA
u globularnom stadiju somatskog embrija, D — povecana aktivnost mehanizma RdDM u srcolikom stadiju
somatskog embrija, E — smanjena aktivnost CMT3 i MET1, a povecana aktivnost mehanizma RdADM u jajnoj stanici
(si — sinergide, ec — jajna stanica, cc — centralna stanica, an — antipodalne stanice), F - povecana aktivnost DME, a
smanjena aktivnost metilaza i mehanizma RdDM u centralnoj stanici, G — povec¢ana aktivnost DME i mehanizma
RdDM, a smanjena aktivnost metilaza CMT3 i MET1 u vegetativnoj jezgri (vn — vegetativna jezgra, sc —spermalne
stanice), H — povecana aktivnost metilaza CMT3 i MET1, a smanjena aktivnost mehanizma RdADM u spermalnim
stanicama, | — povecana aktivnost svih mehanizama metilacije, a smanjena aktivnost DME u zigoti i proembriju, J —
povecana aktivnost demetilaze, a smanjena aktivnost svih mehanizama metilacije u endospermu, K — povecana
aktivnost svih mehanizama metilacije u globularnom stadiju zigotnog embrija, L — povecana aktivnost svih
mehanizama metilacije u srcolikom stadiju zigotnog embrija, M — poveéana aktivnost mehanizma RdDM u zrelom
embriju, N — smanjena aktivnost mehanizma RdDM u odrasloj biljci. Preuzeto i prilagodeno prema Markulin i sur.

(2021).
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1.3.3.2 Geni potencijalno regulirani mehanizmom RdADM tijekom somatske embriogeneze

Poznato je da mutanti za neku od komponenti mehanizma RADM ispoljavaju aberantni fenotip u
razli¢itim stadijima reproduktivnog razvoja tijekom ZE (Forgione i sur., 2019). Zhong i sur. (2012)
pokazali su da se RNA Pol V veze za promotore i da gubitak njene najvece podjedinice NRPEI dovodi do
povecane ekspresije gena koji su smjesteni blizu veznog mjesta RNA Pol V. Sto je vezno mjesto Pol V
blize pocetku transkripcije odredenog gena, to ¢e se gubitak njene funkcije jae odraziti na njegovu
ekspresiju. Markulin i sur. (2021) selektirali su gene u kojima se RNA Pol V veze unutar 50 pb od mjesta
pocetka transkripcije, odnosno one gene koji su najvjerojatnije regulirani mehanizmom RdDM, a koji su
ujedno ukljuéeni u reproduktivni razvoj uroénjaka. Time su odredili set od 22 gena medu kojima se nalazi
6 gena koji pripadaju porodici ECA1 (engl. Early Culture Abundant 1, ECAL) sto je jedna od triju
porodica koje kodiraju za male proteine bogate cisteinima koji se eksprimiraju tijekom reproduktivnog
razvoja. U uro¢njaku postoje 124 gena porodice ECAL koji su sudjeluju u procesu gametogeneze
(Sprunck i sur., 2014). Najbolje opisani ¢lan porodice ECA1 je protein EGG CELL1 (EC1) kojeg luci
jajna stanica te je odgovoran za aktivaciju spermalne stanice i dobivanje kompetencije za fuziju gameta
(Sprunck i sur., 2012). Osim gena specifiénih za jajnu stanicu, znaéajan broj gena porodice ECA1
eksprimira se u sinergidama pod kontrolom transkripcijskog faktora MYB98 specificnog za sinergide
(Jones-Rhoades i sur., 2007). Gen potencijalno reguliran mehanizmom RdDM je i RING-FINGER
PROTEIN FOR EMBRYOGENESIS 1 (RIE1). RIE1 kodira za regulacijski protein s domenom cinkovih
prstiju RING-H2 (engl. Really Interesting New Gene, RING) koji je esencijalan za razvoj sjemenki u
uro¢njaku. Mutacija RIEL letalna je u embrionalnoj fazi te uzrokuje zastoj u prijelazu iz globularnog u
torpedo stadij (Xu i Li, 2003).
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1.4 Cilj istrazivanja

Na temelju hipoteze da metilacija posredovana mehanizmom RdDM ima klju¢nu ulogu u regulaciji
SE, glavni cilj ovog istrazivanja bio je istraziti povezanost mehanizma RdDM i embriogenog potencijala
na modelu somatske embriogeneze. U sklopu hipoteze, drugi cilj istrazivanja bio je utvrditi varira li
ekspresija odabranih gena specificnih za embriogenezu o funkcioniranju mehanizma RdDM te koliko je

navedena povezanost ovisna o razvojnom stadiju somatskog embrija.

Cilj prvog dijela istrazivanja bio je ispitivanje ovisnosti indukcije SE te razvoja i sazrijevanja
somatskih embrija o funkcionalnosti mehanizma RdDM na temelju mjerenja potencijala indukcije SE i
sazrijevanja embrija u razli¢itim mutantima za mehanizam RdDM. Drugi dio temeljio se na selekciji seta
gena esencijalnih za somatsku embriogenezu, a konaéni cilj bio je analizirati relativnu ekspresiju
najmanje dva selektirana gena u fazi indukcije i fazi sazrijevanja somatskog embrija u ovisnosti o

funkcionalnosti mehanizma RdADM.
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2 Materijali | metode

2.1 Materijali
2.1.1 Biljni materijal

Za izolaciju zigotnih embrija, poticanje somatske embriogeneze i analizu relativne ekspresije
gena koristene su biljke divljeg tipa uro¢njaka (Arabidopsis thaliana L.) ekotip Columbia (Col-0). Uz
divlji tip, koristena je transgenic¢na linija 0eDMS3-GFP (Tamara Vuk i sur., neobjavljeno) karakterizirana
prekomjernom ekspresijom gena DMS3 ¢iji je proteinski produkt fuzioniran sa zelenim fluorescentnim
proteinom (engl. Green Fluorescent Protein, GFP). Takoder, upotrijebljene su Cetiri transgenicne linije s
mutacijom u nekoj od komponenti puta RADM. To su linija ago4-1t, naru¢ena iz baze NASC (The
Nottingham Arabidopsis Stock Centre, donor: Steve Jacobsen), nrpel-10 s nefunkcionalnom velikom
podjedinicom RNA polimeraze V i dms3-1 s mutacijom u genu za protein DMS3 (Kanno i sur., 2008),
zatim nprd1-7 s nefunkcionalnom velikom podjedinicom RNA polimeraze IV (Smith i sur., 2007) te

linija drm1/drm2 s mutiranim metiltransferazama DRM1 i DRM2 (Henderson i Jacobsen, 2008).
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2.1.2 Mediji za isklijavanje sjemenki, indukciju somatske embriogeneze i

poticanje somatskih embrija na razvoj

2.1.2.1 Medij za isklijavanje sjemenki uro¢njaka

Medij MS@ (Murashige i Skoog, 1962) (pH = 5,8) koristen je za isklijavanje sjemenki uro¢njaka.
Sastav medija prikazan je u Tablici 1. Nakon pripreme, medij je autoklaviran 18 minuta na temperaturi
od 121 °C pri tlaku od 1,5 bara.

Tablica 1. Sastav medija MS@ za isklijavanje sjemenki. U lijevome stupcu navedene su sastavnice

medija, a u desnome stupcu konac¢na masena koncentracija navedenih tvari u mg/L.

hranjiva podloga MS@ masena koncentracija (mg/L)
MAKROELEMENTI
KNO; 1900
NH4NO3 1650
CaCl, x H,0 755
KH2PO4 170
MgSO4 x 7 H20 370
MIKROELEMENTI
H3BOs 6,2
CoCl2 x 6 H20 0,025
Kl 0,83
Na;MoO4 x 2 H,0 0,25
CuS0O4 x5 H,0 0,025
MnSO4 x 4 H,0 16,9
ZnS04 x 7 H,0 8,6
FeSO4 x 7 H,0 27,8
Na;EDTA 37,3
ORGANSKE TVARI
saharoza 20 000
mio-inozitol 100
glicin 2
nikotinska kiselina (vitamin B3) 0,5
piridoksin-HCI (vitamin B6) 0,5
tiamin-HCI (vitamin B1) 0,1
agar 8000
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2.1.2.2 Mediji za poticanje embriogeneze i sazrijevanje somatskih embrija

Medij E5 (Gaj, 2011) s dodatkom 2,4-diklorofenoksioctene kiseline (E5 + 2,4-D), vrijednosti pH
od 5,8, koriSten je za poticanje somatske embriogeneze na eksplantatima. Medij istog sastava i vrijednosti
pH, ali bez 2,4-D, oznacavan kao E5@ bio je koriSten za poticanje somatskih embrija na razvoj i
sazrijevanje. Sastav oba medija prikazan je u Tablici 2. Mediji su autoklavirani 18 minuta na temperaturi
od 121 °C pri tlaku od 1,5 bara.

Tablica 2. Sastav medija za indukciju SE (E5 + 2,4D) i sazrijevanje somatskih embrija (E5@). U
lijevome stupcu navedene su sastavnice medija, a u desnome stupcu prikazana je kona¢na masena

koncentracija navedenih tvari u mg/L.

. masena koncentracija (mg/L)
komponente medija E5

E5+2,4-D E5Q
MAKROELEMENTI
KNO; 2500
CaCl; x 2 H.0 150
MgSO4 x 7 H20 250
(NH.)2SO4 134
NaH,PO4 x 2 H,0 170
MIKROELEMENTI
H3BOs 3
CoClz x 6 H20 0,025
Kl 0,75
Na;MoO4 x 2 H20 0,25
CuSO4 x5 H0 0,025
MnSO; x H20 10
ZnSO4x 7 H0 2
FeSO4 x 7 H,0O 27,8
Na;EDTA 37,3
ORGANSKI DODACI
mio-inozitol 100
nikotinska kiselina (vitamin B3) 1
piridoksin — HCI (vitamin B6) 1
tiamin-HCI (vitamin B1) 10
saharoza 20 000
2,4-diklorofenoksioctena kiselina (2,4-D) 11 /
Phytagel™ 3500
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2.1.3 Pribor za izolaciju zigotnih embrija

Za izolaciju zigotnih embrija iz zrelih komuski uroénjaka, koriStene su sterilne inzulinske $price,
pinceta, Petrijeve zdjelice promjera 90 mm, pokrovnice dimenzija 18 x 18 mm, mikroepruvete od 2 ml te
mikropipeta. lzolacija je provodena u sterilnim uvjetima u laminaru pomoc¢u lupe (Carl Zeiss Jena,

poveéanje 10X).

2.1.4 Pufer za elektroforezu

Za provedbu elektroforeze i pripremu 1%-tnih i 2%-tnih agaroznih gelova, koristen je 1x pufer
TAE (engl. Tris-HCI Acetate Ethylendiaminetetraacetic acid) (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH =
8,0).

2.1.5 Pocetnice za lan¢anu reakciju polimerazom
Za provjeru ¢istoce izolirane glasnicke RNA (engl. messenger RNA, mRNA) lan¢anom reakcijom
polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR), odnosno kontaminacije genomskom DNA (gDNA),

koristene su pocetnice za gen ACT3 (Tablica 3).

Tablica 3. Oznaka gena, naziv pocetnice, nukleotidna sekvenca i temperatura taljenja (Tm) svake
pocetnice te veli¢ine umnozenog fragmenta komplementarne DNA (cDNA) i gDNA gena ACT3

koristenog u reakciji PCR.

) veli¢ina veli¢ina
naziv gena .
naziv pocetnice nukleotidna sekvenca 5' — 3' Tm/°C fragmenta fragmenta
(oznaka gena)
cDNA (pb) gDNA (pb)
ACT3 ACT3_fw GGCATCATACTTTCTACAATG 59 648 730
(AT3G53750) ACT3_rev CACCACTGAGCACAAT 59

2.1.6 Pocetnice za kvantitativnhu lan¢anu reakciju polimerazom

Za potrebe analize relativne ekspresije gena kvantitativnim PCR-om (engl. quantitative PCR,
gPCR), koristene su pocetnice Cije su nukleotidne sekvence, temperature taljenja (engl. melting
temperature, Tm), srednje efikasnosti i veli¢ine umnozenih fragmenata navedene u Tablici 4. Sveukupna
lista isprobanih pocetnica navedena je u Prilogu I. Navedene pocetnice koristile su se za relativnu analizu
ekspresije gena ECAL, LEC2, MYB115 i RIE1, odnosno referentnih gena RHIPL i TIP41 koji su sluzili
kao endogena kontrola. Mati¢na otopina pocetnica pripremljena je resuspendiranjem liofiliziranog praha u

250 pl redestilirane vode (Mili-Q®) te je skladiStena preko no¢i na +4 °C. Idu¢i dan u sterilnim uvjetima
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pripremljene su radne otopine poc¢etnica (10 uM) razrijedenjem mati¢ne otopine (100 pM) u redestiliranoj

vodi (Mili-Q®). Mati¢ne i radne otopine podetnica skladistene su na -20 °C.

Tablica 4. Oznaka gena, naziv pocetnice, nukleotidne sekvence i temperature taljenja (Tm) setova
pocetnica koristenih za umnazanje gena LEC2 i RIE1 te referentnih gena RHIP1 i TIP41 u reakciji qPCR.

naziv gena naziv Srednja veli¢ina veli¢ina
Y e nukleotidna sekvenca 5" — 3' Tm/°C  efikasnhost fragmenta fragmenta
(oznaka gena) t 9 9
9 pocetnice potetnica cDNA (pb) gDNA (pb)
LEC2 gLEC2_fwl AGGGAAAGGAACCACTACGAA 59,4 1.800 136 136
(AT1G28300) gLEC2_revl CAGTGGTGAGGTCCATGAGAT 61,3 '
RIE1 gRIE1_fw2 TTTCCTGGCGATTGACGTCTTCT 62,9 1751 137 217
(AT2G01735) gRIEL rev2 CCTCCGATACACCTTCCGTTCC 65,9 !
RHIP1 gRHIP1_fwl CTATTGGGATTGGTGTCGCT 58,4 1806 105 237
(AT4G26410) gRHIP1_revl AGAATTGTGCCTCTTCGCTC 58,4 '
TIP41 qTIP41_fw2 GCAGCACAATGGAAATTCAGG 59,4 1817 199 230
(AT4G34270) qTIP41_rev2 GCCTCAACCGTTTCTTTGTC 58,4 '

2.1.7 Standardi za provjeru veli¢ine umnoZenog fragmenta DNA

Za provjeru veli¢ine fragmenta DNA koristen je molekularni biljeg "GeneRuler 1 kb DNA

Ladder" (Thermo Scientific) (Slika 4.a). Za potvrdu prisutnosti umnozenih fragmenata nakon metode
gPCR upotrijebljen je biljeg "GeneRuler 100 bp DNA Ladder" (Thermo Scientific) (Slika 4.b).

Slika 4. Molekulski standardi za provjeru veli¢ine umnoZenog fragmenta DNA. a

Ruler 1 kb" (Thermo Scientific), b - "GeneRuler 100 bp DNA Ladder" (Thermo Scientific).

"GeneRuler 1 kb DNA Ladder"
pb _ng/0.5pg %

1%-tna agaroza

0,5 pg/jatici, gel duzine 8 cm,

1x TAE, 7 V/cm, 45 min

14

12

1,7%-tna agaroza

0,5 pg/jatici, gel duine 8 cm,
1x TAE,5V/cm, 1 h

"GeneRuler 100 bp DNA Ladder"
pb ng/o.5pg %

pb

]

5%-tni poliakrilamid

0,5 pg/jatzici, gel duljine 20 cm,

1x TAE, 8 V/cm, 3 h

—"Gene
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2.1.8 Komercijalni paket za izolaciju mRNA

Za izolaciju mRNA iz tkiva induciranih zigotnih i zrelin somatskih embrija, Koristen je
komercijalni paket za izolaciju mRNA "Dynabeads™ mRNA DIRECT™ Micro Purification Kit"

(Invitrogen) ¢ije su komponente prikazane u Tablici 5.

Tablica 5. Komponente komercijalnog paketa "Dynabeads™ mRNA DIRECT™ Micro Purification”,

sastav komponenti i njihova mnozinska, odnosno masena koncentracija.

naziv komponente koncentracija

Dynabeads® Oligo (dT)2s (2 x 1 ml)
Suspenzija magnetnih kuglica u fosfathom puferu

(engl. Phosphate Buffer Solution, PBS), pH =74 5 mg/ml
NaCl 137 mM
KCI 2,7mM
Na;HPQO4 x 7 H,0O 4,3 mM
KH2PO, 1,4

NaNs3 0,02%

Pufer za vezanje ili lizu (15 ml)

Tris-Hel, pH=7,5 100 mM
LiCl 5000 mM
EDTA, pH =80 10 mM
LiDS 1%
Ditiotreitol (DTT) 5 mM
Pufer za ispiranje A (30 ml)

Tris-HCI, pH =75 10 mM
LiCl 0,15M
EDTA 1mM
LiDS 0,1%
Pufer za ispiranje B (30 ml)

Tris-HCI,pH =75 10 mM
LiCl 0,15M
EDTA 1mM
Tris-HCI (15 ml)

10 mM Tris-HCI, pH=7,5 10 mM
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2.2 Metode

2.2.1 Sterilizacija i isklijavanje sjemenki

U svrhu sterilizacije, sjemenke sam inkubirala 1 minutu u 600 pl 70%-tnog etanola uz lagano
mijeSanje. Supernatant sam uklonila pipetiranjem te potom 10 minuta inkubirala sjemenke na mjesalici
"DYNAL Sample Mixer" u 600 pl vodene otopine 1%-tnog lzosana G (100% natrij dikloroizocijanurat
dihidrat, Pliva®) i 0,1%-tne otopine mukazola (Sigma™). Zatim sam u sterilnim uvjetima uklonila
supernatant i sjemenke isprala 5 puta s destiliranom vodom. Nakon ispiranja, sjemenke sam pomocu
mikropipete nasadila na podlogu MS@ (Tablica 1) te sam ih uzgajala 48 h na +4 °C (stratifikacija) kako

bi se pojacala klijavost. Cijeli postupak sterilizacije i nasadivanja radila sam na sobnoj temperaturi.

2.2.2 Uvjeti uzgoja biljaka

Kako bi sjemenke proklijale, nakon stratifikacije sam ih 2 tjedna izlagala uvjetima kratkog dana
(8 h svjetla i 16 h mraka) pri temperaturi od 22 °C i vlaznosti zraka 60% u fitotronu Kambi¢. Klijance
sam presadila u mjesavinu bijelog treseta i perlita (Stekemedium KLASMANN, Klasmann-Deilmann,
GmbH). Presadene klijance uzgajala sam do odraslog, reproduktivnog stadija 6 tjedana u uvjetima dugog
dana (16 h svjetla i 8 h mraka) pri temperaturi od 24 °C i vlaznosti zraka 50%.

2.2.3 Poticanje somatske embriogeneze i razvoj somatskih embrija

2.2.3.1 Odabir i povrsinska sterilizacija komuski

Biljke uro¢njaka u stadiju cvatnje na vrhu cvjetne stapke razvijaju dvospolan cvijet iz ijeg se
tucka razvija komu$ka unutar kojeg se nalaze sjemeni zametci s embrijima. Pri samom vrhu cvjetne
stapke nalaze se zelene, tanje komuske s embrijima u ranijem stadiju razvoja, a pri dnu stapke nalaze se
deblje komuske s embrijima u kasnijem stadiju razvoja. Kako komuska sazrijeva, poprima zutu boju i
pocinje se otvarati duz septuma (Roeder i Yanofsky, 2006). Za potrebe istrazivanja odabrala sam zelene,
deblje komuske, duljine oko 1 cm koje sadrzavaju embrije u kotiledonarnom stadiju razvoja. Pincetom
sam sakupila oko 15 komuski svake linije i stavila ih u sterilne mikroepruvete od 1,5 ml. Nakon toga
provela sam sterilizaciju komuski na identi¢an nacin kao i sterilizaciju sjemenki. Postupak je prethodno

opisan u poglavlju 2.2.1.
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2.2.3.2 lzolacija pocetnog eksplantata

Nakon sterilizacije, pincetom sam uzimala po jednu komusku i polozila je u praznu Petrijevu
zdjelicu te na nju dodala kap destilirane vode. Pomocu dvije iglice otvorila sam komusku duz septuma,
izvadila sjemene zametke i uklonila ostatke komuske. Potom sam polozila pokrovnicu na sjemene
zametke te lagano pritisnula pincetom kako bi se embriji oslobodili. 1zolaciju sam provodila u sterilnim

uvjetima na sobnoj temperaturi.

2.2.3.3 Indukcija somatske embriogeneze

Kako bih inducirala SE u pocetnom eksplantatu, izolirane embrije nasadila sam pomocu
mikropipete na indukcijsku podlogu E5 + 2,4-D (Tablica 2). Na svaku podlogu nasadila sam oko 30
zigotnih embrija, a sveukupno sam nasadila 60 embrija po liniji. Nasadivanje sam provodila u sterilnim
uvjetima na sobnoj temperaturi. Petrijeve zdjelice s nasadenim embrijima zatvorila sam parafilmom i

uzgajala u uvjetima dugog dana (16 h svjetlo, 8 h mrak) na 24 °C tijekom pet dana.

2.2.3.4 Razvoj somatskih embrija
Nakon pet dana na indukcijskoj podlozi, inducirane embrije sam pomocu sterilne iglice prebacila
na podlogu bez 2,4-D, E5@ (Tablica 2). Petrijeve zdjelice zatvorila sam parafilmom te uzgajala 10 dana u

uvjetima dugog dana (16 h svjetlo, 8 h mrak) na 24 °C.

2.2.3.5 Analiza indukcije i sazrijevanja somatskih embrija

Peti dan nakon nasadivanja embrija na indukcijsku podlogu, odredila sam broj embrija Kkoji
razvijaju kalusno tkivo na bazi kotiledona $to je bilo vidljivo kao mala, bjelkasta nakupina. Uspjesnost
indukcije (indukcijski potencijal) izrazavala sam kao postotak takvih embrija u ukupnom broju
eksplantata. Uz to sam odredila postotak embrija na kojima se embriogeno tkivo razvilo na adaksijalnoj ili
na abaksijalnoj povrsini kotiledona. Eksperiment sam ponovila tri puta, a broj pocetnih eksplantata za

svaku liniju u svakom eksperimentu bio je otprilike 60.

Makroskopski se faza sazrijevanja SE ocituje po pojavi zelenih, listastih nakupina (radi se o
embriogenim listi¢ima, odnosno kotiledonima). 1z pocetnog embriogenog kalusa moze se razviti samo
jedan embrij ili nakupina od preko 20 somatskih embrija. Osim somatskih embrija, iz induciranog
kalusnog tkiva mogu se razviti i biljni organi (organogeneza). Deseti dan nakon nasadivanja induciranih
embrija na podlogu za sazrijevanje, utvrdila sam postotak eksplantata na kojima je doslo do razvoja
somatskih embrija (potencijal sazrijevanja) te broj somatskih embrija po eksplantatu (produktivnost SE).
Broj somatskih embrija po eksplantatu raspodijelila sam u sljedece kategorije: 0, 1-5, 11-15, 16-20 i >20.

Embrije iz faze indukcije i1 iz faze sazrijevanja SE fotografirala sam koriste¢i mikroskop Zeiss Stemi
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2000-C s ugradenom kamerom AxioCam ERc 5s, pod povecanjem 10x i koriste¢i program AxioVision

LE. Nakon analize, uzorke sam pohranila na -80 °C.

2.2.4 Selekcija gena biljega somatske embriogeneze potencijalno reguliranih

metilacijom de novo

U svrhu odabira gena biljega koji su povezani i sa SE i s mehanizmom RdDM, u ontoloSkoj bazi

podataka (https://www.ebi.ac.uk) pretrazila sam prema funkcionalnim anotacijama gene pridruzene

genskoj ontologiji ,,somatska embriogeneza®“ (G0O:0010262) u uro¢njaku. Na taj nacin pronasla sam gene

povezane s bioloskim procesom somatske embriogeneze.

Navedene gene analizirala sam sa ciljem procjene uéinka mehanizma RADM na njihovu
metilaciju. U tu svrhu koristila sam podatke objavljene u Markulin i sur. (2021) koji su temeljeni na
kromatinskoj imunoprecipitaciji s antitijelom na podjedinicu polimeraze V (NRPE1), a indirektno

ukazuju na vezanje podjedinice NRPE1 na genomske pozicije bliske prethodno odabranim genima.

Iz genomske baze podataka "EnsemblGenomes" (Howe i sur., 2021) preuzela sam anotirani
genom uro¢njaka TAIR10 (engl. The Arabidopsis Information Resource, TAIR) u formatu .gff3
(https://plants.ensembl.org/Arabidopsis_thaliana/Info/Index). 1z genomske baze podataka "Gene

Expression Omnibus (GEO)" (Barret i sur., 2012), podrzane od strane Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (engl. National Center for Biotechnology Information, NCBI), preuzela sam
eksperimentalne podatke o veznom mjestu NRPE1 na DNA u formatu .bw dobivene metodom ChlP-
sekvenciranja (engl. Chromatin ImmunoPrecipitation, ChlIP) autora Liu i sur. (2018) (oznaka pristupa:
GSM2667837, GSM266838) i Gallego-Bartolomé i sur. (2019) (oznaka pristupa: GSM3553171).

Preuzete podatke o anotiranom genomu uro¢njaka i veznim mjestima NRPE1 na DNA ucitala
sam u programu Integrative Genomics Viewer (Robinson i sur., 2011). Na taj nac¢in vizualizirala sam

to¢nu poziciju vezanja RNA Pol V u odnosu na gen.
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2.2.5 Analiza relativne ekspresije gena

2.2.5.1 lzolacija mRNA

Za izolaciju mRNA iz embrija uro¢njaka, koristila sam komercijalni paket "Dynabeads™ mRNA
DIRECT™ Micro Purification Kit" (Thermo Fisher Scientific). Za svaki uzorak izolirala sam mRNA iz
oko 30 embrija divljeg tipa i transgeni¢nih linija. Prvu izolaciju mRNA iz uzoraka somatskih embrija u
fazi sazrijevanja provela sam prema uputama proizvodaca

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/61021). Zbog zaostale genomske DNA u izolatima,

djelomi¢no sam modificirala protokol te ga primjenjivala u daljnjim pokusima kako je opisano u
nastavku. Tijekom izolacije mRNA koristila sam magnetne kuglice za koje su kovalentno vezane
pocetnice komplementarne poliA repu molekula mRNA. Pomoc¢u magnetne olovke PickPen (Bio-nobile),
magnetne kuglice s vezanom mRNA prebacivala sam iz jednog komercijalnog pufera za ispiranje u drugi,
prema uputama proizvodaca. MRNA sam eluirala tako da sam dodala 10 pl Tris-HCI (10 mM) i
inkubirala 2 min na 80 °C. U ovome koraku mRNA se otpusta s magnetnih kuglica u otopinu Tris-HCI.
Kako nisam bila sigurna je 1i na magnetnim kuglicama mozda ostalo vezane mRNA, magnetne kuglice
prebacila sam u 100 pl otopine Tris-HCI (10 mM) te i njih koristila u daljnjem postupku. Paralelno sam
provodila tretman DNazom | na eluiranoj mRNA u 10 pl otopine Tris-HCI i na mRNA za koju sam
pretpostavila da je mozda jo$ uvijek vezana za magnetne kuglice. Pripremila sam reakcijsku smjesu za
tretman DNazom | (Tablica 6). Tretman DNazom | na uzorcima mRNA vezanima za magnetne kuglice
napravila sam u mikroepruvetama od 0,2 ml u koje sam otpipetirala po 10 pl reakcijske smjese te sam
pomoc¢u magnetne olovke premjestila kuglice iz 100 pl otopine Tris-HCI u reakcijsku smjesu s DNazom
I

Za tretman DNazom | u uzorcima eluirane mMRNA u mikroepruvetama od 0,2 ml pomijesala sam
5 ul reakcijske smjese s DNazom i 5 pl otopine mRNA. U ovu reakcijsku smjesu dodala sam otopinu
MgCl; jer se pozitivno nabijeni ioni Mg?* vezu za negativno nabijenu fosfatnu okosnicu molekule RNA
¢ime ju stabiliziraju kada se slobodna RNA nalazi u otopini. U obje varijante tretmana DNazom | dodala

sam 20 U inhibitora RNaza "RiboLock" koji cuva mRNA od razgradnje tijekom tretmana.

Uzorke sam inkubirala 30 minuta na 37 °C uz konstantno mijeSanje u inkubatoru
(Thermomixer5436, Eppendorf). Nakon inkubacije, dodala sam po 1 pul EDTA (25 mM) (Invitrogen) u
reakcijske smjese. EDTA je helator metalnih iona te vezanjem Mg?* stiti mRNA od raspada na povisenoj
temperaturi. Nakon dodatka EDTA, uzorke sam inkubirala 10 minuta na 70 °C ¢ime se inaktivira DNaza
I. Cijeli postupak izolacije mRNA i tretmana DNazom | provodila sam sa sterilnim priborom tretiranim

dietil pirokarbonatom (engl. diethyl pyrocarbonate, DEPC) koji inaktivira RNaze. Cisto¢u i mnozinsku
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koncentraciju mMRNA odredila sam spektrofotometrijski pomoéu uredaja "NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer" (Thermo Fisher Scientific). Koncentraciju mRNA Kkoja je bila vezana za magnetne
kuglice nisam mogla izmjeriti. mMRNA koja je eluirana u otopini Tris-HCI pohranjena je na -80 °C, a
mRNA vezana za magnetne kuglice je sva prebacena u smjesu za reverznu transkripciju i konvertirana u

komplementarnu DNA.

Tablica 6. Sastav reakcijske smjese za tretman DNazom | tijekom izolacije MRNA. S lijeva na desno:
reagens, pocetna koncentracija, volumen za jednu reakciju (tretman mRNA na magnetskim kuglicama),

volumen za jednu reakciju (DNazni tretman u otopini izolirane mRNA).

volumen u pl

pocetna . Volumen u pl
reagens koncentracija (mRNQJ giaicrzsg;etnlm (otopina mMRNA)
DNazni pufer (Thermo Scientific) 10x 1 1
Dnaza | (Thermo Scientific) 2 U/uL 1 1
RiboLock RNase Inhibitor
(Thermo Scientific) 40 UluL 0.5 0.5
MgCl; (Fermentas) 25 mM / 0,2
Nuclease Free H,0O 7,5 (do 10 pul) 2,3 (do 10 ul)
otopina mMRNA / 5

2.2.5.2 Reverzna transkripcija izoliranih molekula mRNA

Za kvantitativnu analizu relativne ekspresije gena pomoc¢u metode qPCR, potrebno je izoliranu
MRNA prevesti u komplementarnu DNA (engl. complementary DNA, cDNA) metodom reverzne
transkripcije. Kako bi se metodom gPCR dobili vjerodostojni rezultati, odnosno kako bi se ekspresija
gena mogla usporedivati izmedu uzoraka, potrebno je u svakoj reakciji gPCR imati jednaku
koncentraciju kalupa cDNA. To sam osigurala na nacin da sam ovisno o izmjerenoj koncentraciji mMRNA

u daljnje reakcije reverzne transkripcije dodavala po 37,8 ng mRNA po uzorku.

Reakciju reverzne transkripcije provodila sam u dva koraka za sto sam koristila reakcijske smjese
RT1 i RT2 (Tablica 7). Reakcijska smjesa RT1 razlikovala se po sastavu ovisno o tome provodi li se
reverzna transkripcija mRNA vezane za magnetne kuglice ili otopine mRNA (Tablica 7). Prilikom
tretmana DNazom | sam u otopinu mRNA dodavala EDTA koja veze ione Mg?* kako bi se inaktivirala
DNaza I. Za enzimatsku aktivnost reverzne transkriptaze potrebni su ioni Mg?* kao kofaktori, stoga sam u
smjesu RT1 morala dodati MgCl, kako bi smjesa sadrzavala dovoljnu koncentraciju Mg?* za aktivnost
reverzne transkriptaze. Nadalje, u sluc¢aju kada sam u reakciju reverzne transkripcije dodavala mRNA

eluiranu u otopinu poznate koncentracije, dodala sam 37,8 ng mRNA po uzorku, a u slu¢aju kada sam
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reverznu transkripciju provodila na mRNA vezanoj za magnetne kuglice, u smjesu sam pomoc¢u magnetne

olovke dodavala sve magnetne kuglice.

Reakciju reverzne transkripcije provodila sam tako da sam reakcijske smjese RT1 s magnetnim
kuglicama i otopinom mRNA inkubirala 5 minuta na 65 °C kako bi se uklonile sekundarne strukture
molekula RNA. Zatim sam smjesu ohladila na 4 °C tijekom 2 minute prilikom ¢ega sam dodala 4 ul
smjese RT2. Reakcijske smjese inkubirala sam 45 minuta na 42 °C pri ¢emu se mRNA reverznom
transkripcijom prevodila u cDNA. Zavr$ni korak reakcije provoden je 15 minuta na 70 °C pri ¢emu se
inaktivirala reverzna transkriptaza. Reverzna transkripcija provedena je pomocu uredaja "GeneAmp®
PCR System 2700" (Applied Biosystems). Nakon zavrsetka reakcije, uzorke cDNA razrijedila sam 5x u
redestiliranoj vodi (Mili-Q®) kako bi se smanjila koncentracija enzima i soli dodanih zbog reakcije

reverzne transkripcije. Razrijedenu cDNA pohranila sam na +4 °C do upotrebe, a nerazrijedenu na -80 °C.
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Tablica 7. Sastav reakcijskih smjesa RT1 i RT2 za reverznu transkripciju. S lijeva na desno: reagens,

pocetna koncentracija, volumen u pl (MRNA na magnetnim kuglicama), volumen u pl (mRNA u otopini

Tris-HCI).
Reakcijska smjesa RT1
volumen u pl
pocetna ) volumen u uL (MRNA u
reagens . (mRNA na magnetnim o
koncentracija ) otopini Tris-HCI)
kuglicama)
oligo(dT)18 Primer (Thermo
N 0,5 pg/pL 04 0,4
Scientific)
smjesa deoksiribonukleotida
10 mM 0,4 04
(dNTP) (Thermo Scientific)
MgCl, (Fermentas) 25 mM / 0,2
RNase Free H,O (Thermo
L / 9,2 4
Scientific)
otopina mMRNA / / 37,8 ng po uzorku
Ukupan volumen RT1 10 10

Reakcijska smjesta RT2

Reaction buffer (Thermo

S 2X 2,8
Scientific)
RiboLock RNase Inhibitor
S 40 U/ul 0,5
(Thermo Scientific)
RevertAid H Minus Reverse
Transcriptase (Thermo 40 U/ul 0,2
Scientific)
RNase Free H,O (Thermo
L / 0,5
Scientific)
Ukupan volumen RT2 4
Ukupan volumen RT1 + RT2 14
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2.2.5.3 Provjera kontaminacije uzoraka komplementarne DNA ostacima genomske DNA
Provjeru Cisto¢e dobivene cDNA, odnosno provjeru kontaminacije s genomskom DNA (gDNA),
nakon reverzne transkripcije provodila sam metodom PCR upotrebom pocetnica za gen aktin (ACT3).
Koristene pocetnice za gen ACT3 vezu se za kalup DNA na nacin da obuhvaéaju intronsku regiju koja u
CDNA izostaje te se na temelju veli¢ine umnozenih fragmenata mogu razlikovati oni koji potjecu iz
genomske DNA, s§to ukazuje na kontaminaciju, od onih dobivenih na kalupu cDNA. Za jednu reakciju
PCR koristila sam 12,5 ul 2x "EmeraldAmp MAX PCR Master Mix" (Takara Bio), 0,5 ul uzvodne
pocetnice za ACT3 (10 uM) (Macrogen), 0,5 pl nizvodne pocetnice za ACT3 (10 uM) (Macrogen), 2 ul
kalupa cDNA i redestiliranu vodu (Mili-Q®) do ukupnog volumena reakcije od 25 pl. Kao negativnu
kontrolu sam umjesto kalupa cDNA dodala jednak volumen redestilirane vode. Program reakcije PCR
sastojao se od pocetne denaturacije 3 minute na 98 °C, zatim 35 ciklusa razdvajanja pocetnica 10 sekundi
na 98 °C, prianjanja pocetnica 30 sekundi na 59 °C i elongacije jednu minutu na 72 °C. Program PCR
zavr$ava zavr$nom elongacijom na 72 °C u trajanju od 5 minuta. Reakciju PCR provela sam u uredaju

"GeneAmp® PCR System 2700" (Applied Biosystems).

2.2.5.4 Analiza relativne ekspresije gena metodom gPCR

Za analizu relativne ekspresije gena ECAL, LEC2, MYB115 i RIE1 Koristila sam metodu gqPCR.
Kao endogenu kontrolu koristila sam pocetnice za odrzavateljske gene RHIP1 i TIP41. Reakcijska smjesa
sastojala se od 5 pl 2x "GoTag® qPCR MasterMix" (Promega), 0,2 pl uzvodne podetnice za pojedini gen
(10 uM) (Macrogen), 0,2 ul nizvodne pocetnice (10 puM) (Macrogen), 1 ul kalupa cDNA (0,54 ng) i
redestilirane vode (Mili-Q®) do ukupnog reakcijskog volumena od 10 pl. Svi navedeni reagensi drzani su
na ledu. Za svaki uzorak radila sam po dvije tehni¢ke replike, a kao negativhu kontrolu sam umjesto
kalupa cDNA dodala 1 pl redestilirane vode. Program reakcije qPCR sastojao se od pocetne denaturacije
od 5 minuta na 95 °C te 40 ciklusa denaturacije od 5 sekundi na 95 °C i prianjanja pocetnica i elongacije
od 10 sekundi na 60 °C. Reakciju qPCR provela sam u uredaju "Magnetic Induction Cycler (Mic) PCR

Machine" (Bio Molecular Systems).

2.2.5.5 Agarozna gel elektroforeza

Za vizualizaciju umnozenih fragmenata nakon reakcije PCR ili gPCR, uzorke sam analizirala
agaroznom gel elektroforezom. Pripremila sam 1%-tni (za PCR) ili 2%-tni (za gPCR) agarozni gel u
puferu 1x TAE. Elektroforezu sam provodila prvo 5 minuta na 25 V kako bih bila sigurna da su uzorci
povuceni u gel, a potom 30 minuta na 50 V kako bi se fragmenti na gelu dobro razvukli. Kao molekularni
biljeg koristila sam 3 pl "GeneRuler 1 kb DNA Ladder" (Thermo Scientific). Na gel sam nanosila po 5 pl
uzoraka koje sam prethodno pomijeSala s 1 pl pufera za nanoSenje 6x "DNA Loading Dye" (Thermo

Scientific). Elektroforezu sam provodila u kadici "RunOne™ Electrophoresis Unit" (Embi Tec). Za
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vizualizaciju umnoZenih fragmenata, gel sam prvo inkubirala u otopini etidij bromida 5 minuta te ga
potom izlozila UV svjetlu (Kodak EDAS 290, ekspozicija 2 s, 100% UV), a fotografije sam dobila
upotrebom implementirane digitalne kamere i programom KodaklID.

2.2.5.6 Obrada rezultata dobivenih metodom gPCR

Upotrebom metode qPCR odredila sam vrijednosti grani¢nog ciklusa (engl. Cycle treshold, Ct),
odnosno ciklusa u kojemu se moze detektirati fluorescentni signal povrh pozadinske fluorescencije.
Takoder sam odredila efikasnost parova pocetnica za svaki gen. Navedene vrijednosti koristila sam za
analizu relativne ekspresije gena LEC2 i RIEL, a rezultate sam izrazila vrijednostima ACt i AACt uz
koritenje odrzavateljskih gena RHIP1 i TIP41 kao endogene kontrole. Vrijednost ACt dobila sam
normalizacijom gena od interesa na endogenu kontrolu te sam tako mogla usporediti ekspresije gena od
interesa izmedu dva razvojna stadija SE za divlji tip i sve transgeni¢ne linije. Vrijednost AACt dobila sam
normaliziranjem dobivenih vrijednosti ACt na divlji tip. Time sam dobila usporedbu izmedu ekspresije
gena od interesa u divljem tipu i u mutantnim linijama, odnosno dobila sam rezultat koji prikazuje
relativan rast ili pad ekspresije gena u odnosu na divlji tip. Za potrebe izra¢una vrijednosti ACt i AACt sam

od vrijednosti Ct dviju tehnickih replika uzela njihovu srednju vrijednost.

2.2.5.7 Statisti¢ka obrada podataka

Podatke dobivene analizom indukcije i maturacije SE te podatke dobivene metodom qPCR
statisticki sam obradila koriste¢i program RStudio Team (2021). Usporedbu uzoraka provela sam
upotrebom Studentovog T-testa pri ¢emu se vrijednosti smatraju medusobno statisticki znaéajno

razli¢itima ukoliko je p-vrijednost manja ili jednaka 0,05 (p < 0,05).
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3 Rezultati

3.1 Indukcija i sazrijevanje somatskih embrija

3.1.1 Potencijal indukcije somatske embriogeneze u ovisnosti o
funkcionalnosti RADM-a

Za indukciju SE, zigotni embriji divljeg tipa i mutanata za komponente mehanizma RdDM,
nasadeni su na indukcijski medij E5 s dodatkom 2,4-D. Peti dan nakon nasadivanja na indukcijsku
podlogu, na pojedinim embrijima doslo je do pojave malih, bijelih nakupina tkiva uz bazu kotiledona koje
predstavljaju dediferencirano i neorganizirano kalusno tkivo iz kojeg se dalje mogu razviti somatski
embriji (Slika 5). U odredenom broju nasadenih embrija nije do$lo do zamjetnih morfoloskih promjena te
nije primije¢en razvoj embriogenog kalusnog tkiva, a kod nekih je doslo do propadanja tkiva, $to se
manifestiralo smanjenjem veli¢ine embrija i propadanjem tkiva (nije prikazano). Na pojedinim embrijima
je uz bazu kotiledona uoceno zadebljanje, odnosno bubrenje tkiva, koje takoder dovodi do stvaranja
embriogenog kalusnog tkiva (Slika 5.b, zaokruzeno). Prikazana pojava moze se povezati uz razvoj tzv.
kalusa rane budu¢i da su kotiledonarni zigotni embriji linije nrpd1-7 bili krhke strukture te podlozni
lomljenju kotiledona tijekom eksperimentalne manipulacije. Na nekim eksplantatima zigotnih embrija se

pak izmedu dva kotiledona mogla uociti aktivnost meristema (Slike 5.c i 5.9).
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Slika 5. Indukcijska faza somatske embriogeneze u a — divljem tipu (WT), b — mutantu za veliku podjedinicu RNA
Pol IV (nprd1-7), c — mutantu za AGO4 (ago4-1t), d — mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10), e —
mutantu za funkcionalan protein DMS3 (dms3-1), f — transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3
(0eDMS3-GFP), g — mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drm2). ad — indukcija embriogenog kalusnog tkiva
s adaksijalne strane kotiledona, ab — indukcija embriogenog kalusnog tkiva s abaksijalne strane kotiledona, m —

meristem, zaokruZeno — inicijacija kalusa rane. Skala = 1 mm.

Indukcijski potencijal izrazen je odnosom broja embrija u kojima je doSlo do razvitka
embriogenog kalusnog tkiva i ukupnog broja zigotnih embrija (po¢etnih eksplantata) nasadenih na
indukcijsku podlogu, a izrazen je u postocima (Slika 6). Svi mutanti pokazivali su smanjeni indukcijski
potencijal u odnosu na divlji tip. Divlji tip imao je najvec¢i indukcijski potencijal (64%), slijedi ga mutant
ago4-1t (51%), transgeniéna linija 0eDMS3-GFP (47%) te mutanti dms3-1 (38%) i nrpel-10 (33%). U
odnosu na divlji tip, indukcijski potencijal bio je znacajno smanjen u mutantima drml/drm2 (32%) i
nrpd1-7 (17%).
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Slika 6. Indukcijski potencijal (udio embrija u kojima je doslo do indukcije embriogenog kalusnog tkiva u ukupnom
broju analiziranih embrija izraZen u postotku) u divljem tipu (WT), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol 1V
(nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3
(dms3-1), transgeniénoj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP) te mutantu za metilaze
DRM1 i DRM2 (drml/drm2). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti dobivene u tri neovisna eksperimenta (u
svakom 60 podetnih eksplantata) s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Zvjezdicama (*) su oznacene statisti¢ki
znacajno razli¢ite vrijednosti (p-vrijednost < 0,05) dobivene pomoéu T-testa (p-vrijednost WT — nrpdl-7:
0,005312; p-vrijednost WT — drm1/drm2: 0,05083).

Embriogeno kalusno tkivo razvilo se uz bazu s gornje (adaksijalne) ili s donje (abaksijalne) strane
kotiledona (Slike 5.e i 5.f). Za svaku liniju, odreden je postotak induciranih embrija kod kojih je doslo do
indukcije s adaksijalne, odnosno s abaksijalne strane (Slika 7). Nije bilo znacajne razlike u indukciji SE
na adaksijalnoj strani u mutantima u odnosu na divlji tip. Medutim, u mutanata nrpd1-7 i drm1/drm2 bio
je manji postotak indukcije SE s abaksijalne strane u usporedbi s divljim tipom tako da se sveukupno
umanjeni indukcijski potencijal ovih linija najvjerojatnije javio kao posljedica umanjene uspjesnosti

indukcije na abaksijalnoj strani.
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Slika 7. Udio induciranih embrija u kojima je do pojave embriogenog kalusa do$lo s adaksijalne, odnosno
abaksijalne strane kotiledona u divljem tipu (WT), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu
za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1),
transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP) te mutantu za metilaze DRM1 i
DRM2 (drml/drm2). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti triju nezavisnih eksperimenata (sa 60 pocetnih
eksplantata u svakom) s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Zvjezdicama (*) su oznaene vrijednosti koje su
statisti¢ki znacajno razli¢ite (p-vrijednost < 0,05) dobivene pomoéu T-testa (abaksijalna strana WT - nrpd-1-7:
0,03171; WT — drm1/drm2: 0,006212).

3.1.2 Sazrijevanje somatskih embrija u ovisnosti o funkcionalnosti RdDM-a

3.1.2.1 Sazrijevanje somatskih embrija

Nakon indukcije SE, inducirani embriji bili su preneseni na podlogu za sazrijevanje (E5 bez
dodatka 2,4-D). Deseti dan nakon nasadivanja, iz embriogenog kalusnog tkiva u odredenom broju
eksplantata doslo je do sazrijevanja somatskih embrija i/ili do pojave drugih biljnih organa
(organogeneza) (Slika 8). Somatski embriji su bipolarne strukture koje su u zreloj fazi prepoznatljive po
zelenim kotiledonima. Na nekim eksplantatima doslo je isklju¢ivo do razvoja embrija, a na nekima su se
uz somatske embrije razvili i korjenci¢i (Slike 8.c i 8.g). Potencijal sazrijevanja izrazen je kao udio
embrija na kojima je doslo do razvoja i sazrijevanja somatskih embrija u ukupnom broju induciranih
embrija i izrazen u postotku (Slika 9). Potencijal sazrijevanja visok je u svim linijjama te se kre¢e u

rasponu od 63% (linija nrpel-10) do 87% (0eDMS3-GFP).
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drm1/drm2

Slika 8. Uspjesnost sazrijevanja somatskih embrija u a — divljem tipu (WT), b — mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol 1V (nprd1-7), ¢ — mutantu za AGO4 (ago4-1t), d — mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10),

e — mutantu za DMS3 (dms3-1), f — transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP),

g — mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drm2). Skala =1 mm.

Potencijal sazrijevanja divljeg tipa iznosio je 83%. U usporedbi s divljim tipom nije bilo
statisti¢ki znacajne razlike niti u jednom mutantu. Medutim, u jednom od dva analizirana ponavljanja
eksperimenta, potencijal sazrijevanja mutanta nrpel-10 iznosio je 47%, dok je potencijal sazrijevanja
divljeqg tipa iznosio 73% (Prilog I1) $to ipak predstavlja nezanemarivo umanjen potencijal za sazrijevanje
vezano za aktivnost RNA Pol V. Prema tome, moguce je da najmanji potencijal sazrijevanja u usporedbi s
divljim tipom i ostalim mutantima ima linija s nefunkcionalnom RNA Pol V (nrpel-10) iako ta razlika
nije bila statistiCcki znacajna kada su se u obzir uzela oba ponavljanja. Za donoSenje takvog zakljucka

potrebno je ukljuciti veci broj ponavljanja eksperimenta.
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Slika 9. Potencijal sazrijevanja (udio embrija kod kojih je doslo do sazrijevanja somatskih embrija u ukupnom broju
induciranih eksplantata izrazen u postotku) u u divljem tipu (WT), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol IV
(nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3
(dms3-1), transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP) te mutantu za metilaze
DRML1 i DRM2 (drm1/drm2). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti dva nezavisna eksperimenta (sa 60 pocetnih

eksplantata) s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Nema statisti¢ki znacajnih razlika izmedu linija.
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3.1.2.2 Produktivnost somatske embriogeneze

Deseti dan nakon nasadivanja induciranih embrija na podlogu za sazrijevanje, uz potencijal
sazrijevanja odreden je i broj razvijenih somatskih embrija po eksplantatu $to je izrazavano kao
produktivnost SE. Broj razvijenih somatskih embrija po eksplantatu rasporeden je u sljedeée kategorije:
1-5, 6-10, 11-15, 16-20 i >20. Na Slici 10 prikazani su eksplantati s razvijenim somatskim embrijima koji
pripadaju pojedinoj kategoriji produktivnosti SE.

nrpel-10

0eDMS3-GFPj €.

Slika 10. Produktivnost somatske embriogeneze. a — mutant nrpel-10 s razvijena tri somatska embrija (kategorija 1-
5), b mutant dms3-1 sa Sest razvijenih somatskih embrija (kategorija 6-10), ¢ — mutant dms3-1 s otprilike 14
somatskih embrija (kategorija 11-15), d — transgeni¢na linija 0eDMS3-GFP s otprilike 19 razvijenih embrija
(kategorija 16-20), e — mutant drm1/drm2 s preko 20 razvijenih somatskih embrija po eksplantatu (kategorija >20).
Duljina skale = 1 mm.
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U usporedbi s divljim tipom, mutanti ago4-1t, dms3-1 i transgeni¢na linija 0eDMS3-GFP nisu
pokazivale znacajnu razliku u produktivnosti SE (Slika 11). Medutim, mutanti s nefunkcionalnom RNA
Pol IV (nrpd1-7) i nefunkcionalnim metilazama DRM1 i DRM2 (drml/drm2) pokazivale su povec¢anu
produktivnost SE $to je u suprotnosti s najizrazenijim opadanjem indukcijskog potencijala u ovim
mutantima. U navedenim linijama je na najve¢em broju eksplantata doslo do razvoja vise od 20 somatskih
embrija, odnosno na 44% eksplantata u mutantu nrpd1-7 i na 47% eksplantata u mutantu drm1/drm2.
Najmanja produktivnost SE opazena je u mutantu s nefunkcionalnom RNA Pol V (linija nrpel-10) u
kojoj je preko pola eksplantata (56%) razvilo samo 1-5 somatskih embrija po eksplantatu (Slika 11).
Ujedno je u istom mutantu u usporedbi s divljim tipom i ostalim mutantima najmanji broj eksplantata
razvio je 16-20 somatskih embrija po eksplantatu (2%) ili vise od 20 somatskih embrija po eksplantatu

(4%). Navedeni rezultati impliciraju da produktivnost SE ovisi o funkcionalnosti mehanizma RdDM.

WT nrpd1-7 agod-1t broj somatskih

14% ; embrija
21% 9
34% 1-5
6-10
«11-15
16-20
= >20

11%

2 3{,:‘ 31%

nrpel-10
4%

drm1/drm2

11%

2%

4

28%

56%

Slika 11. Produktivnost somatske embriogeneze u divljem tipu (WT), mutantu za veliku podjedinicu RNA
Pol IV (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za
DMS3 (dms3-1), transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP) te mutantu za
metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drm2). Sivom bojom oznaena je kategorija broja somatskih embrija 1-5, svijetlo
plavom bojom kategorija 6-10, tamno plavom bojom kategorija 11-15, svijetlo zelenom bojom 16-20 te tamno
zelenom bojom kategorija >20 somatskih embrija po eksplantatu. Postotak pored svake kategorije oznacava udio

pojedine kategorije na eksplantatima na kojima je doslo do razvoja somatskih embrija.

38



3.2 Selekcija gena biljega

3.2.1 Selekcija gena pomocu ontoloske baze podataka

Pretragom gena prema funkcionalnim anotacijama u ontoloskoj bazi podataka ,,Gene Onthology*
koji su pridruzeni genskoj ontologiji ,,somatska embriogeneza“ u uro¢njaku, pronadeno je 13 gena koji su
povezani s bioloskim procesom somatske embriogeneze (Slika 12). lako se kao rezultat navedene
pretrage dobije lista od samo 13 gena, iz relevantne literature poznato je da postoji puno vise gena
vezanih za razvoj embrija, no istrazivanja su uglavnom provodena na sustavu zigotne embriogeneze (Tian
i sur., 2020). Tzafrir i sur. (2004) opisali su 250 EMBRYO-DEFECTIVE (EMB) gena koji su nuzni za
ispravan razvoj embrija uro¢njaka, a najnovija literatura opisuje 510 gena EMB u uro¢njaku (Meinke,
2019). Upravo zbog navedenoga, pri selekciji gena od interesa posluZzila sam se i podacima opisanima u

Markulin i sur. (2021) Sto je detaljno obrazlozeno u sljede¢em poglavlju.

Gene Product Symbol Qualifier GO Term
MYB115 involved_in 1 o e SOMAatc embryogeness
LEC2 involved_in 1 0 0 somatc embryogenes:s
AGL1S nvolved_in 10267 o o SOMAtic embryogenes:s
BHLH109 involved_in 1 o e SOMAatc embryogenes:s
NFYA9 involved_in 10262~ ) @) somatic embryogenesis
NFYAS invoived_in 1 o ° SOMAtc embryogenes:s
MYB118 involved_in 1 0 e somatc embryogenesss
FUS3 involved_in 1 o e Somatic embryogenes:s
NFYA1 nvoived_in 1 o 0 SOMabc embryogenes:s
AA3D involved_in 1 o o SOMAbc embryogenes:s
EP3 involved_in 1 O 0 somatic embryogenests
NFYB9 involved_in 1 o 0 somatc embryogeness
NFYAS involved_in 1 o o somatic embryogenes:s

Slika 12. Rezultati pretrage baze podataka ,,Gene Onthology* po funkcionalnoj anotaciji ,,somatska embriogeneza
(G0:0010262). Stupci s lijeva na desno prikazuju: Gene Product - poveznicu na informaciju o genskom produktu u
proteinskoj bazi podataka UniProtKB, Symbol — unikatan i sluZbeni simbol gena, Qualifier - kvalifikator koji
definira odnos izmedu genskog produkta i pridruzene genske ontologije ,,somatska embriogeneza®, Go Term —
unikatan identifikator ontoloske baze podataka koja oznaCava odredeni bioloski proces, u ovom slucaju somatsku

embriogenezu.
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3.2.2 Selekcija gena u ovisnosti o funkcionalnosti mehanizma RdDM

Od selektiranih 13 gena koji su ukljuceni u proces SE, napravljena je selekcija onih gena cija
ekspresija ovisi 0 funkcionalnosti mehanizma RdDM. U programu Integrative Genomics Viewer (IGV),
vizualiziran je referentni genom uro¢njaka i tri seta eskperimentalnih podataka dobivenih ChIP-
sekvenciranjem s antitijelom na NRPE1 (Slike 13, 14, 15 i 16). Od 13 analiziranih gena, pozicija pika
RNA Pol V, odnosno velike podjedinice NRPEL, bila je unutar 3000 pb od poéetka transkripcije gena
LEC2 i MYB115 (Slike 13 i 14). U slucaju gena LEC2, pozicija pika NRPEL bila je do oko 2000 pb od
pocetka transkripcije gena, a nagomilavanje podjedinice NRPE1 doseze i samo mjesto pocetka
transkripcije (Slika 13). Pozicija pika podjedinice NRPE1 nalazila se do oko 1000 pb uzvodno od pocetka
transkripcije gena MYB115 te takoder doseZe mjesto pocetka transkripcije (Slika 14).

Markulin i sur. (2021) objavili su listu od 22 gena koja se na temelju literaturnih podataka
povezuju s embriogenezom kod kojih je pozicija pika velike podjedinice RNA Pol V (NRPE1) smjestena
do 50 pb od pocetka transkripcije gena. Iz tih podataka odabrani su geni RIEL i ECAL kao geni koji su
potencijalno regulirani mehanizmom RdDM, a koji ujedno imaju ulogu u razvoju embrija uro¢njaka. U
slucaju gena RIEL, pozicija pika NRPE1 nalazi se na samom pocetku transkripcije RIE1 (Slika 15). Kod
gena ECAL, pozicioniranje podjedinice NRPE1 preklapa se s mjestom pocetka transkripcije, ali i duzinom
cijeloga gena. Geni LEC2, MYB115, RIE1 i ECAL vjerojatno su regulirani mehanizmom RdDM budu¢i da
se RNA Pol V veZe za promotore tih gena. Ujedno etiri gena imaju uloge u somatskoj embriogenezi te

su na temelju toga odabrani za relativnu analizu ekspresije gena tijekom procesa SE.
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7.011bp
9.898.000 bp 9.899.000 bp 9.900.000 bp 9.901.00 bp 9.902.000 bp 9.903.000 bp
1 1 1

L ;-_,LM.M;MLM_ J

- AT1G28300
Slika 13. Prikaz anotiranog genoma uro¢njaka s naglaskom na gen LEC2 pod oznakom AT1G28300 vizualiziran u
programu Integrative Genomics Viewer (IGV). Crvenom oznakom (I) oznadena je pozicija gena LEC2 na
kromosomu 1. Sirina prikaza je 7 011 baznih parova (bp). Razli¢itim bojama (plavo, ruzi¢asto i zeleno) prikazani su
eksperimentalni podaci o veznom mjestu NRPE1 na DNA dobiveni ChlP-sekvenciranjem. Na dnu fotografije
prikazan je referentni genom uro¢njaka i plavom bojom gen LEC2 (AT1G28300). Bijele strelice prikazuju smjer
transkripcije gena.

6.323 bp
16.142.000 bp 16.143.000 bp 16.144.000 bp
| 1 | | |

16.145.000 bp 16.146.000 bp 16.147.000 bp
| 1 |

A —nam A A _ om -th s e a j..‘“._

[ BB ] L > b
AT5GA40360

Slika 14. Prikaz anotiranog genoma uro¢njaka s naglaskom na gen MYB115 pod oznakom AT5G40360 vizualiziran
u programu Integrative Genomics Viewer (IGV). Crvenom oznakom (l) oznacena je pozicija gena MYB115 na
kromosomu 5. Sirina prikaza je 6 323 baznih parova (bp). Razli¢itim bojama (plavo, ruZi¢asto i zeleno) prikazani su
eksperimentalni podaci o veznom mjestu NRPE1 na DNA dobiveni ChlP-sekvenciranjem. Na dnu fotografije
prikazan je referentni genom uro¢njaka i plavom bojom gen MYB115 (AT5G40360). Bijele strelice prikazuju smjer

transkripcije gena.
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Slika 15. Prikaz anotiranog genoma uro¢njaka s naglaskom na gen RIE1 pod oznakom AT2G2G01735 vizualiziran
u programu Integrative Genomics Viewer (IGV). Crvenom oznakom () oznadena je pozicija gena RIEL na
kromosomu 2. Sirina prikaza je 5 624 baznih parova (bp). Razli¢itim bojama (plavo, ruZi¢asto i zeleno) prikazani su
eksperimentalni podaci o veznom mjestu NRPE1 na DNA dobiveni ChlP-sekvenciranjem. Na dnu fotografije
prikazan je referentni genom uroénjaka i plavom bojom gen RIE1 (AT1G28300; zaokruZeno). Bijele strelice

prikazuju smjer transkripcije gena.

4.346 pb
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Slika 16. Prikaz anotiranog genoma uro¢njaka s naglaskom na gen ECA1 pod oznakom AT2G24205.1 vizualiziran u
programu Integrative Genomics Viewer (IGV). Crvenom oznakom (l) oznafena je pozicija gena ECALl na
kromosomu 2. Sirina prikaza je 4 346 baznih parova (bp). Razli¢itim bojama (plavo, ruzi¢asto i zeleno) prikazani su
eksperimentalni podaci o veznom mjestu NRPE1 na DNA dobiveni ChlP-sekvenciranjem. Na dnu fotografije
prikazan je referentni genom uroénjaka i plavom bojom gen ECAL (AT2G24205.1). Bijele strelice prikazuju smjer

transkripcije gena.
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3.3 Uspjesnost izolacije mRNA i reverzne transkripcije

3.3.1 Koncentracija i ¢istoca izolirane mRNA

Prvi korak u analizi relativne ekspresije selektiranih gena LEC2, MYB115, RIE1 i ECA1 bila je
izolacija mRNA iz uzoraka induciranih i zrelih embrija. U prvom provedenom eksperimentu, mRNA je
bila izolirana bez izmjena protokola za izolaciju mRNA, odnosno prema uputama proizvodaca.
Koncentracija izoliranih molekula mRNA iz embrija u fazi sazrijevanja spomenutog eksperimenta
prikazana je u Tablici 8. U uzorku izolirane mRNA linije divljeg tipa prisutna je kontaminacija $to je
vidljivo po vrijednostima omjerima Agso/Azso | Azso/ A2z Manjima od 2,0. U uzorku su vjerojatno bili
prisutni proteini ili drugi reagensi koji se koriste tijekom izolacije mMRNA, a apsorbiraju svjetlost pri 280
nm te soli i EDTA Kkoji apsorbiraju pri valnoj duljini od 230 nm. U sastavu pufera za ispiranje A i B
prisutna je EDTA (Tablica 3) koja apsorbira pri 230 nm koja je moguci uzrok kontaminacije. Moguce je

da je kontaminacija s EDTA bila prisutna i u uzorcima linija ago4-1t i nrpel-10 &iji je omjer apsorbancije

AosolAzzo iznosio 1, odnosno 1,49. Ostali uzorci izolirane mRNA bili su zadovoljavajuée istoce.

Tablica 8. Masena koncentracija i ¢istoca mMRNA dobivene iz somatskih embrija u fazi sazrijevanja. S

lijeva na desno: naziv linije, masena koncentracija u ng/pl te omjeri apsorbancija Azso/Azso | Azeol Azzo.

masena

linija koncentracija (ng/ul) Azso/Azso Aazeo/A230
divlji tip (WT) 8.8 1,71 0,69
nrpd1-7 8,2 2,43 3,18
ago4-1t 6,3 2,43 1
nrpel-10 8,5 2,5 1,49
dms3-1 15,8 2,37 3,18
0eDMS3-GFP 10,6 2,39 4,25
drml1/drm2 7.4 2,55 4,05

3.3.2 Provjera ¢isto¢e komplementarne DNA nakon reverzne transkripcije

U svrhu provjere kontaminacije izolirane mRNA s genomskom DNA, komplementarna DNA
(cDNA) dobivena reverznom transkripcijom koristena je kao kalup u metodi PCR s pocetnicama za gen
ACT3 (Slika 17). Ukoliko se kao kalup za umnazanje koristi cDNA, umnozeni fragment je duljine 648
pb, a ukoliko je kalup gDNA, umnozeni fragment je duljine 732 pb. U svim uzorcima uspjesno je
umnozena Zeljena cDNA Sto je bilo vidljivo po prisustvu vrpce na gelu u veli¢ini od 648 pb. Medutim, u
svim uzorcima bila je prisutna kontaminacija genomskom DNA $to se oc¢itovalo umnozenim fragmentom
duljine 732 pb. Kontaminacija uzoraka genomskom DNA nije prihvatljiva pri provedbi analize relativne

ekspresije gena.
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Slika 17. Provjera prisutnosti genomske DNA u uzorcima komplementarne DNA. UmnoZeni fragmenti DNA
dobiveni su specifiénim umnazanjem gena ACT3 metodom PCR koriste¢i kao kalup uzorke cDNA dobivene
reverznom transkripcijom mRNA iz somatskih embrija u fazi sazrijevanja. Strelicama je prikazana veliina
umnozenih fragmenata u pb (648 i 732 pb). Brojevima su oznaceni uzorci pojedinih linija. pb — molekulski biljeg
“’GeneRuler 1 kb DNA Ladder’’ s oznacenim veli¢inama fragmenta pored vrpci, 1 — divlji tip (WT), 2 — linija
nrpd1-7, 3 — linija 0eDMS3-GFP, 4 — linija ago4-1t, 5 — linija nrpel-10, 6 — linija drm1/drm2, 7 — linija dms3-1,
NTC — negativna kontrola.

Kako bi se iz uzoraka izolirane mRNA uklonila genomska DNA i ostaci EDTA, modificirala sam
protokol za izolaciju mRNA u koracima vezanima uz tretman DNazom |. Nakon izolacije, proveden je
tretman DNazom | na molekulama mRNA vezanima za magnetne kuglice i na molekulama mRNA
eluiranim s magnetnih kuglica. U oba slucaja provedena je reverzna transkripcija. Nakon reakcije
reverzne transkripcije provedena je metoda PCR koriStenjem pocetnica za ACT3 te su uzorci analizirani
agaroznom gel elektroforezom (Slika 18). Uzorci linija divljeg tipa i mutanata ago4-1t, nrpel-10 i nrpd1-
7 na kojima je mRNA bila vezana za magnetne kuglice nisu sadrzavali gDNA $to je bilo vidljivo po
odsutnosti vrpce veli¢ine 732 pb na gelu. Zbog navedenog sam u reakciju gPCR za analizu relativne

ekspresije gena koristila cDNA dobivenu reverznom transkripcijom mRNA vezanom za kuglice.
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Slika 18. Provjera uspjeSnosti reakcije reverzne transkripcije i ¢istoce cDNA. UmnoZeni fragmenti DNA dobiveni
su specifiénim umnazanjem gena ACT3 metodom PCR koriste¢i kao kalup uzorke cDNA dobivene reverznom
transkripcijom mRNA iz somatskih embrija u fazi sazrijevanja. Strelicama je prikazana veli¢ina umnozenih
fragmenata u pb (648 i 732 pb). Brojevima su oznaceni uzorci pojedinih linija. pb — molekulski biljeg “’GeneRuler 1
kb DNA Ladder’’ s ozna¢enim veli¢inama fragmenta pored vrpci, 1 — divlji tip (WT), 2 — linija ago4-1t, 3 — linija
nrpel-10, 4 — linija nrpd1-7, 5 — linija dms3-1, 6 — linija 0eDMS3-GFP, 7 — linija drm1/drm2, NTC — negativna
kontrola. U prikazanom eksperimentu, umnazanje nije bilo uspje$no u uzorku linije dms3-1 koji je sadrzavao mRNA

vezanu za magnetne kuglice.
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3.4 Analiza relativne ekspresije gena LEC2 i RIE1

3.4.1 Relativna ekspresija gena LEC2 tijekom indukcije somatske

embriogeneze

Analizu relativne ekspresije gena uspjesno sam provela na dva od Cetiri odabrana gena, na
genima LEC2 i RIEL. Naime, umnazanje gena MYB115 i ECA1 bilo je neuspjesno unato¢ koristenju po

dva razlicita seta pocetnica po genu (Prilog I).

Zbog tehnicki zahtjevne izolacije zigotnih embrija, njihove osjetljivosti (pogotovo u linija nrpd1-
7 i drml/drm2) te njihove male veliCine, nije bilo moguce u svim eksperimentima prikupiti dovoljno
materijala za uspjesnu izolaciju mRNA. 1z tog razloga je transgeni¢na linija drml/drm2 bila izostavljena
iz analize ekspresije gena LEC2 i RIEL u fazi indukcije SE te je analiza relativne ekspresije gena LEC2
tijekom indukcije bila radena na samo jednoj bioloskoj replici. U fazi sazrijevanja somatskih embrija koju
obiljezava i povecanje biomase, navedeni problemi nisu postojali te su eksperimenti provedeni u svim
linijama i u dvije bioloske replike. Rezultati su izrazeni vrijedno§¢u AACt u svrhu odredivanja statisticke
znacajnosti u odnosu na divlji tip, na temelju rezultata dviju bioloskih replika (Slika 19), odnosno ACt u

svrhu usporedbe s podacima dobivenima za ekspresiju gena u fazi sazrijevanja (Slika 20).

Tijekom indukcije SE, ekspresija gena LEC2 je statisticki znacajno odstupala od divljeg tipa u
svim mutantima mehanizma RdDM (Slika 19). U svima, osim u mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol
V (nrpel-10), ekspresija gena LEC2 bila je znacajno smanjena u odnosu na divl;ji tip §to upucuje na to da
je kontrola ekspresije gena LEC2 tijekom indukcije SE ovisila o funkcionalnosti mehanizma RdDM. U
mutantu s nefunkcionalnom RNA Pol V (nrpel-10), doslo je do poveéanja ekspresije gena LEC2 u
odnosu na divlji tip te u odnosu na ostale mutante mehanizma RdDM. Nadalje, ekspresija gena LEC2 u
liniji s nefunkcionalnim proteinom DMS3 (dms3-1) nije se znacajno razlikovala u odnosu na transgeni¢nu
liniju s prekomjerno eksprimiranim DMS3 (0eDMS3-GFP), ukazujuéi na to da koli¢ina proteina DMS3

nema esencijalnu ulogu.
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Slika 19. Relativna ekspresija gena LEC2 izraZena vrijedno$¢u AACt tijekom faze indukcije SE u mutantu za veliku
podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-
10), mutantu za DMS3 (dms3-1) te u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP)
u usporedbi s divljim tipom (WT). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti AACt dobivene u jednom eksperimentu
s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Zvjezdicama (*) su oznacene vrijednosti koje su statisticki znacajno
razli¢ite (p-vrijednost < 0,05) za dvije bioloske replike dobivene pomocu T-testa (WT — nrpdl1-7: 0,016; WT —
ago4-1t: 0,00911; WT — nrpel-10: 0,00609; WT — dms3-1: 0,00412; WT — 0eDMS3-GFP: 0,04098).
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U svrhu usporedbe s rezultatima ekspresije tijekom sazrijevanja somatskih embrija, rezultati su
prikazani bez normaliziranja dobivenih vrijednosti ACt na divlji tip, bazirani su na jednoj bioloskoj replici

i dvije tehnicke replike (Slika 20) te je usporedba opisana u sklopu sljedeceg poglavlja.
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Slika 20. Relativna ekspresija gena LEC2 izraZena vrijedno$¢u ACt tijekom faze indukcije SE u divljem tipu (WT),
mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol IV (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1) te u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran
DMS3 (0eDMS3-GFP). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti ACt dobivene u jednom eksperimentu s
pripadaju¢im standardnim greSkama za dvije tehnicke replike. Zvjezdicama (*) su oznaene vrijednosti koje su
statisticki znacajno razlidite razli¢ite (p-vrijednost < 0,05) dobivene pomo¢u T-testa (WT — nrpd1-7: 0,016; WT —
ago4-1t: 0,0091006; WT — nrpel-10: 0,006091; WT — dms3-1: 0,004121; WT — 0eDMS3-GFP: 0,04098).
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3.4.2 Relativna ekspresija gena LEC2 tijekom sazrijevanja somatskih

embrija

Provedena je analiza relativne ekspresije gena LEC2 tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija.
Kako u ovom dijelu eksperimenta ne postoje ograni¢enja povezana s veli¢inom embrija ili osjetljivosti, a
da bi se dobili statisticki znacajni podaci, bila su provedena dva ponavljanja eksperimenta, odnosno
ekspresija je analizirana na dvije bioloske replike. Kao i u prethodnom eksperimentu, relativna ekspresija
gena izrazena je vrijednos¢u AACt za statisticku analizu svake linije u odnosu na divlji tip (Slika 21),

odnosno ACt sa ciljem usporedbe s ekspresijom u fazi indukcije (Slika 22).

Razina ekspresije LEC2 bila je niza u svim mutantima u odnosu na divlji tip (Slika 21). Sli¢an
obrazac ekspresije gena LEC2 tijekom sazrijevanja somatskih embrija dobiven je i u ponovljenom
eksperimentu (Prilog 1), osim u liniji nrpd1-7 za koju su dobivene visoke vrijednosti ekspresije gena
LEC2. Zbog tog odstupanja dobivene su velike standardne greske (Slika 21), stoga zakljucujem da je
statisti¢ki znacajno smanjenje ekspresije LEC2 u odnosu na divlji tip bilo nedvojbeno prisutno samo u

liniji drm1/drm2 (Slika 21) iako ostaje problem vezan uz podatke vezane za liniju nrpd1-7.

Tijekom prijelaza iz faze indukcije u fazu formiranja zrelih embrija, u divljem tipu doslo je do
blagog pada u ekspresiji LEC2 (Slike 20 i 22). Pad u ekspresiji LEC2 bio je prisutan i u mutantima
vezanima za mehanizam RdDM koji je povezan s aktivnosti RNA Pol V (linije nrpel-10, dms3-1,
0eDMS3-GFP i drml/drm2). U mutantima vezanima za aktivhost RNA Pol IV, vezanje njenog
transkripta na protein AGO4 (linije nrpd1-7 i ago4-1t) nije bilo niti pada niti povecanja ekspresije LEC2
u odnosu na indukcijsku fazu. Globalno gledano, nefunkcionalnost mehanizma RADM Kkorelira sa

snizenjem ekspresije gena LEC2, a umanjena ekspresija je i karakteristika sazrijevanja embrija.
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Slika 21. Relativna ekspresija gena LEC2 analizirana metodom AACt tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija u
mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol IV (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1) te u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran
DMS3 (0eDMS3-GFP) u usporedbi s divljim tipom (WT). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti AACt dva
ponavljanja eksperimenta s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Zvjezdicom (*) su oznacene vrijednosti koje su
statisti¢ki znacajno razligite (p-vrijednost < 0,05) za dvije bioloske replike dobivene pomocu T-testa (WT —
drml1/drm2: 0,02757).
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Slika 22. Relativna ekspresija gena LEC2 izraZzena vrijedno$¢u ACt u fazi sazrijevanja somatskih embrija u divljem

tipu (WT), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol IV (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku
podjedinicu RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1), transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno
eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP) te u mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drm2). Stupcima su prikazane
srednje vrijednosti ACt jednog ponavljanja eksperimenta s pripadaju¢im standardnim gre$kama za dvije tehnicke

replike. Nema statisticki znacajnih razlika izmedu linija.

3.4.3 Relativna ekspresija gena RIEL tijekom indukcije somatske

embriogeneze

Relativna ekspresija gena RIE1 u divljem tipu i mutantima uro¢njaka tijekom faze indukcije SE
analizirana je metodom gPCR te izraZena vrijednostima AACt i ACt uz koriStenje odrzavateljskih gena
RHIP1 i TIP41 kao endogene kontrole (Slike 23 i 24). Kao i kod analize ekspresije gena LEC2, takoder je
nedostajala linija drm1/drm2 te je analiza ekspresije gena u indukcijskoj fazi bila napravljena na temelju

samo jedne bioloske replike zbog poteskoca s izolacijom dovoljnog broja zigotnih embrija.

U fazi indukcije SE, ekspresija RIE1 nije se znacajno razlikovala od ekspresije u divljem tipu
uro¢njaka s iznimkom u liniji nrpd1-7 (Slika 23). Medutim, i u toj liniji je relativno povecanje ekspresije
RIE1 u odnosu na divlji tip bilo blago. lako je za gen RIE1 pokazano da je njegova ekspresija regulirana
mehanizmom RdDM, u fazi indukcije SE kontrola ekspresije RIE1 nije ovisila 0 mehanizmu RdDM. lako
nije statisticki znacajna, postoji razlika u razini ekspresije gena RIE1 u mutantu s nefunkcionalnim
proteinom DMS3 (linija dms3-1) i u transgeni¢noj liniji s prekomjerno eksprimiranim proteinom DMS3

(linija 0eDMS3-GFP). U liniji s nefunkcionalnim proteinom DMS3 doslo je do blagog povecanja
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ekspresije gena RIE1 u odnosu na onu u liniji s prekomjernom ekspresijom proteina DMS3. Navedena
razlika u ekspresiji eventualno ukazuje na ulogu mehanizma RdDM u regulaciji ekspresije gena RIE1
budu¢i da je ekspresija manja u funkcionalnoj metilacijskoj mutanti 0eDMS3-GFP. Unato¢ tome, na

temelju glavnine rezultata, nije pokazana povezanost mehanizma RdDM i ekspresije gena RIE1 tijekom
indukcije SE.

relativna ekspresija RIE1

[y

0 i i i i i i

nrpd1-7 agod-1t nrpel-10 dms3-1 o0eDMS3-GFP

Slika 23. Relativna ekspresija gena RIE1 analizirana metodom AACt tijekom faze indukcije SE u mutantu za veliku
podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-
10), mutantu za DMS3 (dms3-1) te u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP)
u usporedbi s divljim tipom (WT). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti AACt s pripadaju¢im standardnim
devijacijama u dva ponavljanja eksperimenta. Zvjezdicom (*) je oznacena vrijednost koja je statisti¢ki zna¢ajno

razliita (p-vrijednost < 0,05) za dvije bioloske replike dobivene T-testom (WT — nrpd1-7: 0,04983).
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Slika 24. Relativna ekspresija gena RIE1 izraZena vrijedno$¢u ACt tijekom faze indukcije SE u divljem tipu (WT),
mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1) te u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran
DMS3 (0eDMS3-GFP). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti ACt dviju tehnic¢kih replika u jednom ponavljanju
eksperimenta s pripadaju¢im standardnim greskama. Zvjezdicom (*) je oznadena vrijednost koja je statisticki

znacajno razli¢ita (p-vrijednost < 0,05) za dvije tehnicke replike dobivene T-testom (WT — nrpd1-7: 0,04983).

3.4.4 Relativna ekspresija gena RIEL tijekom sazrijevanja somatskih embrija

Provedena je analiza relativne ekspresije gena RIE1 tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija.
Analiza ekspresije gena RIE1 u jednoj bioloskoj replici pokazala je slabu razinu ekspresije u svim
linijama (Prilog I11). Unato¢ tome, kako bi se smanjila moguénost neutemeljenih interpretacija kao
statistiCki znacajnih, tijekom statisticke analize u obzir su bile uzete obje bioloske replike (Slika 25).
Tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija, relativna ekspresija gena RIEL u odnosu na divlji tip bila je
statisticki znacajno veéa u svim mutantima osim u funkcionalnom metilacijskom mutantu oeDMS3-GFP
(Slika 25). Ekspresija je bila najve¢a u mutantima s nefunkcionalnom RNA Pol V (linija nrpel-10) te
metiltransferazama DRM1 i DRM2 (linija drm1/drm2). Nefunkcionalnost mehanizma RdDM odrazavala
se na ekspresiju RIE1 budu¢i da je njegova eskpresija bila ve¢a u nefunkcionalnim mutantima nego u
divljem tipu, ukazuju¢i na eventualan ucinak gubitka metilacijske aktivnosti mehanizma RdDM na
poveéanu ekspresiju gena RIEL. U odnosu na nefunkcionalnog mutanta DMS3 (linija dms3-1), ekspresija
RIE1 u funkcionalnom metilacijskom mutantu DMS3 (linija 0eDMS-GFP) bila je smanjena $to upucuje
na vaznost proteina DMS3 tijekom regulacije metilacije, odnosno ekspresije gena RIE1. Stovise,

ekspresija u liniji 0eDMS3-GFP nije se znacajno razlikovala od divljeg tipa (Slika 25).
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Slika 25. Relativna ekspresija gena RIE1 analizirana metodom AACt tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija u
mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1) te u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran
DMS3 (0eDMS3-GFP) u usporedbi s divljim tipom (WT). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti AACt dva
ponavljanja eksperimenta s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Zvjezdicama (*) su oznacene vrijednosti koje su
statisti¢ki znaajno razliite (p-vrijednost < 0,05) za dvije tehni¢ke replike dobivene pomoc¢u T-testa (WT — nrpd1-
7:0,00234; WT — ago4-1t: 0,00103; WT — nrpel-10: 0,02432; WT — dms3-1: 0,00009; WT — drm1/drm2: 0,00084).
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U usporedbi s fazom indukcije SE, ekspresija RIEL se povecala u fazi sazrijevanja u divljem tipu
te u svim mutantima (Slike 24 i 26) $to s jedne strane ukazuje na vaznost ekspresije RIEL tijekom
sazrijevanja somatskih embrija. S druge strane, rezultat ukazuje i na povezanost nefunkcionalnog
mehanizma RdDM s povecanom ekspresijom gena RIEL. Povecanje ekspresije u fazi sazrijevanja u

odnosu na indukcijsku fazu bilo je najveée u nefunkcionalnim mutantima mehanizma RdDM.

il
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Slika 26. Relativna ekspresija gena RIE1 u fazi sazrijevanja somatskih embrija u divljem tipu (WT), mutantu za
veliku podjedinicu RNA Pol IV (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V
(nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1), transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-
GFP) te u mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drm2). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti ACt jednog
ponavljanja eksperimenta s pripadaju¢im standardnim greskama. Zvjezdicama (*) su oznacene vrijednosti koje su
statisti¢ki znadajno razli¢ite (p-vrijednost < 0,05) za dvije tehnicke replike dobivene pomocu T-testa (WT — nrpd1-
7:0,03325; WT — ago4-1t: 0,0257; WT — nrpel-10: 0,0106; WT — drm1/drm2: 0,007998).
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3.4.5 Potvrda uspjesnosti umnazZanja gena LEC2 i RIE1 nakon metode gPCR
Nakon provedenog gPCR-a za gene LEC2 i RIEL te odrzavateljske gene RHIP1 i TIP41,

provedena je agarozna gel elektroforeza na po jednoj nasumic¢no odabranoj tehni¢koj replici iz faze
indukcije SE i faze sazrijevanja embrija, u svrhu dokazivanja prisutnosti jedinstvenog fragmenta
ocekivane veli¢ine. U fazi indukcije SE u uzorcima svih koristenih linija bio je detektiran fragment DNA
umnozen pocetnicama specificnima za gene LEC2 i RIE1 (Slika 27). Duljine fragmenata umnozenih
pocetnicama LEC2 i RIE1 su 136 pb, odnosno 137 pb. Na gelu su bile vidljive vrpce koje odgovaraju tim
fragmentima DNA. U fazi indukcije SE, u uzorcima su takoder uspjesno bili detektirani fragmenti DNA
dobiveni umnazanjem odrZavateljskih gena RHIPL i TIP41 koji su sluzili kao endogena kontrola u metodi
gPCR (Slika 28). Pozicija vrpce nalazila se malo iznad pozicije od 100 pb §to se slagalo s veli¢inom
umnozenih fragmenata DNA. Veli¢ina umnozenog gena RHIP1 na kalupu cDNA je 105 pb, dok je

veli¢ina umnozenog gena TIP41 122 pb.

LEC2 (136 pb) RIE1 (137 pb)
A A

200
100

Slika 27. Fragmenti DNA dobiveni specifi¢énim umnazanjem gena LEC2 i RIE1 metodom qPCR koriste¢i kao kalup
uzorke cDNA iz faze indukcije SE. Veli¢ine umnozenih fragmenata prikazane su u zagradi pored naziva umnozenog
gena. Brojevima su oznaceni uzorci pojedinih linija. pb — molekulski biljeg “’GeneRuler 100 pb DNA Ladder” s
oznaéenim veli¢inama fragmenta pored vrpci, 1 — divlji tip (WT), 2 — mutant ago4-1t, 3 — mutant nprd1-7, 4 —

mutant nrpel-10, 5 — mutant dms3-1, 6 — transgeni¢na linija 0eDMS3-GFP.

56



RHIP1 (105 pb) TIP41 (122 pb)
A A

pb|1 2 3 4 56| I12 3 4 56|

200
100

Slika 28. Fragmenti DNA dobiveni specifi¢énim umnazanjem gena RHIP1 i TIP41 metodom qPCR koriste¢i kao
kalup uzorke cDNA iz faze indukcije SE. Veli¢ine umnozenih fragmenata prikazane su u zagradi pored naziva
umnozenog gena. Brojevima su oznaceni uzorci pojedinih linija. pb — molekulski biljeg “’GeneRuler 100 pb DNA
Ladder”’ s oznagenim veli¢inama fragmenta pored vrpci, 1 — divlji tip (WT), 2 — mutant ago4-1t, 3 — mutant nprd1-
7, 4 — mutant nrpel-10, 5 — mutant dms3-1, 6 — transgeni¢na linija 0eDMS3-GFP.

U uzorcima iz faze sazrijevanja somatskih embrija su se agaroznom gel elektroforezom uspje$no
detektirali fragmenti DNA specificno umnozeni pocetnicama za gene LEC2 i RIE1 (Slika 29) te za
odrzavateljske gene RHIP1 i TIP41 koji su sluzili kao endogena kontrola u metodi gPCR (Slika 30). Kao

i u uzorcima iz faze indukcije, pozicija vrpci na gelu odgovarala je oéekivanim veli¢inama fragmenta.
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Slika 29. Fragmenti DNA dobiveni specifi¢nim umnazanjem gena LEC2 i RIE1 metodom qPCR koriste¢i kao kalup
uzorke cDNA iz faze sazrijevanja somatskih embrija. Veli¢ine umnozenih fragmenata prikazane su u zagradi pored
naziva umnozenog gena. Brojevima su oznaceni uzorci pojedinih linija. pb — molekulski biljeg ’GeneRuler 100 pb
DNA Ladder’’ s oznacenim veli¢inama fragmenta pored vrpci, 1 — divlji tip (WT), 2 — mutant ago4-1t, 3 — mutant
nprd1-7, 4 — mutant nrpel-10, 5 — mutant dms3-1, 6 — transgeni¢na linija 0eDMS3-GFP, 7 — mutant drm1/drm2
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Slika 30. Fragmenti DNA dobiveni specifiénim umnaZanjem odrzavateljskih gena RHIP1 i TIP41 metodom gPCR
koristeci kao kalup uzorke cDNA iz faze sazrijevanja somatskih embrija. Veli¢ine umnozenih fragmenata prikazane
su u zagradi pored naziva umnozenog gena. Brojevima su oznaceni uzorci pojedinih linija. pb — molekulski biljeg
“’GeneRuler 100 pb DNA Ladder’’ s oznacenim veli¢inama fragmenta pored vrpci, 1 — divlji tip (WT), 2 — mutant
ago4-1t, 3 — mutant nprd1-7, 4 — mutant nrpel-10, 5 — mutant dms3-1, 6 — transgeni¢na linija 0eDMS3-GFP, 7 —
mutant drm1/drm2.



4 Rasprava

4.1 Somatska embriogeneza i metilacija DNA

Iako su procesi zigotne i somatske embriogeneze s aspekta njihova ishodista razliciti, postoje brojni
pokazatelji njihove sli¢nosti. Tako somatska stanica kompetentna za embriogenezu moze imitirati zigotni
obrazac diobe i dijeliti se asimetri¢no (Dodeman i sur., 1997), formirajuci strukturu nalik na suspenzor i
ishodiste somatskog embrija (Leljak-Levani¢ i sur., 2015). Nadalje, embriogene kulture objedinjuju
embriogene i neembriogene nakupine stanica (Matthys-Rochon, 2005) te u svakoj postoje, uz razvijajuce
embrije, i stani¢ne nakupine ¢ija sudbina nije reproduktivna. Daljnji razvoj somatskih i zigotnih embrija
temelji se na uzastopnom formiranju morfoloski sli¢nih embriogenih stadija (Ikeda-lwai i sur., 2003).
Osim morfoloske sli¢nosti, regulatorna uloga sli¢nih setova transkripcijskih faktora koji se eksprimiraju
tijekom SE i ZE sugerira da su oba procesa regulirana sliénim geneti¢kim mehanizmima (Jin i sur., 2013;
Gliwicka i sur., 2013; Leljak-Levani¢ i sur., 2015). Nadalje, postoje i brojni pokazatelji da je sli¢nost
bazirana 1 na epigenetickoj razini. Uzorci metilacije DNA u embriogenezi proucavani su u brojnim
vrstama poput uro¢njaka (Bouyer i sur., 2017; Ingouff i sur., 2017; Xiao i sur., 2006), soji (Ji i sur., 2019),
repi (Chakraborty i sur., 2021) i pamuku (Guo i sur., 2020). Takoder, ve¢ je duze vrijeme poznato da je
dinamika metilacije presudna za normalan reproduktivni razvoj te da u slu¢aju narusenih obrazaca
metilacije ne dolazi do normalnog utemeljenja razvojnih osi, dinamike stani¢nih dioba i uspostave
gradijenta auksina (Xiao i sur., 2006). Sve viSe novijih istraZivanja ukazuje na zna¢aj mehanizma RADM
kao dominantnog mehanizma kontrole metilacije DNA tijekom reproduktivnog razvoja i ZE (Jullien i
Berger, 2010; Ibarra i sur., 2012; Bouyer i sur., 2017; Ingouff i sur., 2017; Han i sur., 2019).

Jedan od pristupa razjaS$njavanja uloge metilacije DNA u embriogenezi jest analiza aktivnosti
razlic¢itih metiltransferaza. Utvrdeno je da su dinami¢ne promjene metilacije koje se dogadaju u zigoti
ovisne o dostupnosti razli¢ith DNA metiltransferaza. Jajnu stanicu karakterizira izrazito niska razina
ekspresije gena MET1 i CMT3 te izrazito visoka razina ekspresije metiltransferaza klase DRM (DRML1 i
DRM?2), a i ostalih komponenti mehanizma RdDM (geni za proteine porodice ARGONAUTE, za RNA
Pol IV, RNA Pol V te gen za protein DMS3) §to ukazuje na znacaj mehanizma RADM (Jullien i sur.,
2012). Nadalje, tijekom zigotne embriogeneze gubitak funkcije metiltransferaza DRM1 i DRM2,
ukljuc¢enih u RdDM, izaziva degeneraciju fenotipa u fazama vezanima uz inicijaciju embriogeneze
(Markulin i sur., 2021).
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Sukladno navedenim rezultatima na modelu zigotne embriogeneze, u ovome radu pokazala sam
znacaj mehanizma RADM pri indukciji SE te sam pokazala da uloga mehanizma RdDM opada tijekom
sazrijevanja embrija. Tijekom faze indukcije, indukcijski potencijal znacajno je pao u mutantima s
nefunkcionalnim RNA polimerazama IV i V te s nefunkcionalnim metiltransferazama DRM1 i DRM2.
Navedeno sugerira da je regulacija metilacije DNA mehanizmom RdDM nuzna za reprogramiranje
obrasca ekspresije gena ishodi$ne diferencirane stanice U embriogenu stanicu. S druge strane,
nefunkcionalnost metiltransferaza MET1 i CMT3 reflektira se na sam razvitak embrija (Jullien i sur.,
2012). Tijekom sazrijevanja somatskog embrija i progresije SE, zna¢aj mehanizma RdDM opadao je i u
mome radu, $to se ocitovalo manjom produktivnosti SE i potencijalom sazrijevanja mutanata od divljeg
tipa. Navedeno ukazuje da oba procesa, zigotna i somatska embriogeneza, dijele zajednicke epigeneticke

mehanizme.

4.2 Geni LEC2, RIEL1, MYB115 i ECAL potencijalno su regulirani

mehanizmom RdDM

Novija su istrazivanja usmjerena prema identifikaciji gena specificnog za kontrolu razvoja,
ukljucujué¢i embriogenezu, a Cija je ekspresija ujedno regulirana metilacijom DNA. U tom smjeru su
Grzybkowska i sur. (2018) pokazali da se uéinci globalne demetilacije potaknute 5-azacitidinom u
uro¢njaku iskazuju vrlo specifi¢no, a to je znac¢ajnim smanjenjem razine transkripata gena vezanih za SE,
ukljucujuéi i LEC2, te smanjenim potencijalom za indukciju SE. Navedeno nedvojbeno sugerira
znacajnost provedbe analiza metilacije DNA i ekspresije na razini pojedina¢nih regulatornih gena SE te
na povezanost njihove regulacije s pojedinim metilacijskim mehanizmima. U svom sam radu odabrala
Cetiri gena Cija je funkcija tijekom embriogeneze opisana, a koji bi mogli biti regulirani metilacijskim
mehanizmom RdADM. Kao referentnu bazu koristila sam ontolo§ku bazu podataka koju sam pretrazila
prema funkcionalnim anotacijama gena genske ontologije ‘’somatska embriogeneza’’ u uro¢njaku. Na taj
nacin prona$la sam gene povezane s bioloskim procesom somatske embriogeneze. Neocekivano, radilo se
samo o 13 gena. Buduci da je prema relevantnoj literaturi poznato da postoji barem 510 gena EMB koji su
ukljuceni u zigotnu embriogenezu u uro¢njaku (Meinke, 2019), bilo je oc¢ekivano da ¢e se pretragom gena
koji su ukljuceni u somatsku embriogenezu u bazi podataka ’Gene Onthology’’ identificirati ve¢i broj
gena. Stoga sam svoje pretrazivanje proSirila ukljucivsi provjeru pozicioniranja RNA Pol V na genom te
u odnosu na specifi¢an gen povezan s embriogenezom, a prema podacima preuzetima iz Markulin 1 sur.
(2021). Pretrazivanje gena koji bi mogli biti regulirani metilacijskim mehanizmom RdDM temeljila sam
na pozicioniranju RNA Pol V u odnosu na mjesto pocetka transkripcije. Navedenom pretragom
selektirala sam uz LEC2 i MYB115 gene RIE1 i ECAL kod kojih je pozicioniranje RNA Pol V bilo unutar
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50 pb od mjesta pocetka transkripcije. Prema radovima Zhong i sur. (2012) te Markulin i sur. (2021),
takvi geni potencijalno su regulirani mehanizmom RdDM. U ovome radu odredila sam njihovu relativnu
ekspresiju tijekom SE povezanu s funkcionalnosti mehanizma RdADM upotrebom mutanata za navedeni
mehanizam. Relativnu ekspresiju gena MYB115 i ECAL nisam uspjela odrediti zbog neuspjesnosti
umnazanja u reakciji QPCR. Moguéi razlog za neuspje$nost umnazanja gena MYB115 je veli¢ina produkta
koji nastaje primjenom koriStenih pocetnica te je moguce da je vrijeme elongacije bilo prekratko. U
sluc¢aju gena ECAL, moguée da je uzrok neuspjeSnog umnazanja bio nespecifiéno vezanje pocetnica za
srodne gene, buduéi da je poznato da u genomu uroénjaka postoji 124 gena porodice ECAL (Sprunck i
sur., 2014).

S ciljem ukazivanja na povezanost ekspresije s mehanizmom RdDM te zdruZenim uéincima
metilacije i ekspresije na proces SE, u ovome radu, jedan od detaljno analiziranih gena bio je gen RIEL.
Gen RIE1 kodira za regulatorni protein koji sadrzi domenu cinkovih prstiju RING-H2 i prvi puta je
okarakteriziran u uro¢njaku (Xu i Li, 2003.). Motivi koji vezu atom cinka jako variraju u strukturi, pa
tako i u funkciji. Smatra se da se protein RIE1 pomo¢u domene RING-H2 veZe za stani¢nu membranu te
da je ukljucen u sustav ubikvitinacije koji je vazan za regulaciju vaznih stani¢nih procesa. Podaci o
specifi¢noj metilaciji ovoga gena ne postoje te je pozicioniranje metilacijskog kompleksa mehanizma

RdDM jedini kriterij koji ukazuje na kontrolu njegove ekspresije mehanizmom RdDM.

Drugi analizirani gen bio je LEC2. U uro¢njaku postoje tri gena iz porodice LEC, geni LEC1, LEC2
i FUS3, koji se eksprimiraju iskljué¢ivo u embriju (Lotan i sur.; 1998; Luerssen i sur., 1998; Stone i sur.,
2001). Njihova ektopi¢na ekspresija dovodi do toga da vegetativne stanice poprime karakteristike
somatskih embrija, stoga je ova genska porodica povezana s procesom SE. Transkripcijski faktor LEC2
poti¢e aktivnost gena YUCCA2 i YUCCA4 koji sudjeluju u biosintezi auksina (Stone i sur., 2008;
Braybrook i sur., 2006; Wojcikowska i sur., 2013). Autori su pokazali da prekomjerna ekspresija LEC2
moze nadomjestiti potrebu kultiviranih eksplantata za egzogenim auksinom zbog povecane biosinteze
auksina, dok mutant lec2 pokazuje smanjeni embriogeni odgovor in vitro (Gaj i sur., 2005). Stoga je
reducirana stopa indukcije SE, koju sam pokazala u ovome radu na transgeni¢nim biljkama s
nefunkcionalnim mehanizmom RdDM, barem djelomi¢no posljedica funkcioniranja mehanizma RdDM
na kotrolu ekspresije gena LEC2 tijekom indukcije SE. Nadalje, razlike u indukcijskom potencijalu koje
su se utvrdile u ovome radu izmedu adaksijalne i abaksijalne strane kotiledona u mutantima s
nefunkcionalnom RNA Pol 1V te metiltransferazama DRM1 i DRM2 mogle bi biti povezane s

transportom auksina i pozicioniranjem auksinskog maksimuma na abaksijalnoj strani (Friml, 2003).

Dobiveni rezultat koji je ukazivao na vezu mehanizma RADM i ekspresije gena LEC2 zanimljiv je i

sa stajaliSta pozicioniranja RNA Pol V na udaljenost do oko 3000 pb od mjesta pocetka transkripcije
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LEC2 sto predstavlja relativno veliku udaljenost koja navedeni gen ne bi Kategorizirala kao gen koji je

reguliran mehanizmom RdDM (Zhong i sur., 2012) §to je diskutirano u sljede¢em poglavlju.

4.3 Ovisnost ekspresije gena LEC2 i RIE1 o funkcionalnosti
mehanizma RdDM

Eksperimentalni podaci dobiveni metodom ChiP-sekvenciranja upu¢uju na to da se RNA Pol V
veze za DNA oko 3000 pb uzvodno od promotora gena LEC2 te da vezno mjesto tek rubno doti¢e mjesto
pocetka transkripcije, tako da je gen LEC2 tek potencijalno reguliran mehanizmom RdADM (Liu i sur.,
2018; Gallego-Bartolomé i sur., 2019). Prema Zhong i sur. (2012), RNA Pol V veze se za promotore gena
te gubitak njene najvece podjedinice NRPE1 dovodi do njene nefunkcionalnosti. Kada je RNA Pol V
nefunkcionalna, u¢inak njenog gubitka na ekspresiju gena je povecanje ekspresije, a ucinak je jaci za one
gene kod kojih se vezujuée mjesto RNA Pol V nalazi blize mjestu pocetka transkripcije gena. Tijekom
indukcije SE ekspresija gena LEC2 bila je niza u svim mutantima mehanizma RdDM od one u divljem
tipu s izuzetkom mutanta za veliku podjedinicu RNA Pol V §to upucuje na to da je ekspresija gena LEC2
pod kontrolom mehanizma metilacije RODM. Prema gore navedenom, za oéekivati je da ¢e ekspresija
gena LEC2 u nefunkcionalnim mutantima mehanizma RdADM biti vec¢a nego u divljem tipu buduéi da je
mehanizam utiSavanja gena naruSen, no rezultati dobiveni u ovome radu pokazuju suprotno.
Nefunkcionalnost mehanizma RADM Kkorelirala je s padom ekspresije gena LEC2, pogotovo tijekom faze
indukcije, faze u kojoj LEC2 ostvaruje svoju primarnu ulogu. Navedeno moze biti uzrokovano samim
pozicioniranjem RNA Pol V u odnosu na mjesto pocetka transkripcije gena LEC2, budu¢i da samo
pozicioniranje metilacijske masinerije mehanizma RdADM regulira hoc¢e li metilacija imati stimulativan ili
inhibitoran ucinak na ekspresiju gena (Zhong i sur., 2012). Nadalje, osim kanonskog oblika mehanizma
RdDM, postoje i nekanonski oblici u kojima se pojedine komponente mehanizma mogu zamijeniti
drugim proteinima i molekulama RNA koji obnasaju slicnu funkciju, kao S$to je primarno RNA

polimeraza Il (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016).

Osim RNA pol IV, molekule siRNA ukljuc¢ene u mehanizam RdDM moze transkribirati i RNA Pol
II. RNA pol II transkribira nesavrSeno sparene intramolekulske dvolancane molekule RNA koje formiraju
strukturu ukosnice. Ribonukleaze DCL kompetiraju za ove dvolancane molekule RNA na hijerarhijski
nacin $to obi¢no rezultira stvaranjem dva tipa malih molekula RNA. Jedan tip su molekule RNA duljine
21-22 nukleotida koje sudjeluju u mehanizmu posttranskripcijskog utiSavanja gena, a drugi tip su
molekule siRNA duljine 24 nukleotida (Henderson i sur., 2006). Intramolekulske dvolancane molekule
RNA nastaju transkripcijom invertno ponavljaju¢ih sekvenci DNA te nakon §to se pocijepaju mogu

djelovati u mehanizmu RdDM in cis na samom invertnom ponavljanju DNA ili in trans (Wu i sur., 2010).
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Mehanizam transkripcije molekula siRNA pomo¢u RNA pol II mogao bi objasniti smanjenje razine

ekspresije gena LEC2 u liniji s nefunkcionalnom RNA pol IV (linija nrpd1-7).

U kanonskom mehanizmu RdDM osim proteina AGO4 sudjeluju i proteini AGO6 i AGO9. Protein
AGO6 je djelomicno redundantan s AGO4 (Eun i sur., 2011), a AGO9 se specificno eksprimira u
reproduktivnom tkivu (Olmedo-Monfil i sur., 2010). Sva tri navedena proteina pripadaju proteinskoj
porodici ARGONAUTE za koju su karakteristicne domene PAZ i MID pomoc¢u kojih vezu molekule
siRNA. U liniji s nefunkcionalnim AGO4, njegova funkcija mogla bi biti nadomjestena proteinima AGO6
i/ili AGO9 zbog Cega je razina ekspresije gena LEC2 u mutantu ago4-1t smanjena u odnosu na divlji tip.
Osim zamjene funkcije AGO4 srodnim proteinima AGO6 i AGO9, moguce je da u ovom mutantu djeluje
nekanonski mehanizam RdDM posredovan proteinom NERD (engl. Needed for RDR2-independent DNA
methylation). Protein NERD stupa u interakciju s AGO2, RNA Pol IV i RNA Pol V te kompleks NERD-
AGO2 moze zamijeniti ulogu AGO4 (Pontier i sur., 2012).

Regulacija ekspresije gena LEC2 se osim mehanizmom RdDM mozZe regulirati i drugim
metilacijskim mehanizmima DNA. Dvostruki mutant drm1/drm2 i mutant cmt3 pokazuju slabo smanjenje
u razini metilacije DNA, no u trostrukom mutantu ddc (drm1/drm2/cmt3) dolazi do zna¢ajnog smanjenja
metilacije na asimetri¢nim sljedovima DNA $to je znak redundancije ovih dviju metilaza (Cao i sur.,
2003). Simetricni sljedovi CG mogu se metilirati odrzavateljskom metilazom MET1. Stoga u mutantu s
nefunkcionalnim metilazama de novo DRM1 i DRM2 njihovu funkciju mogu djelomi¢no zamijeniti

druge metilaze, ponajvise CMT3.

Nadalje, metodom krioelektronske mikroskopije odredena je struktura kompleksa DDR
(Wongpalee i sur., 2019) te je ustanovljeno da je preduvjet za formiranje kompleksa DDR stvaranje
homodimera RDML1. Protein RDM1 je neophodan za funkciju mehanizma RdADM buduéi da je on do sada
jedini poznati protein koji direktno stupa u interakciju s metiltransferazom DRM2 i proteinom AGO4
¢ime povezuje dvije grane mehanizma RADM i dovodi DRM2 na ciljno mjesto u genomu (Sasaki i sur.,
2014). S dimernom jezgrom proteina RDM1 u interakciju stupaju dva dimera proteina DMS3 ¢&ineci
stabilan kompleks koji je neophodan za dovodenje RNA Pol V na ciljno mjesto te za njenu procesivnost.
U transgeni¢noj liniji s prekomjernom ekspresijom DMS3 (0eDMS3-GFP) moguce je da dolazi do
potrosnje proteina RDMI1 jer se veze za prekomjernu koli¢inu DMS3 u stanici te tako ne moze vise

obnasati svoju funkciju dovodenja DRM2 na ciljno mjesto.

U indukcijskoj fazi SE u mutantu s nefunkcionalnom velikom podjedinicom RNA Pol V (linija
nrpel-10) doslo je do povecanja ekspresije LEC2. RNA Pol V neophodna je za transkripciju molekula

INcRNA koje se komplementarno sparuju s molekulama siRNA vezanima za AGO4. Protein RDM1
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povezuje proteine AGO4 i DRM2 te tako regrutira metiltransferazu DRM2 na mjesto transkripcije
INcRNA RNA polimerazom V, prilikom ¢ega dolazi do metilacije DNA i uspostave heterokromati¢nog
stanja. Mutacija u velikoj podjedinici RNA Pol V dovodi do nemoguénosti vezanja RNA Pol V za DNA
Sto konacno za posljedicu ima nemogucnost metiliranja DNA. RNA Pol V jedina je komponenta
mehanizma RdADM uklju¢ena u ovo istrazivanje ¢ija se funkcija ne moze nadomjestiti drugim
komponentama sto se slaze s dosada$njom literaturom prema kojoj je poznato da je RNA Pol V potrebna
za djelovanje svih nekanonskih mehanizama RdADM (Cuerda-Gil i Slotkin, 2016). Ovaj podatak
objasnjava rezultat povecane ekspresije gena LEC2 u mutantu s nefunkcionalnom velikom podjedinicom
RNA Pol V. Nefunkcionalnost mehanizma RdDM se na kontrolu ekspresije gena LEC2 znacajnije
odrazavala tijekom indukcije SE, odnosno tijekom faze u kojoj navedeni gen ima esencijalnu ulogu
(Stone i sur., 2001). Samo pozicioniranje RNA Pol V u odnosu na gen LEC2 ostavlja otvorena pitanja o

dominaciji mehanizma RdDM u kontroli metilacije i ekspresije gena LEC2.

Ucinak mehanizma RdDM jacdi je za one gene kod kojih se vezuju¢e mjesto RNA Pol V nalazi
blize mjestu pocetka transkripcije (Zhong i sur., 2012). Jedan od njih je nedvojbeno gen RIE1 kod kojeg
je glavnina pozicioniranja RNA Pol V do 50 pb udaljenosti od mjesta pocetka transkripcije, prekrivajuci i
samo mjesto pocetka transkripcije (Markulin i sur., 2021). Konstitutivno je eksprimiran u svim biljnim
tkivima, no najocitiji fenotipski uc¢inak mutacije ovoga gena vidljiv je tijekom embrionalnog razvoja.
Mutacija u genu RIE1 uzrokuje zastoj u prijelazu iz globularnog u torpedo stadij te je letalna za razvoj
embrija $to ukazujuéi na to da gen RIEL ima esencijalnu regulatornu ulogu tijekom faze sazrijevanja
somatskog embrija (Xu i Li, 2003.). Osim povezanosti sa sazrijevanjem embrija, detaljniji podaci o
funkciji gena RIEL u literaturi do danas nisu opisani. Rezultati koje sam dobila analizama ekspresije gena
RIE1 u sklasu su s navedenom pretpostavkom da je ovaj gen kontroliran mehanizmom RdDM, budu¢i da
je ekspresija ovoga gena u nefunkcionalnim mutantima mehanizma RdDM uglavnom bila oc¢ekivano
uvecana u odnosu na divlji tip. Posebno je zanimljivo da je u¢inak regulacije ekspresije gena RIE1
mehanizmom RADM bio znacajniji tijekom faze sazrijevanja embrija. Naime, pokazano je da tijekom
indukcije SE ekspresija gena RIEL ne ovisi statisticki znacajno o mehanizmu RdDM, no tijekom faze
sazrijevanja dolazi do statisticki zna¢ajnog povecanja njegove ekspresije i to u ovisnosti o funkcionalnosti
mehanizma RADM. Suprotne rezultate prema kojima je indukcijska faza bila faza dominacije mehanizma
RdDM, dobila sam na temelju analiza ekspresije gena LEC2. Gledaju¢i zajedno, rezultati ukazuju na to da
mehanizam RdDM potencijalno ima znacajnu ulogu u kontroli ekspresije gena koji u pojedinoj fazi
razvitka imaju znacajnije uloge. U ovome radu to bi bio LEC2 tijekom indukcije SE, a RIE1 tijekom
sazrijevanja embrija, no za donoSenje takvog zakljucka potrebno je u daljnjim istrazivanjima obuhvatiti
viSe gena ¢ija je direktna povezanost s embriogenezom u literaturi dobro opisana. Odabir bi mogao biti

temeljen na bazi gena EMB u kombinaciji s analizama pozicioniranja RNA Pol V.
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5 Zakljudci

Analizom indukcijskog potencijala u mutantima za pojedinu komponentu mehanizma RdDM
utvrdeno je kako se potencijal za indukciju SE smanjuje u mutantima s nefunkcionalnim RNA
polimerazama IV i V te s nefunkcionalnim metiltransferazama DRM1 i DRM2. Navedeno ukazuje na
nuznost mehanizma RdDM tijekom faze indukcije SE. Tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija i
progresije SE, opada znacaj mehanizma RADM S$to je vidljivo po tome §to je potencijal sazrijevanja

somatskih embrija i produktivnost SE bio umanjen samo u mutantu s nefunkcionalnom RNA Pol V.

Pretragom baze podataka ‘’Gene Onthology’’ i provjerom pozicioniranja RNA Pol V, utvrdeno je da
su geni povezani s embriogenezom LEC2, RIE1, MYB115 i ECAL vjerojatno regulirani mehanizmom
RdDM buduéi da se RNA Pol V veze za promotore navedenih gena ili u blizini njihovih promotora.

Kontrola ekspresije gena LEC2 ovisna je o funkcionalnosti mehanizma RADM tijekom faze indukcije
SE te manje tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija. Tijekom indukcije, ekspresija gena LEC2
Umanjena je u svim mutantima, osim u slucaju mutanta s nefunkcionalnom RNA Pol V, ukazujuéi na
povezanost mehanizma RdADM, ekspresije gena LEC2 i indukcije SE. Statisti¢ki znac¢ajno smanjenje
ekspresije gena LEC2 tijekom sazrijevanja SE u odnosu na divlji tip prisutno je samo u mutantu s
nefunkcionalnim metiltransferazama DRM1 i DRM2. Navedeni rezultati ukazuju na to da se gubitak
metilacije zbog nefunkcionalnosti mehanizma RADM znacajnije odrazava na ekspresiju gena LEC2
njenim umanjenjem tijekom indukcije SE. Tijekom prijelaza iz faze indukcije u fazu formiranja zrelih
embrija, dolazi do dodatnog blagog pada u ekspresiji gena LEC2 ukazuju¢i na to da je umanjena
ekspresija gena LEC2 karakteristika sazrijevanja embrija te da nije nuzno povezana s mehanizmom

RADM.

U fazi indukcije SE, kontrola ekspresije gena RIE1 ne ovisi 0 mehanizmu RdDM, no
nefunkcionalnost mehanizma RdDM odrazava se na ekspresiju tijekom faze sazrijevanja somatskih
embrija. Tijekom sazrijevanja somatskih embrija, ekspresija gena RIE1 je povisena, pogotovo u linijama s
nefunkcionalnim mehanizmom RADM. Navedeno je u skladu s razvojnom ulogom gena RIE1 tijekom

sazrijevanja somatskih embrija.
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7 Prilozi

Prilog 1. Oznaka gena, broj seta podetnica, naziv pocetnica, nukleotidne sekvence, temperature taljenja (Tm),
veli¢ina fragmenta cDNA 1i veli¢ina fragmenta gDNA u pb setova pocetnica koriStenih za umnazanje gena ECA1L,

LEC2, MYB115 i RIEL1 te referentnih gena RHIP1 i TIP41 u reakciji qPCR.

veli¢ina veli¢ina
naziv pocetnice nukleotidna sekvenca 5' — 3' Tm/°C  fragmenta fragmenta
cDNA (pb) gDNA (pb)

naziv gena set
(oznaka gena) pocetnica

! GECAL_fwl ACTTGAAAAAGAATCACACATCAGA 59,2 211 211
qECAL revl TAGTGGATCCCTGCCTGATT 58,4
ECAL
(AT2G24205)
5 GECAL_fw2 ACCCGCTTCCATTTCTGCGCT 63,3 " "
GECAL rev2 GCGGGCATCATGTGACCGAAT 63,3
LEC2 L qLEC2_fwl AGGGAAAGGAACCACTACGAA 59,4 136 136
(AT1G28300) qLEC2_revl CAGTGGTGAGGTCCATGAGAT 61,3
L qMYB115_fwl GCAAAGGGCAATGGACTCCTACTGA 67,4 232 51
gMYB115_revl TCGGTCCATTTGTTGCCAACTATCT 64,2
MYB115
(AT5G40360)
5 qMYB115_fw2 TGGACATCAATCGCAAAAATGTTCC 62,5 - 261
gMYB115_rev2 TCGGTCCATTTGTTGCCAACTATC 63,5
RHIP1 L qRHIP1_fwl CTATTGGGATTGGTGTCGCT 58,4 105 937
(AT4G26410) qRHIP1 revl AGAATTGTGCCTCTTCGCTC 58,4
L qRIEL fwl TGCTCTCGAGGAGAGACGAA 60,5 % %
qRIEL revi ACCGCTGACGCAAGAACTAA 58,4
RIEL
(AT4G26410)
5 qRIEL_fw2 TTTCCTGGCGATTGACGTCTTCT 62,9 137 ”17
qRIEL rev2 CCTCCGATACACCTTCCGTTCC 65,9
TIP41 L qTIP41_fwl GCAGCACAATGGAAATTCAGG 59,4 12 230

(ATAG34270) qTIP41 revl GCCTCAACCGTTTCTTTGTC 58,4
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Prilog Il. Potencijal sazrijevanja (broj induciranih embrija kod kojih je do$lo do razvoja somatskih embrija

podijeljen s ukupnim brojem analiziranih embrija izrazen u postotku) u u divljem tipu (WT), mutantu za veliku
podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol V (nrpel-
10), mutantu za DMS3 (dms3-1), transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran DMS3 (0eDMS3-GFP) te
mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drml/drm2). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti jednog eksperimenta

(sa 60 pocetnih eksplantata).
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relativna ekspresija LEC2

Prilog I11. Relativna ekspresija gena LEC2 tijekom faze sazrijevanja somatskih embrija u divljem tipu (WT),
mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1), u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran
DMS3 (0eDMS3-GFP) te u mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drn2). Stupcima su prikazane srednje
vrijednosti ACt jednog ponavljanja eksperimenta s pripadaju¢im standardnim greSkama za dvije tehnicke replike.
Zvjezdicom (*) je oznacena vrijednost koja je statisti¢ki znacajno razli¢ita (p-vrijednost < 0,05) dobivene pomocu
T-testa (WT — nrpd1-7: 0,02105).
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relativna ekspresija RIE1

Prilog 1V. Relativna ekspresija gena RIEL tijekom faze sazrijevanja somatskih emnbrija u divljem tipu (WT), u
mutantu za veliku podjedinicu RNA Pol 1V (nrpd1-7), mutantu za AGO4 (ago4-1t), mutantu za veliku podjedinicu
RNA Pol V (nrpel-10), mutantu za DMS3 (dms3-1), u transgeni¢noj liniji u kojoj je prekomjerno eksprimiran
DMS3 (0eDMS3-GFP) te u mutantu za metilaze DRM1 i DRM2 (drm1/drn2). Stupcima su prikazane srednje
vrijednosti ACt jednog ponavljanja eksperimenta s pripadaju¢im standardnim greskama za dvije tehnicke replike.
Zvjezdicama (*) su oznaene vrijednosti koje su statisticki znaajno razlicite (p-vrijednost < 0,05), dobivene

pomocu T-testa (WT — ago4-1t: 0,03297, WT — nrpel-10: 0,04616, WT — 0eDMS3-GFP: 0,01522).
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